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l. Introduccion

Diversos estudios realizados durante las Ultimas décadas han revelado la existencia e
importancia de la expresion de proteinas control durante el desarrollo del cancer, y en especial
las que se sobre expresan en la membrana celular y tienen funcion de receptor. Considerando
gue muchos de estos receptores se relacionan con el inicio y mantenimiento de la sefial de
replicacion, se han vuelto tendencia como blanco en el disefio de nuevas terapias
anticancerigenas. Tal es el caso, del miembro de la familia de receptores de tirosina cinasa
(RTKs), el receptor 2 del factor epidérmico humano (HER2), cuya sobre-expresidon se asocia con
el desarrollo de cancer de ovario, glioma, gastrico, pulmdén y mama; que tan solo en el afio 2020
causaron cerca de 3.5 millones de defunciones a nivel mundial (Ferlay et al.,2023).

Entre los principales tratamientos dirigidos hacia el cancer de mama positivo al receptor HER2,
se encuentran las quimioterapias como, antimetabolitos, agentes alquilantes, inhibidores de
tirosina cinasa (lapatinib, neratinib y tecatinib) y agentes bioldgicos. De estos ultimos, los mas
utilizados son los anticuerpos como trastuzumab, bevacizumab, y pertuzumab que van dirigidos
al dominio Il de la seccion extracelular del receptor HER2 e inhiben la formacion de
homodimeros y heterodimeros con HER1, HER3 y HER4. Estos anticuerpos normalmente se
utilizan en combinacion con otro tipo de terapias, por ejemplo; deruxtecan (T-DX-d), un
inhibidor de topoisomerasa; y emtansina (DM1), inhibidor de la formacién de microtubulos,
pero no han demostrado ser 100% eficaces para curar el cancer metastasico de mama HER2
positivo

Las causas de la falta de eficacia para curar el cancer de mama es la resistencia a los farmacos
antes mencionados, las cuales incluyen mutaciones en la molécula diana, pérdida de los sitios
de unidén a los receptores, y la incapacidad para penetrar la membrana celular. Ya que, la
permeabilidad de la membrana se ve alterada por cambios biofisicos, dados por, cambios en la
expresion de algunas biomoléculas como, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol.

Por tanto, este trabajo plantea la posibilidad de desarrollar nuevas alternativas de tratamiento
contra el cdncer de mama HER2 positivo, al emplear péptidos catidonicos que posean la
capacidad de penetrar diferentes tipos de membrana y de interrumpir las interacciones
proteina-proteina de la seccidon transmembranal del receptor HER2 que estan involucradas en
cancer de mama; por ejemplo, la inhibicidon del acoplamiento de dos proteinas de membrana
HER2:HER2, HER2:HER1, HER2:HER3 y HER2:HERA4.
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Il. Antecedentes

2.1 El cancer de mama en México y el Mundo

Actualmente, el cadncer de mama es la enfermedad neoplasica con mayor incidencia en el
mundo, con cerca de 2.26 millones de casos registrados, de los cuales cerca de 685,000
corresponden a pacientes que perdieron la vida por esta enfermedad (Ferlay et al., 2023). En
cuanto a México, tan solo en el afio 2021, el cdncer de mama causd 7, 973 muertes, de los
cuales 99.4 % fueron mujeres y 0.6 % fueron hombres (INEGI, 2022). Esta enfermedad tiene una
incidencia reportada de 40 casos por cada 100,000 habitantes y una la tasa de mortalidad de
0.11% (Figura 1), que ha ido en aumento desde 1979 (Alejandro et al., 2020). Se estima que,
dentro de todas las clasificaciones del cdncer de mama, el porcentaje de los pacientes positivos
al cdncer de mama HER2 positivo es cercano al 20%, lo que lo convierte en una de las
enfermedades mas peligrosas en México y el Mundo (Gamez-Chiachio et al., 2022).

Incidencia I Mortalidad

Tipo de cancer Mundo México

Mama
Préstata

Pulmén
Colorretal

Cervicouterino
Estomago
Higado
Cuerpo utero
Ovario

Tiroides

50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50
ASR por cada 100, 000 habitantes

Figura 1. Grafico de barras con los valores de la prevalencia y tasa de mortalidad en el mundo
(lado izquierdo) y México (lado derecho) (Ferlay et al., 2020).

2.2 Caracteristicas del cancer de mama
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El cadncer de mama es una enfermedad que se caracteriza por la multiplicacidon sin control de las
células del tejido mamario, en especial las que forman los lobulillos y los conductos. En estas
estructuras se pueden generar diferentes tipos de carcinoma, dependiendo de si producen
metastasis o no. Los tipos de carcinoma mdas comunes son: el carcinoma ductal infiltrante, en
donde las células cancerosas se multiplican fuera de los conductos e invaden otras partes del
tejido; el carcinoma lobulillar infiltrante, en este tipo de cancer, la metastasis se disemina de los
lobulillos a los tejidos cercanos; y el carcinoma ductal in situ, donde las células cancerosas se
encuentran exclusivamente en la capa que cubre los conductos (Figura 2) (Mote et al., 2004).

Enfermedad

™ fibroblastica Carcinoma ductal Carcinoma ductal
& il i in situ infiltrante
rasa —— iperplasia
3’ mamaria Células
. mioepiteliales
D Epitelio celular __ —— .
mamario
£ = .
<8 ) £ > ala \_ Membra / z N\
Tumor. & R Pl ) na basal ) T ;;‘TQ '
mamario Carci ey \ B Invasién de
CAEL A
’J ar(:||r.1(;)ma ¥ 4 AN _J— células tumorales
! solido ()
Ducto mamario Lobulos EE Fibroblastos — 5
(carcinoma ductal (carcinoma
I6bulillar)

infiltrante/ in situ)

Figura 2. Se muestra la anatomia de la glandula mamaria, los tejidos y origen de los tipos de
cancer mas comunes (Song et al., 2021).

Para que el cancer de mama HER2 positivo y otros tipos de cancer puedan obtener la
multiplicacidon sin control durante su desarrollo, es necesario que pasen por la etapa conocida
como “mantenimiento de la senalizacion proliferativa”, la cual es descrita por Mote y
colaboradores como una marca distintiva del desarrollo de todas las enfermedades conocidas
como cancer. En dicha etapa, las células cancerosas adquieren una gran capacidad de
replicacion por diferentes vias, desde producir ellas mismas por via autocrina su ligando de
factor de crecimiento, al que puede responder mediante la expresién de receptores afines,
hasta enviar sefiales de manera paracrina para estimular las células normales dentro del
estroma asociado con el tumor de soporte, que actian en reciprocidad al suministrar a las
células cancerosas varios factores de crecimiento. Adicionalmente, pueden desregular la
sefializacion elevando los niveles de proteinas receptoras. Tal es el caso de los receptores de
estrégeno, progesterona y del receptor 2 del factor epidérmico humano (HER2) con actividad
tirosina cinasa, cuya expresion caracteriza al cdncer de mama HER2 positivo (Mote et al., 2004).

2.3 Clasificacion del cancer de mama

Los diferentes tipos de cdncer de mama son clasificados dependiendo del tipo de tejido de
origen (histopatologia), pero también segun el subgrupo molecular de receptores de membrana
expresados. Esta clasificacion consta en cuatro grupos principales, los cuales son: luminal A,
positivo a los receptores de progesterona y estrégeno; luminal B, positivo al receptor de
estréogeno; triple negativo, negativo a los tres receptores; y HER2 positivo. Ambas clasificaciones
se encuentran relacionadas entre si (Figura 3) (Caldarella et al., 2012).
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Figura 3. Clasificacion de los diferentes tipos de cancer de mama segun la expresidon de
receptores de membrana y correlacién con el origen histopatolégico. Donde RE: receptor de

estrégeno, RP: receptor de progesterona y HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (Caldarella et al., 2012).

2.4 El cancer de mama HER2 positivo

El cancer de mama HER2 positivo se caracteriza por la sobre-expresiéon o amplificacion del
receptor HER2, que se asocia a una mayor agresividad tumoral, incidencia y mortalidad entre los
pacientes. Dicha amplificaciéon del receptor se ve aumentada hasta en un 30% de los pacientes,

y por tal razén, es considerada una diana en el desarrollo de nuevos tratamientos (Gaméz-
Chiachio et al., 2022).
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2.5 El receptor HER2

El receptor HER2 es una proteina de 1,255 aminodcidos, miembro de la familia del receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), que se caracteriza estructuralmente por
tener un moédulo extracelular, un médulo intracelular con actividad cinasa, y una Unica hélice
incrustada en la membrana. El médulo extracelular se encuentra formado por cuatro dominios
(1, 1, 1y 1V). Los dominios | y Il interaccionan con el ligando, por ejemplo: EGF y juntos con el
dominio Il que contiene el brazo de dimerizacién forman una unidad compacta conocida como
cabeza, la cual se une a la hélice integral por el dominio IV. La hélice se une a su vez al dominio
intracelular, el cual lleva a cabo la actividad cinasa (Figura 4). El receptor HER2 permite activar la
proliferacion, supervivencia, migraciéon y diferenciacion celular por las vias celulares
fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) /AKT, la via de Ras/MEK y la via de MAPK/ERK (Huang et al., 2021).

EGF i
cabezade unidna

ligando A L
) EGF g : EGF
, P i)
médulo i \? s
extra 1 d L R
celular e Dominio IV L5/} SrRERE
(W dimerizacién
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Hélices % dimerizacién
%
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Figura 4. Conformacion estructural de HER2 que se observa también en la familia EGFR (Huang
etal, 2021).

2.6 Importancia de la hélice transmembranal de HER2

La hélice transmembranal de HER2 es una regién altamente conservada, y cuya estructura se
encuentra descrita en trabajos como los reportados por Bragin y colaboradores (2015). En ese
trabajo, los autores lograron obtener la estructura de la hélice transmembranal de HER2 por
resonancia magnética nuclear (RMN) (con cdédigo PDB de entrada 2N2A,
www.rcsb.org/structure/2N2A). En este estudio ellos observaron con mayor precision
estructural los estados de activacién e inactivaciéon de HER2 (Figura 5). También demostraron
que las hélices transmembranales de los homodimeros de HER2 interactian a través de un
motivo hidrofébico extendido, y que los dominios intracelulares helicoidales se auto-asocian de
forma paralela, con una superficie de contacto hidrofébica que se incrusta en la membrana y
que permite la interacciéon de la hélice durante la formacién del homodimero (Bragin et al.,
2015).

pag. 15



s by «
B &
.o 9 R, LAY : ™o &G tmo
=y R 8., AcTvaTion 5: ?’,
co IMA IMA 1Ico '(‘-‘b’)v

Figura 5. En la parte superior el cambio conformacional que sufre la hélice transmembranal de
HER2 al pasar de una forma inactiva a una activa. En la parte de abajo se muestra el receptor
completo en la membrana (Bragin et al., 2015).

2.7 Motivo estructural de interaccion de la hélice transmembranal de HER2

En el afio 2021, Khazen y colaboradores lograron definir en su trabajo el motivo estructural de
interaccion del homodimero formado por HER2 (2N2A) con la expresién regular de |. {3} V. {3} L.
{2} VL. {6} L. (112, V16, L20, V23, L24 y L31) (Figura 6). La expresion dilucidada corresponde a los
aminodcidos altamente conservados que interactian entre la cadena A y la cadena B del
homodimero de HER2. Este motivo de interaccidon es, por tanto, una excelente diana en el
desarrollo de moléculas que interrumpan la interaccion de HER2 a nivel transmembranal y
evadan los principales mecanismos de resistencia descritos, tales como, mutaciones o
deleciones en los médulos externo e interno de HER2, cuyo principal tratamiento actual son los
anticuerpos monoclonales, tales como trastuzumab (Khazen et al., 2021).

Figura 6. Se observa el motivo de interaccion entre las hélices intracelulares A y B de dos
receptores HER2 que forman un homodimero HER2:HER2 (Khazen et al., 2021).
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2.8 Complejos de membrana en los que el receptor Her2 estd implicado

El receptor HER2 no puede reconocer por si solo algun ligando, pero tiene actividad de cinasa.
Por esa razdn, suele ser un receptor asociado a diferentes complejos de membrana. Algunos de
estos complejos pueden ser homodimeros o heterodimeros, con miembros de la misma familia
EGFR o algunos otros que se presentan a continuacion (Marone et al., 2004):

1. El complejo neurregulina-receptor: Este complejo modula la activaciéon de la via MEMO1-
RHOA-DIAPH1, que regula el crecimiento y la estabilizacién de los microtibulos (MT) periféricos
(Marone et al., 2004).

2. El complejo PTGS2/COX-2-receptor estd implicado en la activacion transcripcional de
CDKN1A; la funcién implica STAT3 y SRC. Participa en la transcripciéon de genes de rRNA por la
RNA Pol | e incrementa la sintesis de proteinas implicadas en el crecimiento celular (Olayioye et
al., 1999).

3. Complejos con otros miembros de la misma familia de los EGFR: estos complejos estan
fuertemente relacionados en la proliferacién celular, por algunas vias como la MAP-cinasas
(MAPK o MAP/ERK) y PIsK-AKT-mTOR (Wang et al., 2017).

2.9 Principales vias cataliticas asociadas a HER2

Via MAP-cinasas (MAPK o MAP/ERK): inicia con la activacién de la cascada de sefializacion
cuando el dominio tirosina-cinasa de alguno de los receptores efectores de membrana es
fosforilado. Tras este proceso, los grupos fosfato incorporados son capaces de atraer los
dominios SH2 de algunas de las proteinas activadoras de RAS, que tienen funcién de GTPasas, y
gue unen moléculas de guanina trifosforiladas (GTP) y defosforiladas, proceso mediante el cual
sufren un cambio en su conformacidn que les permite interactuar con otras proteinas (Wang et
al., 2017). Una vez realizada esta interaccién, la proteina RAS recupera su conformacién inicial
mediante la desfosforilacién de la molécula de GTP. A continuacion, el complejo activo RAS-GTP
se une a una proteina serina-treonina cinasa llamada RAF mediante su fragmento N-terminal. La
hidrdlisis de RAS-GTP a RAS-GDP hace que RAF sea activado mediante fosforilacion y
posteriormente liberado. BRAF es un miembro de la familia de proteinas RAF que es la principal
efectora de RAS en la via de las MAPK. Cuando BRAF es activada por RAS, ésta interactua con
CRAF para activar a MEK, que a su vez extiende la sefal mitogénica a la activacién de ERK, que
finalmente se transloca al nucleo celular donde activa los programas genéticos (Figura 7) (Gao
et al., 2009)

Via PI3K-AKT-mTOR: inicia con la estimulacidén del receptor de membrana, el cual, por resultado
de la fosforilacién, atrae hacia si el dominio SH2 de PI3K. PIsK que es una cinasa lipidica formada
por dos subunidades: p85, que es la parte reguladora, y p110, que es la subunidad catalitica.
Cuando la subunidad p85 estd unida al grupo fosfato del receptor transmembrana, se produce
un cambio conformacional sobre p110 que le posibilita interactuar con las moléculas de fosfo-
inositol bifosfato (PIP,), fosforildndolas para producir fosfo-inositol trifosfato (PIP3), mecanismo
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que también puede ocurrir por la union de KRAS directamente a la subunidad p110 (Wang et al.,
2017). PIP3 se puede convertir en PIP2 mediante la fosfatasa homdloga de tensina (PTEN), que
antagoniza la actividad de PI3K al actuar como un represor. PIP; es capaz de fosforilar a AKT
(proteina cinasa B) y PDK1 (proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositol), dos proteinas
situadas por debajo en la via, que a su vez tienen como funciones mas importantes la activacion
de los complejos mTOR 1y 2, P70S6 cinasa y también la supresion de FOXO3a, provocando la
activacion del metabolismo, la adquisicidon de resistencia a la apoptosis, un incremento de la
motilidad celular, un aumento de la angiogénesis y la progresion del ciclo celular (Gao et al.,
2009) (Figura 7).

Heterodimero

TGFa 4@% EGF, TGF-alfa, neurregulina 1,

HER2 | 2,3, 4 (para HER3 y HER4).
AXL TGFBLI (sin ligando) EGFR
. GLUT "

=) Integrina «/f «" HERS3 (sin dominio quinasa)
PY [

ctont P i Translacion, proliferacién,
itoplasma =it v i inhibicién de apoptosis

Expresion de gen

Figura 7. Se observa la regulacién (activacidn/ inhibicidn) de las vias MAP-cinasas y PlsK-AKT-
mTOR en las que el receptor HER2 estd implicado. La activacidn inicia con el reconocimiento del
ligando por parte del receptor asociado a HER2, continua con la formaciéon de un dimero que
inicia una cascada de fosforilaciones que permite el mantenimiento de la seial proliferativa, asi
como el aumento de la replicacién celular. Por otro lado, la inhibicion esta siendo efectuada por
moléculas como AMPK que inhibe al complejo Raptor necesario en la via mTOR (Simond et al.,
2020).
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2.10 Los tratamientos actuales contra el cancer de mama

Actualmente, existe una gran variedad de tratamientos contra el cancer, segun el tipo y la etapa
en la que es detectado. Algunas opciones de tratamiento pueden ser quimioterapia,
radioterapia, terapia dirigida, terapia hormonal y cirugia (Tabla 1). Por lo general, estos
tratamientos suelen ser utilizados en combinacién, pero ninguna de estas combinaciones tiene
100% de eficacia para curar el cancer de mama. Para el cancer HER2 positivo se han
desarrollado anticuerpos como trastuzumab, que tiene la capacidad de evitar la formacién del

dimero al unirse al dominio Il del

moddulo externo. También se han desarrollado otros

medicamentos, como lapatinib, que es un inhibidor dual de cinasa reversible del dominio
intracelular tirosina cinasa de EGFR y HER2 (Habault & Poyet et al., 2019).

Tabla 1. Ejemplos de tratamientos anticancerigenos en cancer de mama y sus reacciones secundarias.

Tratamiento

Ejemplo

Actividad

Reacciones secundarias

Cirugia

Tumorectomia
Mastectomia
Reconstruccion
de la mama

Se retira por cirugia el
tejido afectado

Dolor, hipersensibilidad a corto
plazo, riesgo de infecciodn,
cicatrizacion deficiente o reaccion
alérgica a la anestesia, etc.

Radioterapia

Rayos de alta
energia
Radiacién de
implante

Reducir y destruir células
cancerosas

Astenia, eritema, xerosis,
hipersensibilidad cutdnea,
esclerodermia en regién mamaria,
incremento en la masa mamaria, y
cuando va a terminar el tratamiento
formacion de edema.

Quimioterapia

Antraciclinas
(doxorrubicina y
epirrubicina),

Implicados en la
inhibicién de la
topoisomerasal l,

Infeccién, hemorragia, hematomas,
astenia, alopecia, Ulceras orales y
malestar estomacal

taxanos radicales libres,
(paclitaxel y microtubulos, y sintesis
docetaxel) de DNA y RNA.
Terapia Tamoxifeno, Moduladores del Secrecién vaginal, vaginitis,
hormonal progesterona o receptor de estréogeno nauseas, cambios de humory
estrégeno (SERM) o inhibidores de alteraciones en el ciclo menstrual
aromatasa (Al)
Bioldgicos Anticuerpos Se dirigen al domino Il Dermatitis o edema
(cancer de monoclonales externo de los
mama HER2 Trastuzumab, receptores HER2
positivo) Pertuzumaby ralentizando o
Deruxtecan deteniendo el

crecimiento celular
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2.11 Resistencia a los tratamientos

Problemas como el aumento de la resistencia de las células cancerosas a la quimioterapia,
efectos adversos, incapacidad de los farmacos para penetrar las membranas celulares, efectos
estéricos, elevaciones alternativas de otros receptores tirosina cinasa y alteraciones
intracelulares en la sefializacion posterior a HER2, han llevado al desarrollo de nuevas
alternativas de administracion, como los vectores de base viral, las nanoparticulas o los
péptidos de penetracion celular (CPP), las cuales pueden presentar una actividad dependiente o
independientes de energia. En general, los péptidos demostraron una gran actividad contra las
células cancerosas por medio de efectos citostaticos y citotdxicos (Habault & Poyet et al., 2019).

2.12 Péptidos anticancerigenos (PAC)

Hoy en dia en las bases de datos se ha acumulado informacidn referente a estructura y funcién
de péptidos cationicos de bajo peso molecular con actividad antitumoral, que se clasifican como
péptidos anticancerigenos (PAC) (Qiao et al., 2019). Debido a su mecanismo de accién Unico, los
PAC tienen muchas ventajas sobre la quimioterapia convencional, como inhibir mejor la
proliferacion de células tumorales, la migracién y la angiogénesis tumoral. Los PAC podrian
emplearse como terapia complementaria especificamente para: reducir el tejido afectado,
destruir células cancerosas, controlar el cancer en todo el cuerpo, evitando la metdstasis, como
moduladores del receptor de estrégeno (SERM), como inhibidores de aromatasa (Al) e
inhibidores de receptores de HER2. Los PAC deben tener diferentes caracteristicas, como: a) alta
afinidad hacia la molécula diana; b) capacidad de penetrar diferentes tipos de membranas; y c)
interrumpir la interaccidn proteina-proteina a nivel transmembranal. Asi, los PAC podran
desempeiiar una actividad importante en diversos procesos y vias celulares. Junto con los
méritos de una penetracion tisular relativamente alta y una baja aparicién de resistencia a los
medicamentos, las perspectivas de aplicacion clinica de los PAC son prometedoras (Qiao et al.,
2019).

2.13 Mecanismo antitumoral de los PAC

Los PAC pueden destruir la estructura de la membrana celular de forma directa, igual que los
péptidos antimicrobianos, o de forma indirecta al interferir en procesos bioldgicos esenciales en
la célula cancerosa. Es el caso del péptido 11 y 26 reportados por Liscano (Liscano et al., 2020).
Estos péptidos tienen la capacidad de evitar la formacion del complejo AGO2/ MSI1 implicado
fuertemente en el desarrollo de cancer al regular la expresién de ARNm a nivel de traduccién,
ya que controla la decision del destino celular, la diferenciacién, el mantenimiento de la seiial
proliferativa de las células madre neurales progenitoras y la tumorigénesis de las células
cancerosas (Yang et al., 2022). Dichos péptidos también pueden inhibir la angiogénesis al
bloquear a proteinas involucradas en el proceso, o producir apoptosis al dafiar la membrana de
la mitocondria por la via de las caspasas (Figura 8) (Agrawal et al., 2020).
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Figura 8. Se observan las cuatro vias principales con las que los péptidos anticancerigenos
generan muerte celular en las células tumorales (Agrawal et al., 2020).

En el caso de los PAC, la via intrinseca inicia cuando los péptidos se unen a la membrana
mitocondrial y provocan cambios en el potencial de ésta, dando origen a la fase de decisidn, y
con esto provocando la liberacién de proteinas apoptdticas (Bax, Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa,
Bad y BIk), citocromo C, proteina A2 y endonucleasas G. El citocromo C, al ser liberado de la
mitocondria, interactda con Apaf-1, y juntos forman el complejo apoptosoma, el cual activa a la
pro-caspasa 9. Después la caspasa 9 activa a la pro-caspasa 3, 6 o 7. La caspasa 3 al estar
activada separa diferentes proteinas, incluyendo cinasas, proteinas de control del ADN,
proteinas del citoesqueleto o inhibidores de endonucleasas. Las endonucleasas G y la A2 se
transportan al nucleo, donde causan la fragmentacion del ADN mediado por la caspasa-3 en una
fase conocida como fase de ejecucién (Figura 9) (Kiraz et al., 2016).
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Figura 9. Mecanismo de accion de los péptidos anticancerigenos por la via de la apoptosis (Tyagi
et al.,2015; Parchebafi et al., 2022)

En el caso de los péptidos que interaccionan en la membrana celular, la uniéon péptido-
membrana se da por las fuerzas hidrofdbicas, de tal manera que el péptido pasa de una manera
desordenada a una estructura anfipatica a-helicoidal. En el caso de los péptidos con estructura
de B-ldmina, estos mantienen su estructura por los enlaces disulfuro de los aminoacidos
azufrados al interactuar con la membrana (metionina y cisteina). Posteriormente, el péptido
inicia la introduccién transversal en la bicapa lipidica por medio de los distintos mecanismos de
accion que se mencionan a continuacion (Ehrenstein and Lecar et al., 1977).

Barril sin fondo: en 1977, Ehrenstein y Lecar propusieron el modelo 'barril sin fondo'. En este
mecanismo se sugieren la formacion de una pared alrededor del poro, por los péptidos que se
colocan uno al lado de otro; como las hojas o ldminas de madera que forman las paredes de un
barril que no tiene fondo. En este modelo, los aminoacidos hidrofébicos se colocan con

pag. 22



direccidon a la bicapa lipidica, lo que lleva a que las células tumorales no puedan mantener la
presion osmética normal y se lisen (Figura 8) (Ehrenstein and Lecar et al., 1977).

Poro toroidal: este mecanismo se diferencia de la del barril sin fondo, en que los péptidos estan
intercalados con los fosfolipidos de la bicapa lipidica de la membrana, donde es desplazada la
cabeza polar de los fosfolipidos y se induce la deformacién de la membrana (Figura 8) (Yeaman
and Yount, 2003).

Modelo de alfombra: en este mecanismo los péptidos se acumulan de manera horizontal en la
superficie de la membrana, en forma de alfombra, y cuando alcanzan la concentracién necesaria
se rompe la membrana formando micelas. Los péptidos cubren a los fosfolipidos de tal manera
que lo forran y producen una fuga masiva de contenido citoplasmatico (Figura 10) (Yeaman and
Yount., 2003).

Modelo de barril sin fondo Modelo del poro toroidal

Figura 10. Mecanismos de accién de los PAC en membrana (Kumar et al., 2018)

Cabe mencionarse que las principales diferencias entre un péptido tdxico, y uno no téxico son
primero la dosis en la que se emplea y segundo su afinidad por el sitio blanco. La afinidad se
encuentra dada por la secuencia de aminoacidos que los compone, tal es el caso de la cisteina,
cuya presencia se asocia a la actividad hemolitica (Li et al., 2005); la estructura secundaria, en el
caso los péptidos ciclicos pueden presentar una alta toxicidad, por ejemplo, la a-amanitina, que
es un péptido que proviene de los hongos del género amanita y presenta alta afinidad por la
enzima RNA polimerasa lll (Fiume et al., 1965). En general, los mecanismos de accién de los
péptidos téxicos son muy parecidos a los mecanismos de accion de los PACs (Figura 7). Por
tanto, es necesario considerar los parametros fisicoquimicos y mecanismos de accién de los
PAMs y PACs para disefiar con herramientas bioinformaticas nuevos péptidos que tengan la
capacidad de internalizar en la membrana de las células eucariontes, como lo hacen los PACs
previamente descritos, pero que al mismo tiempo no tengan la capacidad de destruir la
membrana, ni de interferir con los procesos metabdlicos de las células sanas y asegurar de esta
manera que los péptidos sean selectivos a la hélice transmembranal de HER2.
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2.14 La bioinformatica

Con respecto al disefo de péptidos, la bioinformatica ha demostrado ser una herramienta de
gran utilidad para el desarrollo de nuevas secuencias peptidicas con actividad anticancerigena a
partir de péptidos antimicrobianos por métodos computacionales o usando diferentes
estrategias del disefio racional. Esto se debe a que las herramientas bioinformaticas permiten
procesar una gran cantidad de informacién de una manera rapida y eficiente, que se traduce en
la disminucidn de tiempo y costo de las investigaciones. Tal es el caso de algunos programas y
servidores desarrollados que permiten disefiar moléculas y simular interacciones proteina-
proteina, proteina-péptido o membrana-péptido.

2.15 Diseio in silico o racional

El disefo racional de péptidos busca desarrollar péptidos con una funcién especifica por tres
vias diferentes. En el caso de este estudio, se busca evaluar la actividad anticancerigena de
péptidos en un modelo de cancer de mama con el objetivo de inhibir las interacciones de la
hélice intramembranal del receptor de membrana HER2 con otras proteinas integrales de la
membrana.

Las tres vias o enfoques que buscamos son: a) Enfoque fisicoquimico, en el cual se busca
modificar un péptido con base en sus caracteristicas fisicoquimicas para mejorar la selectividad,
estabilidad y potenciar su actividad al adicionar o eliminar aminoacidos; b) uso de platillas,
donde se usan proteinas o péptidos con una actividad deseada y se alinean para poder observar
similitud de aminoacidos y de esta manera crear un nuevo péptido o realizar mutaciones sobre
un péptido ya conocido; y c) métodos computacionales, el cual es el mas innovador ya que
permite el uso de servidores que se basan en aplicar modelos predictivos utilizando modelos
predichos (Figura 11)(Liscano et al., 2020).
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Figura 11. Se muestra de forma esquematizada el diseino in silico o racional de péptidos en
bioinformatica (Liscano et al., 2020).

Para el disefio racional de péptidos se suelen utilizar algunos programas o servidores, como los
gue se mencionan a continuacidn en la Tabla 2:

Tabla 2. Servidores y programas utilizados para disefiar péptidos in silico.

Nombre

Descripcion

Referencia

UCSF Chimera

Visualizador grafico interactivo; analiza
estructuras  moleculares 'y  datos
relacionados.

https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera

PPIMem

Servidor de uso libre que calcula los
motivos estructurales de interaccidn
proteina-proteina a nivel
transmembranal, que facilita la
busqueda de la secuencia especifica de
aminodcidos donde se lleva a cabo la
union.

(https://transint.univ-evry.fr)

Regex101

Software que agiliza la busqueda de
secuencias especificas de aminodcidos,
utilizando una expresién regular o bien
la secuencia completa de aminoacidos.

regex101: build, test, and debug regex

Membranome

Servidor y base de datos que
proporciona datos estructurales vy
funcionales sobre proteinas
transmembrana de wun solo tramo

https://membranome.org/

pag. 25



https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/
https://d.docs.live.net/Downloads/(https:/transint.univ-evry.fr)
https://regex101.com/
https://membranome.org/

(bitopicas).

AntiCP 2.0 Servidor que calcula mediante SVM la | https://webs.iiitd.edu.in/raghava/antic
actividad anticancerigena de un péptido. | p2

CAMPr3 Servidor que calcula mediante SVM la | http://www.camp.bicnirrh.res.in/predic
actividad antimicrobiana de un péptido. | tion.php

ToxiPrend Servidor que calcula mediante SVM la | Designing of peptides for deisred
toxicidad de un péptido. toxicity a module of ToxinPred

(iiitd.edu.in)

Allergent Servidor que calcula mediante SVM la | Bioinformatics tool for allergenicity
alergenicidad de un péptido. prediction. (ddg-pharmfac.net)

HemoPI Servidor que calcula mediante SVM la | Hemolytic Peptide Prediction Module
actividad hemolitica de un péptido. of HemoPI (iiitd.edu.in)

GRAMM Servidor de cdodigo abierto para hacer | Vakser Lab - GRAMM Web (ku.edu)
acoplamiento molecular.

Durante el disefio in silico de péptidos con diferentes programas y/o servidores, se pueden
manipular algunas caracteristicas fisicoquimicas inherentes de cada péptido, al modificar la
secuencia peptidica que lo compone, estas son:

Carga neta: es la suma de las cargas de los grupos laterales ionizables, mas la carga de sus
extremos amino (N) y carboxilo (C). Suele representarse con los signos -/+ y un digito, por
ejemplo; +1 0-1.

Longitud: es el nimero completo de los aminoacidos que componen una secuencia peptidica,
pero el nimero de estos pude variar segun el autor. Para este trabajo se define como péptido
corto a las cadenas peptidicas que no superan los 35 residuos de aminodacidos. Esto representa
una ventaja en el factor costo/beneficio, y se acopla al tamafio aproximado del motivo de
interaccidn reportado para la hélice transmembranal del receptor HER2.

Punto isoeléctrico: es el pH al que una proteina/péptido tiene una carga neta de 0.

Hidrofobicidad: se refiere a la capacidad que presenta el péptido para repeler o aislarse del
Agua, es dada por la suma de la hidrofobicidad individual de las cadenas laterales de los
aminoacidos que componen al péptido. Al igual que la carga neta, la hidrofobicidad es
importante durante la interaccidén con la membrana celular.

También se predicen probables actividades biolégicas de los péptidos disenados, las cuales
pueden ser:

Actividad antimicrobiana: es la capacidad que tiene una molécula o sustancia de matar
diferentes microorganismos. En este trabajo lo definiremos como la capacidad bactericida que
presentan los péptidos. Para calcular la actividad antimicrobiana se utilizan maquinas de
soporte de vectores (SVM) y bases de datos de péptidos con actividad ya probada. Dicha
actividad se representa como un score con valores que van de 0 a 1, donde O es la menor
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probabilidad de que presente actividad antimicrobiana y 1 la mayor probabilidad de que
presente dicha actividad.

Actividad anticancerigena: es la capacidad que tiene una molécula o sustancia de inhibir el
crecimiento de células tumorales. Para calcular la actividad anticancerigena se utilizan maquinas
de soporte de vectores (SVM) y bases de datos de péptidos con actividad ya probada. Dicha
actividad se representa como un score obtenido con el programa AntiCP 2.0, con valores que
van de 0 a 1, donde 0 es la menor probabilidad de que presente actividad anticancerigenay 1 la
mayor probabilidad de que presente dicha actividad.

Toxicidad: se define como la capacidad que tiene una sustancia para producir dafio a un
organismo vivo. Este parametro se calcula utilizando el algoritmo desarrollado por Gopta (Gopta
et al., 2013), el cual predice si hay toxicidad.

Actividad hemolitica: es la capacidad que tiene una sustancia de lisar eritrocitos, y en este
trabajo se representa con un score que va de 0 a 1. Donde 0 es no hemolitico y 1 muy
hemolitico.

indice de GRAVY: es la suma de los valores de hidropatia de todos los aminoacidos divididos
por la longitud de la proteina, donde la puntuacion de hidrofobicidad (unidad arbitraria) por
debajo de 0 es mas probable que sea globular (proteina hidrofilica), mientras que las
puntuaciones superiores a 0 reflejan una probabilidad mas alta ser membranosa (hidrofébicas).

Por ultimo, se puede predecir la interaccion de los péptidos con la membrana vy la estabilidad
gue presentan en un medio determinado. Los valores que nos permiten describir dicha relacién
son:

Energia de interaccion: se refiere a la energia de interaccién de biomoléculas, similar a la AG de
un sistema, en donde un valor negativo representa una interaccidn termodinamicamente
favorable.

AG de transferencia: indica que tan factible es la unién de un péptido con la membrana.

Angulo de inclinacion en la penetracion de la membrana: se ha observado que los péptidos
penetran mejor la membrana celular cuando el Angulo de inclinacién es mejor.

Penetracidn: indica la penetracidn total en la membrana celular en Armstrong.

2.16 Busqueda de péptidos anticancerigenos in silico

Existen bases de datos de péptidos antimicrobianos que permiten usar la informacién con la que
cuentan de manera gratuita o mediante pagos de acuerdo con la forma de uso. Dichos péptidos
tienen potencial para ser utilizados contra células cancerosas, y en especifico para este trabajo
inhibir la actividad de algunos receptores de interés. Tal es el caso del receptor HER2, que se
encuentra especialmente relacionado con células del cdncer de mama HER2 positivo.
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2.17 Base de datos de proteinas y péptidos anticancerigenos (CancerPPD)

CancerPPD es una base de datos que contiene informacion de péptidos y proteinas
anticancerigenas; por ejemplo, actividad anticancerigena, naturaleza del péptido, origen del
péptido, la quiralidad, la secuencia de aminodacidos, las modificaciones de los terminales Ny C,
la estructura del péptido, la fuente del péptido, lineas celulares objetivo, herramientas de
mapeo de péptidos y busqueda de similitudes. Todo esto facilita la busqueda de péptidos y
motivos similares a una secuencia de consulta. Ademas, CancerPPD vincula bases de datos
importantes como CCLE y COSMIC para proporcionar al usuario informacién completa sobre
varias lineas de células cancerosas.

En este trabajo proponemos un nuevo mecanismo de accién para los PACs, que nombramos
como “modulacién de la interaccion proteina-proteina a nivel transmembranal”. Este consiste
en inhibir la interaccidon de los dominios transmembranales de los receptores de membrana,
que estan implicados en la formacién de dimeros o complejos proteicos en el desarrollo del
cancer. Para este trabajo decidimos disefiar péptidos con la capacidad de internalizar en la
membrana celular e inhibir las posibles interacciones del receptor HER2.

I1l. Justificacion

El surgimiento de la resistencia a los tratamientos mas utilizados contra el cancer de mama HER2
positivo, tales como las mutaciones o pérdidas de los dominios de interaccidn de los anticuerpos
debido al uso de quimioterapias y tratamientos bioldgicos (inmunoquimica), hacen necesario el
desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento, dirigidas a regiones altamente conservadas,
como la hélice transmembranal de HER2 fuertemente implicada en la formacién de
homodimeros o heterodimeros con actividad cinasa.

IV. Hipotesis

Serd posible desarrollar nuevas alternativas de tratamiento contra el cdncer de mama, al generar
péptidos a partir del uso de herramientas bioinformaticas que posean la capacidad de penetrar
diferentes membranas de células cancerigenas y de interrumpir la interaccién proteina-proteina
de membrana que estén involucradas en cancer de mama; por ejemplo, la inhibicién del
acoplamiento de dos proteinas de membrana HER2:HER2. De ser posible esto representara un
nuevo enfoque y alternativa en el tratamiento del cancer.

V. Objetivo general

Disefiar péptidos cortos que tengan la capacidad de actuar como anticancerigenos al inhibir
interacciones transmembranales de las hélices de las proteinas de membrana HER2:HER2 de
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interés terapéutico implicadas en el cdncer de mama, destruyendo a las células tumorales o
inhibiendo su crecimiento.

5.1 Objetivos particulares

1. Identificar péptidos plantilla candidatos para desestabilizar los complejos de HER2:HER2
en bases de datos de péptidos anticancerigenos.

2. Determinar y analizar las interacciones producidas por los motivos estructurales
HER2:HER2.

3. Disefar péptidos candidatos a inhibir la interaccion de la hélice transmembranal de
HER2.

4. Caracterizar fisicoquimicamente y predictivamente a los péptidos candidatos.

VI. Metodologia
6. Diagrama de flujo
Crear base de datos de péptidos activos

contra lineas celulares de cancer de
mama HER2 positivo a partir de la base

de datos CancerPPD
Obtener por medio de la base de datos
PPIMem los motivos generales de
interaccion de HER2 con otros Extraer péptidos con actividades
receptores antimicrobiana, antibacteriana y
1 anticancerigena.
Disefiar péptidos contra la interaccion de
Analizar las interacciones producidas  emme=p HER2:HER1, HER2:HER3, y HER2:HER4.
por los motivos estructurales Predecir el indice hemolitico, actividad
antimicrobiana, etc.
Predecir la interacciéon con la membrana Realizar acoplamientos
i= A -
utilizando el servidor Membranome moleculares

Figura 12. Se muestra de forma esquematica la metodologia seguida en el disefio racional de
péptidos candidatos a inhibir el complejo proteico formado por el homodimero del receptor
HER2.

6.1 Obtencidn de los motivos estructurales de HER2 y proteinas asociadas

Con ayuda del servidor PPIMem (https://transint.univ-evry.fr) se determindé el motivo
estructural de interaccion de HER2 (en una secuencia de expresion regular) y el motivo
estructural de las proteinas con las que HER2 interacciona. A continuacién, se realizé una
investigacion bibliografica buscando aquellas proteinas de interaccidon que estuvieran asociadas
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a cancer y contaran con una estructura cristalizada. Posteriormente, se descargaron en formato
Fasta las secuencias de HER2 y las proteinas asociadas a cancer. Con ayuda de la plataforma
Regex101, se buscaron las secuencias completas de los motivos estructurales.

6.2 Creacidon de la base de datos de péptidos con actividad en lineas celulares de cancer de
mama

Se cred una primera base de datos al realizar una busqueda de péptidos con una longitud igual o
menor a 35 aminodacidos y con actividad anticancerigena reportada en lineas celulares de cancer
de mama, en la base de datos de proteinas y péptidos anticancerigenos (CancerPPD). Se
definieron sus caracteristicas, como carga neta, porcentaje de aminodcidos hidrofdbicos, tipo de
aminodcidos presentes en la cadena, tipo de estructura y origen.

6.3 Seleccion de péptidos con actividad antimicrobiana-anticancerigena

Se seleccionaron los péptidos con actividad en lineas celulares de cancer de mama HER2
positivo, y se definieron caracteristicas fisicoquimicas como carga neta, porcentaje de
aminodcidos hidrofdbicos, tipo de aminoacidos presentes en la cadena, tipo de estructura y
origen.

6.4 Desarrollo de péptidos candidatos

Se realizaron alineamientos con los motivos estructurales de interaccién de los diferentes
receptores de membrana y los péptidos con actividad antimicrobiana-anticancerigena
seleccionados de la base de datos que se cred. Posteriormente, se realizaron mutaciones
puntuales en los péptidos, buscando mantener los aminodcidos que interaccionan con HER2, y

se caracterizaron fisicoquimicamente.

6.5 Prediccion de actividad peptidica

Fueron evaluados los péptidos candidatos con los siguientes servidores: la actividad
anticancerigena se evalué con AntiCP 2.0 (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2); la
actividad antimicrobiana se evalud con CAMPR3
(http://www.camp.bicnirrh.res.in/prediction.php); la capacidad de producir toxicidad se evalud
con ToxiPrend (Designing of peptides for deisred toxicity a module of ToxinPred (iiitd.edu.in)); y
la capacidad de producir hemdlisis se calculé con HemoPI (Hemolytic Peptide Prediction Module
of HemoPl (iiitd.edu.in)) y AllerTop (Bioinformatics tool for allergenicity prediction. (ddg-

pharmfac.net)).

6.6 Determinacion de la interaccion péptido-membrana
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Se evalud la interaccion péptido-membrana en el servidor FMAP de Membranome para predecir
los dominios de TM de los péptidos y generar sus modelos 3D en la bicapa lipidica. El software
primero calculd las diferencias de energia libre de los segmentos helicoidales no unidos a la
membrana y helicoidales unidos a la membrana. Posteriormente, se calculd la particién de
energia mas baja de la cadena polipeptidica en segmentos a-helicoidales mediante el algoritmo
de programacién dindmica o promediando diferentes particiones helicoidales-helicoidales. Por
ultimo, generaron los modelos 3D y el posicionamiento de la a-hélices predichas en membrana
DOPC, eucarionte y solucion acuosa. Ademads, se realizd una simulacidon de la penetracién e
interaccion del péptido en las membranas antes mencionadas
(https://membranome.org/fmap).

6.7 Docking molecular

6.7.1 Preparacion de los ligandos

Se modelaron los péptidos en el servidor Membranome, para membrana de célula eucarionte, a
pH 7 y una temperatura estandar de 25°C (https://membranome.org/fmap).

6.7.2 Preparacion del receptor HER2

Se descargo de la base de datos Protein Data Bank (PDB) la estructura cristalina con cédigo de
identificacion 2N2A, correspondiente a la hélice transmembranal del receptor HER2. Se utilizé
Pymol para limpiar el cristal, y sélo se conservd la hélice A que corresponde al motivo
intramembranal de interacciéon de HER2.

6.8 Acoplamiento molecular de HER2 con las bases de datos

Se utilizé6 GRAMM, un servidor de cédigo abierto para realizar un acoplamiento molecular, ya
que se pueden realizar acoplamientos tanto proteina-proteina como proteina-ligando. GRAMM
mapea sistematicamente el panorama de la energia intermolecular prediciendo un espectro de
poses de acoplamiento correspondiente a interacciones de proteinas estables (minimos de
energia profunda) y transitorias (minimos superficiales). Posteriormente se minimizé la
estructura con ayuda del programa Chimera USF (Vakser Lab - GRAMM Web (ku.edu).

VII. Resultados

7.1 Obtencidn de los motivos estructurales de HER2 y proteinas asociadas
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Con ayuda de PPIMem se determind el motivo estructural de interaccién de la hélice
transmembranal de HER2 con los receptores de membrana a los que se asocia. PPIMem sefalé
el siguiente motivo de interaccion: “I. {3} V. {3} L. {2} VL. {6} L.” (presentado en su denominada
“nomenclatura regular”) como el motivo estructural de interaccién de HER2. La secuencia
regular corresponde a los aminoacidos 112, V16, L20, V23, L24, V27 y L31 (2N2A). PPIMem
también se calculd posibles interacciones con 87 proteinas de membrana diferentes, de las
cuales sdlo 6 cuentan con estructura cristalizada y sélo 1 esta relacionada con el desarrollo del
cancer. Las secuencias completas de los motivos de interaccién de aminodcidos de HER2 y los 6
receptores se observaron con regex101. Para HER2, la secuencia completa es “112, S13, Al4,
V15, V16, G17,118, L19, L20, V21, V22, V23, L24, G25, V26, V27, F28, G28, 129, L30” (Tabla 3).

Tabla 3. Se muestran las secuencias completas de los aminodcidos que corresponden a la
secuencia regular de las 6 proteinas que cuentan con estructura cristalizada.

Caddigo Uniprot Nombre Posicion de los aminodcidos en la secuencia completa
P04626 HER2 ISAVNGILLVVMLGVVEGIL (654-674)

Q14573 ITPR3 FLYHVGYILTSVLGLFAHEL (2319-2339)

015118 NPC1 IFVGNVLSFSIAVLNKVDIGE (840-850)

P25024 CXCR1 IFAVVLIFHLCWLPYNLVLE (243-263)

Q25103 NK1R IYEKVMYHICVTVLIYFLPLE (190-210)

P29274 AA2AR LATAVLAILGNMLVCWAVWL (13-33)

P11229 ACM1 ISFKVUNTELKTVNNYFLLSL (47-67)

En color verde se indican a los aminoacidos conservados del sitio de interaccion, y en azul a las

mutaciones.

Dada la gran informacidn bibliografica de la interaccién de HER2 con los otros miembros de la
familia EGFR (HER1, HER3 y HER4), se agregaron estos a la lista de proteinas que interaccionan
con HER2 y se estudid su motivo de interaccidén, sumando en total 91 receptores de membrana.
Se observé para HER3 el motivo de interaccidon “I.{2}LV.IF. {2}L.{3}F”, para HER1 el motivo
“M.{3}L.{2}LL.{2}AL.{2}GL", y para HER4 “PL.{2}AG.{3}G.{2}IL.{2}V” (Tabla 4).

Tabla 4. Se observan los motivos de interaccion predichos por PPIMem para los miembros
de la familia EGFR. Los motivos de interaccidn son diferentes para cada receptor.

Cddigo Uniprot | Nombre | Posicion de los aminoacidos en la secuencia completa
P00533 HER1 MVGALLLLLVVALGIGL (649-666)
P21860 HER3 IAGLVVIEMMLGGTE (648-663)
Q15303 HER4 PLIAAGVIGGLFILVIV (650-667)
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En el alineamiento de las secuencias completas de los motivos estructurales de los receptores se
puede observar la siguiente secuencia consenso “l+VLVVCFLLCVLSLLR++LL”, en donde se
presenta una fuerte preservacion (igual o superior al 50 %) en los aminoacidos: 11, V5, V6, L9,
L10, L13y L20 (Figura 13).

|+ WLYWCFLLCVYWLELLR+=LL
Figura 13. Se observa el alineamiento del motivo de interaccion PPIMem de los 6 receptores
que interaccionan con HER2.

7.2 Seleccion de péptidos con actividad antimicrobiana-antibacteriana

Para junio del 2023, la base de datos CancerPPD cuenta con 3,491 entradas de péptidos
anticancerigenos. Los tres tipos de cdncer que cuentan con mas registros en la base de datos
son: colon, con 541 entradas; piel, con 509; y mama, con 438 (Figura 14). De las
aproximadamente 438 entradas de los péptidos que presentaron actividad contra cdncer de
mama, se encontré que el 99.5% corresponde a 436 péptidos pequefios iguales o menores a 38
aminodacidos de longitud.
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Figura 14. Numero total y porcentajes de entradas de péptidos por tipo de cancer.

De las 436 entradas de los péptidos que presentaron actividad contra cancer de mama, se
encontraron un total de 3 entradas para lineas celulares de cdncer de mama HER2 positiva: BT-
474, SKBR-3 y MCF7 (Figura 11). En la linea celular SKBR-3, los péptidos NRC-03, NCR-07 y NCR-
13 presentaron actividad anticancerigena. En las lineas celulares BT-474 y SKBR-3, los péptidos
gue presentaron actividad anticancerigena son Lytik y el péptido litico hibrido del receptor de
transferrina (TfR). Por ultimo, en la linea celular MCF7 sélo se cuenta con reporte del péptido
cecropina-B aislado de la hemolinfa de la polilla de seda gigante (Hyalophora cecropia) (Tabla
5). Para este trabajo no se consideraron a los péptidos Lytik y TfR, ya que son péptidos
guiméricos disefnados especificamente para el receptor transferril 1.
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Tabla 5. Se muestran las caracteristicas fisicoquimicas calculadas de los PAC con actividad en las lineas celulares HER2
positivo. Pl: punto isoeléctrico. La hidrofobicidad se muestra en %.

Linea celular Nombre Secuencia Carga Pl Hidrofobicidad indice de GRAVY
SK-BR-3y BT-474 Lytik KL1LK1LKKLLK1LKKK 8 11.7 53 0.176

SK-BR-3y BT-474 | TfR THRPPMWS PVWPGGGKL1LK1LkkLLK1LKKK 9 12.2 39 -0.231

SKBR-3 NRC-03 GRRKRKWLRRIGKGVKIIGGAALDHL 8 12.7 38.47 -0.576

SKBR-3 NRC-07 RWGKWFKKATHVGKHVGKAALTAYL 6 11.4 44 0.404

SKBR-3 NRC-13 GWRTLLKKAEVKTVGKLALKHYL 5 11 43.48 -0.178

MCE-7R CecropinB | KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL | 7 11.5 48.57 -0.071

Se realizd un alineamiento entre las secuencias de los péptidos de la familia NRC y se encontrd
la secuencia consenso siguiente: GRRWRKWLKKA+++VK+VGKAAL+HYL (Figura 15).
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GRRWRKWLKKA+++VK+VGKAAL+HYL
Figura 15. Imagen ilustrativa generada en Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y visualizada en Jalview (Waterhouse et al.,2009)
del alineamiento de los péptidos de la familia NCR. Se muestran en la parte superior de la figura
en color azul a los aminoacidos que presentaron mas del 50 % de conservacién y en la parte
inferior la secuencia consenso de los péptidos NCR.

7.3 Diseno de péptidos candidatos

Debido a las mutaciones observadas en los motivos de interacciéon transmembranal de los
receptores asociados a HER2, se decidié disefiar las variantes a partir del péptido cecropin B, la
secuencia consenso de los péptidos de la familia NRC y el motivo de interaccion del receptor
HER2. Se seleccionaron como plantillas al péptido Cecropin B y a la secuencia consenso de los
péptidos miembros de la familia NRC. Dichas secuencias peptidicas se seccionaron en tres
segmentos con longitud de 20 aminoacidos cada uno. Posteriormente se alinearon con el
motivo de interaccidn de los receptores y se generaron las variantes al insertar los residuos de
aminodacidos del motivo de interaccidn del receptor HER2 en los péptidos plantilla, respetando
las posiciones: “I1, V15, L9, V12, L13 y L20”. En las posiciones 6-8 y 10-11 las mutaciones
realizadas buscaban mantener una zona hidrofébica. En cuanto a las mutaciones en las
posiciones 1-4 y 14-19, se buscé mantener a los aminodcidos cargados positivamente para
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mejorar la interaccidn de los extremos de los péptidos con la parte de la membrana celular que
contiene los grupos fosfatos de los fosfolipidos cargados positivamente, y producir asi un efecto
de anclaje (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla con multiples alineamientos entre la secuencia consenso de los péptidos NRC, Cecropin B y el motivo de
interaccidn de los receptores.

Nombre Secuencia Alineamientos
Motivo HER2 L{3}V.{3}L.{2}VL.{6}L Segmento| | {3 | V| {3} L | {2} | VL {6} L
Secuencia GRRWRKWLKKA+++VK+VGKAAL+HYL 1 G| RRW | R | KWL | K| KA | ++ | +VK+VG | K
consenso NRC GRRWRKWLKKA+++VK+VGKAAL+HYL 2 R|KWL | K| Ka+ | + | +v | K+ | VGKRAAL | +
GRRWRKW LKKA+++VK+VGKAAL+HYL 3 LI KkA |+ | +4v | K| =V | GK | AAL+HY | L
Cecropin B KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPATIAVLGEAKAL 1 K|WKV | F | KKI |[E| KM | GR | NIRNGI | V
KWKVEFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL 2 I |EKM| G| RNI |R| NG| IV | KAGPAT | A
KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPATAVLGEAKAL 3 RINGI |V I KaGg P | 2T | AV | LGEAKA | L

Se generaron 18 péptidos candidatos, los cuales presentaron un punto isoeléctrico que va de
10.4 a 12.8, un porcentaje de aminodcidos hidrofdbicos de 75 a 80%, y un indice de GRAVY
positivo de 1.75 a 2.33. Brevemente, el punto isoeléctrico indica el pH en el que los péptidos
mantienen su actividad; la hidrofobicidad nos indica qué tan facil es la internalizacion de los
péptidos en la membrana; y un indice de GRAVY positivo representa una probabilidad alta de
que el péptido o proteina sea membranosa (Tabla 7).

Tabla 7. Variantes desarrolladas por alineamiento de secuencia y sus caracteristicas
fisicoquimicas. La hidrofobicidad se presenta en %. Pl= punto isoeléctrico.

Nombre Secuencia PI Hidrofobicidad indice de GRAVY
JMR-1 | IKRWVLWALVAVLIVLRVKL 12.8 80 1.735
JMR-2 | IRKWVLWVLIAVLVLVKVKL 12 80 1.85
JMR-3 | IRHWVIWVLIAVLAVAHVKL 11.8 80 1.735
JMR-4 | IKRLVLALLVLVLVSLARKL 12.8 75 1.885
JMR-5 [ IRKLVIAVLILVLVSLAKRL 12.6 75 1.955
JMR-6 | IKHLVIAVLAVVLVSLAKHL 10.9 75 1.97
JMR-7 | IKKAVLIVLVIVLLALRYHL 11 75 1.995
JMR-8 | IKKAVLVILVAVLLALKYHL 10.7 75 1.89
JMR-9 | IKKAVLVILVAVLLALKYHL 10.4 75 1.84
JMR-10 | IKWKVFLILVAVLVILRVRL 12.6 80 2.02
JMR-11 | IKWKVFLILVLVLASLRIRL 12.6 75 1.75
JMR-12 | IKWKVFAILVIVLAILRIKL 12 80 1.98
JMR-13 | IKLHVLAILVLVLIAVHVKL 10.9 80 2.335
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JMR-14 | IKVKVLVILVIVLVALRLKL 12 80 2.335
JMR-15 | IKIRVALILIAVLALVKLKL 12 80 2.13
JMR-16 | IRKIVAVALIAVLALALKRL 12.6 80 1.865
JMR-17 | IRKIVAVILAIVLALVAKRL 12.6 80 2.02
JMR-18 | IRKIVAVFLIVVLLVIAKRL 12.6 80 2.19

Se muestra subrayado al motivo de interaccidon del receptor HER2, el cual se mantiene en
los péptidos disefiados.

7.4 Prediccion de actividad peptidica

Los péptidos candidatos mostraron no ser probablemente téxicos, al tener un indice hemolitico
por debajo de 0.5, lo que indica una baja probabilidad de producir hemdlisis. La mitad de los
candidatos presentaron una probable actividad antimicrobiana, y sélo 9 presentaron un indice
de probable actividad anticancerigena por encima del score de 0.5 (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacion de las probables actividades peptidicas. En color naranja se
muestran las variantes con indice de actividad anticancerigena por arriba del 0.5%.
Nombre Indice hemolitico Act!vi(':lad . Actividad anticancerigena | Toxicidad
antimicrobiana
JMR-1 0.49 0.482 0.37 No téxico
JMR-2 0.49 0.412 0.41 No tdxico
JMR-3 0.49 0.423 0.65 No tdxico
JMR-4 0.48 0.971 0.52 No tdxico
JMR-5 0.48 0.959 0.39 No tdxico
JMR-6 0.47 0.928 0.64 No tdxico
JMR-7 0.48 0.916 0.46 No tdxico
JMR-8 0.48 0.972 0.45 No tdxico
JMR-9 0.48 0.963 0.70 No tdxico
JMR-10 0.49 0.246 0.45 No tdxico
JMR-11 0.49 0.801 0.47 No tdxico
JMR-12 0.51 0.329 0.51 No téxico
JMR-13 0.49 0.830 0.55 No téxico
JMR-14 0.48 0.318 0.45 No téxico
JMR-15 0.47 0.553 0.51 No téxico
JMR-16 0.49 0.884 0.51 No téxico
JMR-17 0.49 0.793 0.50 No téxico
JMR-18 0.49 0.637 0.32 No téxico
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7.5 Desarrollo de nuevos péptidos candidatos

Con el servidor AntiCP 2.0, que permite por identificacidn virtual definir las mutaciones minimas
necesarias para aumentar el potencial anticancerigeno (cambio de un aminodcido), se disefiaron
11 nuevos péptidos candidatos a partir de las variantes JMR-3 y JMR-9 (Tabla 9), las cuales
presentaron los scores mds altos de probabilidad anticancerigena, con 0.65 y 0.70,
respectivamente (Tabla 8).

Tabla 9. Péptidos generados a partir del servidor AntiCP 2.0.
Nombre | Secuencia Indice de | Actividad Actividad
GRAVY antimicrobiana anticancerigena
JMR-19 | IRHWVSWVLIAVLAVAHVKL 1.470 0.576 0.77
JMR-20 | IAHWVIWVLIAVLAVAHVKL 2.050 0.490 0.75
JMR-21 | LOHWVIWVLIAVLAVAHVKL 1.785 0.611 0.75
JMR-22 | IRHEWVYWVLIAVLAVAHVKL 1.445 0.392 0.75
JMR-23 | IKKAVAIVLAIVLLALHLHL 2.095 0.961 0.84
JMR-24 | IKKAVATVLATIVLLHLHYHL 1.590 0.970 0.83
JMR-25 | EKKAVAIVLAIVLLALHYHL 1.755 0.965 0.78
JMR-26 | IKKAVAIVLAIVLLALAYHL 2.090 0.946 0.78
JMR-27 | IKKAKAIVLAIVLLALHLHL 1.690 0.984 0.90
JMR-28 | EKKAVAIVLAIVLLALHLHL 2.010 0.973 0.89
JMR-29 | IKKAKAIVLAIVLLMLHLHL 1.695 0.963 0.94
Las caracteristicas fisicoquimicas que presentaron fueron: Carga: 1-3. Punto isoeléctrico:
10.4-11.8. Hidrofobicidad: 70-80%. Scores cercanos a cero implican una menor actividad
antimicrobiana/ anticancerigena y cercanos a uno una alta actividad antimicrobiana/
anticancerigena.

7.6 Determinacion de la interaccion péptido-membrana

7.6.1 Determinacion de la estabilidad de los péptidos candidatos en agua

Con el servidor Membranome se determind la estabilidad de los péptidos candidatos en agua,
de las 29 variantes evaluadas solo 13 (Tablas 9 y 10) presentaron una probable estabilidad en un
solo segmento, que por lo general se encontrd entre los residuos 3 al 17, pero con valores
positivos (Tabla 10). Dicha estabilidad puede estar siendo dada por la hidrofobicidad de los
péptidos que va del 70 al 80 % y nos indica que las variantes no se van a ver afectadas
estructuralmente por la presencia de agua.
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Tabla 10. Péptidos candidatos con segmentos de la secuencia peptidica con estabilidad
en agua, donde se indican los candidatos que no presentaron estabilidad en agua (NP).
Nombre N Segmento | Secuencia Estabilidad relativa en agua
(kcal/mol)
JMR-1 NP NP NP NP
JMR-2 1 3-16 KWVLWVLIAVLVLV
JMR-3 1 3-15 HWVIWVLIAVLAV
JMR-4 NP NP NP NP
JMR-5 NP NP NP NP
JMR-6 NP NP NP NP
JMR-7 1 12-16 VLLAL 2.5
JMR-8 1 9-17 LVAVLLALK 1.9
JMR-9 1 9-17 LVAVLLALK 1.9
JMR-10 1 3-15 WKVFLILVAVLVI 2.8
JMR-11 1 3-16 WKVFLILVLVLASL 0.5
JMR-12 1 7-16 AILVIVLAIL 3
JMR-13 NP NP NP NP
JMR-14 NP NP NP NP
JMR-15 NP NP NP NP
JMR-16 1 12-17 VLALAL 2.9
JMR-17 NP NP NP NP
JMR-18 NP NP NP NP
JMR-19 1 4-.14 WVSWVLIAVLA 1.4
JMR-20 1 3-.15 HWVIWVLIAVLAV 2.1
JMR-21 1 3-.15 HWVIWVLIAVLAV 2.4
JMR-22 1 4-.16 WVYWVLIAVLAVA 0.6
JMR-23 N/A N/A N/A N/A
JIMR-24 N/A N/A N/A N/A
JMR-25 N/A N/A N/A N/A
JMR-26 N/A N/A N/A N/A
JMR-27 N/A N/A N/A N/A
JMR-28 N/A N/A N/A N/A
JMR-29 1 12-.15 VLLM 3.4

7.6.2 Determinacion de la interaccion péptido-membrana eucarionte

Los péptidos candidatos mostraron una energia de interacciéon que va de -10.7 a -15.4 kcal/mol,
un angulo de inclinacién que va de 2 a 7, y una penetracidon que va de 6.2 a 30.8 A. El primer
valor nos indica una buena interaccién con la membrana; y el dngulo de inclinacién vy
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penetracién identificados nos sugiere la probabilidad de interaccién con el receptor HER2, ya
que pueden ser internalizados en la membrana y ser perpendiculares a ella (Tabla 11).

Tabla 11. Energia de interaccion de los péptidos candidatos con membrana eucarionte, asi
como el angulo de inclinacion y penetracion.

Nombre Energia de interaccion SeEae AG de transferencia Angulo Penetracion
kcal/mol (kcal/mol) (°) (A)
JIMR-1 -11.1 4-19 -12.0 4 30.4
JMR-2 -11.7 2-19 -12.3 11 30.5
JMR-3 -13.2 2-19 -14.6 30.8
JMR-4 -11.6 2-19 -14.2 30.0
JMR-5 -11.5 4-19 -6.6 74 6.2
JMR-6 -13.0 2-19 -16.7 10 29.6
JMR-7 -14.8 3-19 -14.7 5 28.8
JMR-8 -12.3 2-19 -15.6 4 30.3
JMR-9 -12.3 2-19 -15.6 4 30.3
JMR-10 -13.8 4-19 -13.4 6 28.7
JMR-11 -12.1 4-19 -11.7 3 294
JMR-12 -13.0 4-19 -12.7 2 28.8
JMR-13 -134 1-19 -19.6 2 30.8
JMR-14 -13.5 2-19 -16.4 6 30.3
JMR-15 -10.7 1-19 -14.9 8 30.3
JMR-16 -11.7 4-19 -7.9 4 29.3
JMR-17 -12.8 4-19 -10.7 8 29.5
JMR-18 -15.4 4-19 -17.0 6 29.4
JMR-22 -8.7 4-19 -8.2 3 28.2
JMR-23 -13.2 4-19 -17.1 6 30.7
JMR-24 -10.7 4-19 -15.5 9 28.7
JMR-25 -13.5 4-19 -17.0 4 29.1
JMR-26 -14.1 4-19 -17.9 14 30.3
JMR-27 -9.0 4-19 -12.7 7 30.7
JMR-28 -13.5 4-19 -8.7 29.7
JMR-29 -10.6 4-19 -14 30.7

7.6.3 Mejores péptidos candidatos

Se seleccionaron los péptidos candidatos con menor actividad antimicrobiana para evita la lisis
de la membrana celular y con una mejor actividad anticancerigena para elevar la probabilidad
de obtener candidatos mdas a fines células tumorales de cdncer de mama. Los mejores
candidatos fueron las variantes JMR-3, IMR-20 y JMR-22 (Tabla 12).
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Tabla 12. Se observan los péptidos candidatos generados, que presentaron las siguientes
caracteristicas: carga: +1-+3; longitud: 20 aminoacidos; indice de GRAVY: 1.44- 2.09.

Nombre Energia de union  AG de transferencia Angulo de Penetracion
(kcal/mol) (kcal/mol) inclinacion  en membrana

(°) (4)
JMR-29 -11.5 -14.1 6 30.
JMR-27 -9.9 -12.7 7 30.7
JMR-28 -14.3 -9 5 29.7
JMR-23 -14 -17.1 6 30.7
JMR-24 -11.6 -15.5 9 28.7
JMR-20 -15.9 -16.9 4 28.9
JMR-22 -9.5 -8.2 3 28.2
JMR-9 -12.3 -15.6 4 30.3
JMR-3 -13.2 -14.6 7 30.8
JMR-6 -13 -16.7 10 29.6

En cuanto a la interaccién en la membrana, se observé que las variantes JMR- 3, JMR-20 y JMR-
22 mantienen una buena penetracion de membrana y una buena interaccion, que va de -9.5 a -
15.9 kcal/mol (Tabla 13).

Tabla 13. Valores de la interaccidn de los péptidos candidatos en la membrana. Se marcan en
color gris a los péptidos candidatos.

Nombre Energia de union AG de transferencia  Angulo de Penetracidn en
(kcal/mol) (kcal/mol) inclinacién (°)  membrana (A)

JMR-29 -11.5 -14.1 6 30.7

JMR-27 -9.9 -12.7 7 30.7

JMR-28 -14.3 -9 5 29.7

JMR-23 -14 -17.1 6 30.7

JMR-24 -11.6 -15.5 9 28.7

JMR-20 -15.9 -16.9 4 28.9

JMR-22 -9.5 -8.2 3 28.2

JMR-9 -12.3 -15.6 4 30.3

JMR-3 -13.2 -14.6 7 30.8

JMR-6 -13 -16.7 10 29.6

Adicionalmente, se observd una correlacién positiva entre el indice de actividades
antimicrobiana y anticancerigena. Ciertamente, mientras mas alto sea el indice de actividad
antimicrobiana, mas alto el indice de actividad anticancerigena, excepto por los candidatos JMR-
3, JMR-20 y JMR-22 (Figura 16).
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Figura 16. Correlacién determinada por el método de Spearman. A) Se muestra la correlacion
existente entre la actividad antimicrobiana y anticancerigena de todas las variantes agrupadas.
B) Se puede apreciar el aumento en la correlacién entre las actividades anticancerigenas y
antimicrobianas de las primeras 18 variantes con respecto de las 11 variantes generadas a partir
de los péptidos JIMR-3 y JMR-9. En color verde se marcan los péptidos con mayor actividad

anticancerigena y menor actividad antimicrobiana.

Todos los péptidos candidatos mostraron una penetraciéon de 28.2 a 30.7 4, lo que indica una

probabilidad mas alta de interaccionar con la hélice transmembranal de HER2 (Figura 17).
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Figura 17. Representacién grafica de la penetracidn de los péptidos en membrana eucarionte.
En color amarillo se indican a los considerados mejores candidatos a sintetizar.

7.7 Acoplamientos moleculares proteina-ligando

Los complejos proteina-ligando de la hélice transmembranal de HER2, y los péptidos candidatos
JMR-3, JMR-20 y JMR-22, presentaron una energia de interacciéon que favorece la formacion del
complejo proteina-péptido, esta energia va de los -186 a -179 kcal/mol lo que inhibiria la
formacién no solo del homodimero HER2:HER2, sino que también de los heterodimeros
HER2:HER1, HER2:HER3, HER2:HER4, inhibiendo asi la proliferacion de las células cancer de
mama y deteniendo la formacion de tumores malignos. Aqui se observan las energias de
interaccidn entre la hélice transmembranal de HER2 y 3 de los péptidos obtenidos ademas de
los dngulos en que ambas moléculas se giran para interactuar (Tabla 14).

Tabla 14. Caracteristicas de la interaccion de los complejos proteina-ligando de HER2, y los
péptidos JMR-3, IMR-20 y JMR-22.

Nombre de la

Energia de interaccién

Rotacion (grados)

Translacion (A°)

variante (kcal/mol).

JMR-3 -186 301 | 127 |278 |25.88|-3.73 | 30.13
JMR-20 -179 304 | 117 | 285 | 25.71|-3.69 | 28.57
JMR-22 -185 123 | 18 295 | 19.19 | -710 | 30.19

También se muestran valores de la rotacién y translacidon de los modelos de acoplamiento que
nos indican las coordenadas espaciales de los mejores acoplamientos del complejo proteina-

ligando

pag. 43




Dichas energias muestran que los péptidos disefiados cuentan con la capacidad de inhibir la
formacién el homodimero de HER2, los heterodimeros HER2:HER1, HER2:HER3, HER2:HER4 vy
por tanto las cascadas cataliticas derivadas de su activacién (Figura 18).

HER2 “$¥9°° JMR-20

HER2

Interacciones en una zona de 5 A

Figura 18. Representacién grafica de la interaccién de HER2 con los tres péptidos candidatos a
inhibir la interaccion homodimerica del mismo. Del lado izquierdo la hélice transmembranal del

receptor HER2 y de lado derecho los péptidos candidatos.

En cuanto a la energia de minimizacion de los complejos proteina-ligando, se observaron
valores semejantes en cuanto a la normal de gradiente de aproximadamente 92 y una RMSD de
0.15 A°. Por otro lado, el potencial de energia fue menor para el complejo JMR-20, con -630
(Tabla 15). Todos estos datos nos indican que los complejos proteina-ligando se minimizaron
correctamente y que los modelos obtenidos no son tan diferentes en su distribucién espacial
con respecto a los modelos previos a la minimizacién de energia.

Tabla 15. Valores de la minimizacién de energia de los complejos JMR-3, JMR-20 y JMR-
22. RMDS: raiz del error cuadratico medio.

Nombre Potencial de energia | Normal de gradiente | RMSD

JMR-3 -335.617805 92.745235 0.152797
JMR-20 -630.839223 91.998215 0.157158
JMR-22 -565.382316 91.216159 0.158773
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VIII. Discusion

El receptor HER2 es como una molécula diana por excelencia en el disefio de nuevos
tratamientos contra el cancer de mama HER2 positivo (Diaz et al., 2021); sin embargo, el
surgimiento de mutaciones o deleciones en los dominios extra e intracelulares del receptor
dificultan el desarrollo farmacos a eficaces a largo plazo para inhibir la formacién del
homodimero HER2 y sus heterodimeros. Debido a que a largo plazo dichos farmacos ejercen
presion selectiva en las células cancerigenas provocando mutaciones tanto en la parte
extracelular como intracelular del receptor HER2 generando resistencia a los farmacos
(Derakhshani et al.,2020). Circunstancia nos llevé a seleccionar a la a-hélice del dominio
transmembranal del receptor HER2, como blanco de inhibicidn de los péptidos disefiados en
este trabajo, ya que su secuencia peptidica se encuentra altamente conservada e implicada en
el proceso de dimerizacién y activacidn de la funcién cinasa de HER2 (Khazen et al., 2021).

A pesar de que existen trabajos como los presentados por Albrecht en el 2020, en donde se
concluye que los péptidos utilizados para inhibir la interaccién transmembranal de los
receptores carecen de especificidad, en este trabajo se usd una combinacién de los diferentes
enfoques del disefio racional, logrando disefar péptidos afines al receptor HER2 combinando la
informacién de la secuencia peptidica del motivo de interaccion transmembranal de HER2
descrito por Khazen y su grupo de trabajo en el 2021, de los péptidos antimicrobianos con
actividad anticancerigena reportada en células de mama HER2 positivo y de las caracteristicas
fisicoquimicas de la membrana de las células tumorales, para asegurarnos que haya una
selectividad dirigida hacia las células cancerigenas que presenten el receptor HER2 en sus
membranas. Para asegurarnos que las variantes disefiadas mantuvieran el mecanismo de
inhibicién a nivel transmembranal y no destruyera la membrana celular como lo hacen los
péptidos descritos por Yeaman y Yountet en el 2003, optamos por seleccionar las variantes con
menor actividad antimicrobianas y mayor actividad anticancerigena. Por tal razén, los mejores
péptidos candidatos a sintetizar son las variantes JMR-3, JMR-20 y JMR-22.

Pese a que este trabajo es tedrico, el aumento de informacidn cientifica apunta a que es una
buena via de tratamiento proponer la inhibicién del dominio transmembranal del receptor
HER2. Trabajos como los presentados por Duneau (2006), Bublil (2016) y Kunzent (2023) apoyan
esta afirmacién (Duneau et al., 2006; Bublil et al.,2016; Kunsent et al., 2023).

Ademas, es necesario considerar y resaltar que, si bien, en este trabajo nos enfocamos en el
cancer de mama HER2 positivo, los péptidos aqui disefiados cuentan con el potencial para
inhibir selectivamente a las interacciones transmembranales proteina-proteina implicadas en
cancer en las que HER2 se vea sobre expresado. Por tanto, es necesaria probar la actividad in
vivo de las variantes descritas en este trabajo en diferentes lineas celulares que sobre expresen
el receptor HER2.
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IX. Conclusiones

Los péptidos antimicrobianos utilizados en el tratamiento contra bacterias patdégenas
multirresistentes y los péptidos con actividad anticancerigena son una fuente de informacion
valiosa que nos permitié junto con la informacién del motivo de interaccion del receptor HER2,
disefar péptidos con la capacidad de inhibir la interaccién de la proteina a nivel
transmembranal. Esto se logré al mejorar la selectividad especifica y la capacidad de
penetracién en la membrana de células de cdncer de mama, usando un disefio racional

Ademas, se observd que las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos candidatos, tales como
la carga neta y la hidrofobicidad, son de gran importancia durante la deseada interaccion de los
péptidos candidatos en la membrana de células del cédncer. Los principales aminoacidos
asociados a dichas caracteristicas son la fenilalanina, leucina, alanina y lisina, que se
encontraron con gran prevalencia en las diferentes secuencias de los péptidos con una longitud
menor a 20 residuos en la regidon transmembranal.

En cuanto a las caracteristicas peptidicas predichas, tales como el indice hemolitico, la toxicidad,
la probable actividad alérgica, las actividades antimicrobiana y anticancerigena, se mantuvieron
dentro de los valores deseados, lo que tedricamente vuelve seguro el uso de los péptidos
candidatos y proporcionan seguridad en la efectividad de los tratamientos.

Tomando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas predichas, e interacciones con la
membrana, los mejores péptidos candidatos a sintetizar son las variantes JMR-3, JMR-20 y JMR-
22, ya que presentaron una relacidn inversamente proporcional en la probabilidad de ser
antimicrobiano y anticancerigeno, donde la segunda caracteristica representa un mejor factor
de seleccion.

Por otro lado, se descartaron los péptidos candidatos con una alta probabilidad de actividad
antimicrobiana, dado que se busca que el mecanismo de interacciéon con la membrana no sea el
mismo que el reportado por Ehrenstein y colaboradores en 1977, que se enfocan en la
destruccién de la membrana.

En conclusién, disefiar péptidos con la capacidad de inhibir la activacion del receptor HER2 a

nivel transmembranal, es una nueva alternativa de tratamiento contra el cancer de mama HER2
positivo, tanto para el cdncer metastasico, como el no metastasico.
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X. Perspectivas del trabajo

En este trabajo se determind que algunos de los péptidos antimicrobianos/anticancerigenos
cortos seleccionados de la base de datos CancerPPD pueden ser modificados de tal manera que
se mejore la capacidad de penetrar la membrana eucariota y la afinidad hacia un receptor
especifico. Por tanto, para trabajos futuros, es necesaria la evaluacidn de la interaccion de los
péptidos candidatos con HER2, utilizando dinamica molecular con interaccién proteina-ligando.
También es factible el uso de algunas modificaciones quimicas, como, por ejemplo, el uso de D-
aminodcidos, glicosilaciones, metilaciones, etc., con el fin de disminuir la degradacién endégena
de los péptidos disefiados.

Ademas, se plantea la necesidad de evaluar la actividad anticancerigena de los péptidos
candidatos en algunas pruebas como las que se mencionan a continuacién:

Ensayo de Bromuro 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo (MTT): esta prueba se basa en
el calculo del porcentaje de viabilidad a partir de la medicién de la absorbancia a una longitud
de onda de 595 nm con un espectrofotémetro analizador de Elisa, usando lineas celulares de
cancer de mama, tales como tales como SKBR-3, MCF7 y MDA-MB-231. El grado de absorcidn
de luz depende de la concentracién de formazan acumulado dentro de la célula y en la
superficie celular. Cuanto mayor sea la concentracidon de formazan, mas intenso sera el color y,
por lo tanto, mayor sera la absorbancia.

Expresion del receptor HER2 en Pichia pastoris: se basa en la expresion de forma heterdloga del
receptor HER2 y una posterior evaluacién de la inhibicién por técnicas de colorimetria, como
FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Ya que esta técnica nos permite marcar al receptor
con un cromoforo excitado que trasmite energia a uno no excitado que marca a la molécula B,
en este caso los péptidos candidatos, de esta forma se puede evaluar cualitativamente la
interaccion del complejo proteina-ligando formado por la inhibicién de la interaccion de la
hélice transmembranal del receptor HER2 y los péptidos.
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gCYiNfgbcnZ+aBvp0992alovDV5KfOSPPVpwpvkFyR2+nH2SmvK7Hb21gEnyr7JT1WwUzXUiVOr+b/5m/f4T4afzHo/6KoGT3ylma7iUMTwQuHOJIm/tjO9SLNILykVX/IKGOT 1Uf
OWA+BSHStIOUOgvquOH7WQ8w79tHgsSrR9/sKjC59rClyj5ahYfO1TDIA+CZ/OuMVhZhRk2Po4EuOn3UQ9XeCCz6aSPopJ7eNcG+5mnXI3Kvgafbo+q0xGbfrHkasaPtiPfpgJgiw+
Q5I+sTTURsH6sPfToLywqqK5LIUp4j3GBYHd6+82ZhXP8TOPMToV9uv0Ok2finAz80w==

RAMON SUAREZ RODRIGUEZ | Fecha:2023-07-12 11:49:37 | Firmante
KIPLKNwkZZh5VsH24LHPWsOF+OHsLe8pjgA+09mjlIKFfNWSEXw7ibiazroHxt3jy5C80gNC+LqisGl/ TQWXGVRAZwsjAXfxz7eRksBHbQs4U+EKPAUAJIL3yFQK2cMBRDyuabZ
AZ3XWKLfeXfIDIbEY1GA7ND2il/RewE/820a/zf9PGZ9uJZBEYMXGuOOdB+YuINgG83+njjIRK8Vgo+EkzNVHhZkbgRXm/WFzIXEvyQrUo0TO9jzccrKtoWhA47zITXHipTo6z0A/N
0eiVNtXLdgZgosZCNZUNkx3ucLxJuignGol2owcW6SRV76CaBW7C9Q+9GPDIP1rWPwsA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

N1DniRUBo

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/CAxleFAjyHay4dP67ZX3dp3e30Zt8JIp

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/CAxleFAjyHay4dP67ZX3dp3e30Zt8JIp

