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Cindy Araya Castillo’
RESUMEN

Los péptidos Appk (KKYKAYFKLKCKK) y pEM-2 (KKWRWWLKALAKK) derivados de
la region C-terminal de las FLA,s Lys49 miotdxicas presentes en el veneno de las
serpientes Bothrops asper y Agkistrodon piscivorus piscivorus respectivamente,
forman parte de un grupo denominado péptidos catiénicos antimicrobianos, los cuales
se caracterizan por combinar aminoacidos catiénicos e hidrofébicos/aromaticos en su
estructura. Este estudio evalud la actividad citotéxica de ambos péptidos sobre seis
lineas celulares murinas, cuatro de las cuales (EMT6, B16, S180 y P3X) son
tumorales y las dos restantes, C2C12 y t-End, son lineas celulares normales.
Ademas, se evalud el potencial anti-tumoral del péptido pEM-2 in vivo, en modelos
murinos. Los resultados demostraron que ambos péptidos son citotdxicos, con
diferencias segun la linea celular evaluada. La linea mas susceptible al pEM-2 fue el
mieloma P3X, mientras que para Appk fueron las lineas de carcinoma mamario
(EMT®6) y nuevamente P3X. El péptido Appk resultd ser mas citotéxico para las lineas
EMT6, S-180 y C2C12 en comparacién con el pEM-2. Sin embargo, dada su
toxicidad in vivo se excluyé de las pruebas de tratamiento en los modelos tumorales
murinos, siendo pEM-2 el péptido a evaluar en dichos modelos. En el modelo de
carcinoma mamario EMTG6, la administracion de pEM-2 causd una reduccion de las
masas tumorales del 28%, sin embargo, esta reduccién no alcanzé significancia
estadistica (p>0.05). Es posible que al aumentar la frecuencia de las dosis la
reduccion de las masas tumorales sea significativa. El mecanismo mediante el cual
estos péptidos actuan sobre las membranas celulares es incierto, aunque se conoce
el importante papel de la hidrofobicidad y de la carga neta, ademas de la importancia
del contenido aniénico en las membranas celulares para que estos péptidos ejerzan

su actividad.

Palabras claves: Fosfolipasa A, péptidos catidnicos, modelo tumoral murino,
citotoxicidad, células tumorales, actividad anti-tumoral.
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Evaluation of the cytotoxic activity of two cationic peptides, synthesized
from ophidic toxins of Bothrops asper and Agkistrodon piscivorus
piscivorus, upon eukaryotic normal and tumor cells

Cindy Araya Castillo?
ABSTRACT

Peptides Appk (KKYKAYFKLKCKK) and pEM-2 (KKWRWWLKALAKK), derived from
the C-terminal region of myotoxic Lys49 phospholipases A, (PLA;) present in the
venom of the snakes Bothrops asper and Agkistrodon piscivorus piscivorus,
respectively, are part of a group named antimicrobial cationic peptides, which are
characterized by the combinination of cationic and hydrophobic/aromatic amino
acids in their structure. This study evaluated the cytotoxic activity of two peptides
upon six murine cell lines, four of which (EMT6, B16, S180 y P3X) are neoplastic,
and the rest, C2C12 and t-End, are normal cell lines. In addition, the in vivo anti-
tumoral effect of pEM-2 was evaluated in murine models. Results showed that both
peptides are cytotoxic, with differences according to the cell line evaluated. The most
susceptible cell line to pEM-2 was P3X, while mammary carcinoma (EMT6) and P3X
were most susceptible to Appk. Peptide Appk was more cytotoxic for the lines EMTB6,
S-180 and C2C12 in comparison to pEM-2. However, due to its in vivo toxicity, this
peptide was excluded from the treatment test in the murine tumoral model, being
pEM-2 the peptide evaluated in these models. In the EMT6 mammary carcinoma
model, the administration of pEM-2 reduces the tumoral mass by 28%. Moreover,
this reduction did not reach statistical significance (p>0.05). It is possible that by
increasing the frequency of the doses a significant reduction of tumoral mass would
be shown. The mechanism by which these peptides act upon the cell membranes is
unclear, although the important roles of hydrophobicity and the net charge are
known. In addition, the importance of the anionic content in the cell membranes for

the action of these peptides is also known.

Keywords: Phospholipase A,, cationic peptides, murine tumoral model, cytotoxicity,
tumor cells, anti-tumoral activity.
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INTRODUCCION

Caracterizadas por su alargado y cilindrico cuerpo, carencia de extremidades
y con un esqueleto 6seo muy flexible, las serpientes son consideradas como
los reptiles de mayor éxito adaptativo. Ademas, constituyen una herpetofauna
abundante a nivel mundial, representada con alrededor de 2400 especies.
En Centroamérica se pueden encontrar unicamente 31 especies venenosas,

de las cuales, Costa Rica posee 18.

Actualmente, con un estimado total de 2.682.500 envenenamientos y 125 345
muertes anuales, el envenenamiento por mordedura de serpiente es
considerado un importante problema de salud publica a nivel mundial. Es por
esto, que el problema del ofidismo ha sido la razén por la cual el estudio de la
biologia de las serpientes, composicion de los venenos, sus efectos y la
produccion de antisueros, son campos activos de una ardua investigacion

cientifica.

El veneno producido por las serpientes es una secreciéon compleja compuesta
por toxinas y enzimas inyectadas a las victimas por un sistema de inoculacién
formado por los colmillos. Dentro de estas toxinas se encuentran las
fosfolipasas Az (FLA2), las cuales constituyen una familia de proteinas con un
diverso espectro de efectos farmacoldgicos que incluyen: neurotoxicidad,
miotoxicidad, citotoxicidad, accion anticoagulante, y efectos inflamatogénicos.
De éstas, la miotoxicidad se caracteriza por el dafio de las fibras musculares
(mionecrosis), cuyos efectos pueden producir desde la pérdida de tejido hasta

la amputacién de extremidades.

El grupo Il de las FLA,s miotoxicas de vipéridos ha sido dividido en dos
categorias generales: las variantes Asp49 y Lys49. La variante Lys49 carece o

muestra una actividad catalitica extremadamente baja, pero despliega una



toxicidad comparable a la variante con actividad catalitica (Asp49), por lo que
se considera que la perturbaciéon causada en las membranas celulares por

estas FLA,s no esta relacionada con un mecanismo enzimatico intrinseco.

A partir del aislamiento de FLAzs Lys49 miotdxicas se propone que la region
activa puede estar probablemente formada por una combinacion de
aminoacidos basicos e hidrofobicos cerca del extremo carboxilo terminal de la
proteina (comprende los residuos de aminoacidos 115-129), el cual permite

una interaccién electroestatica y penetraciéon de la bicapa celular.

Basados en la anterior conclusion, se realizo la sintesis de un péptido de 13
aminoacidos correspondiente a la region C-terminal, el cual causo citdlisis de
células endoteliales in vitro a pesar de que no indujo miotoxicidad local en
ratones. Ademas, reprodujo el efecto bactericida mostrado por la proteina
intacta (FLA, del tipo Lys49).

Esta clase de péptidos se ha agrupado dentro de una categoria conocida
como péptidos cationicos, al estar formados por aminoacidos hidrofébicos y
cationicos (basicos), los cuales les confieren la propiedad de adoptar formas
en las que estos grupos de aminoacidos son espacialmente organizados, de
manera que la molécula adquiere un disefio anfipatico. Estos péptidos se
caracterizan por su poder como antimicrobianos, los cuales estan

ampliamente distribuidos en animales y plantas.

Ademas de las propiedades como antimicrobianos conferidas a estos péptidos
catidnicos, se ha estudiado la actividad anti-tumoral mostrada por péptidos
como magainina 2 de Xenopus laevis, cecropina B-1, B-2 y B-3 de mariposas

de seda, aureina de las ranas Litoria aureay Litoria raniformis.



El cancer es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo
por lo que la investigacion en este campo es constante. Esta enfermedad se
caracteriza por la proliferacién de células que desafian los controles normales
(es decir, son neoplasicas), las cuales son capaces de invadir y colonizar los
tejidos que las rodean (son malignas). Originan tumores secundarios o

metastasis, resultando muy dificil su erradicacion quirurgica.

El desarrollo de drogas anticancer que minimicen los diversos efectos que
presentan la mayoria de las drogas como: la alta toxicidad, inactivacion por
fenotipos de resistencia a multidrogas, respuesta incompleta, asi como la
escasa selectividad que presentan la mayoria de las drogas al atacar las

células normales, es un campo de investigacion activo.

Es asi como los péptidos antimicrobianos estan siendo estudiados como
agentes quimioterapeuticos anti-tumorales que ofrezcan un mayor beneficio en
cuanto a toxicidad, resistencia y selectividad de las células tumorales en el

tratamiento de dicha enfermedad.

En este estudio se evaluara la actividad citotoxica de dos péptidos catidnicos
provenientes de la region C-terminal de FLA,s Lys49 miotoxicas mediante el
uso de lineas celulares tumorales y normales. Ademas, el desarrollo de
modelos murinos tumorales sera la base para evaluar la posible accion
antitumoral que estos péptidos puedan ejercer contra las lineas celulares a

probar en dichos modelos.



ANTECEDENTES

El envenenamiento ofidico

El envenenamiento por mordedura de serpiente es considerado un
importante problema de salud publica a nivel mundial, especialmente en
Asia, Africa y América Latina (Arroyo et al. 1999). Se ha estimado que en
el mundo ocurren unos dos millones de envenenamientos al afo por
mordeduras de serpiente, con un total estimado de aproximadamente
100. 000 muertes anuales (Chippaux 1998).

Costa Rica cuenta con una abundante herpetofauna en una amplia
distribucién geografica por lo que incluye un numero considerable de
serpientes venenosas, las cuales son causantes de una gran cantidad de

accidentes en todas las zonas rurales de nuestro pais (Chaves et al. 1996).

En un estudio realizado por Arroyo et al. (1999), se observd un incremento
ligero para 1996, en el numero total de envenenamientos con respecto a
1979 (477 en 1979 y 547 en 1996). En 1996, la incidencia de mordeduras por
serpientes fue de 15.6 por 100 000 habitantes y las tasas de mortalidad y
letalidad fueron de 0.75% por 100 000 habitantes y 0.18% respectivamente.
Los grupos etarios mas afectados correspondieron a personas menores de
30 anos. El 78% de los mordidos fueron hombres y el 22% mujeres. Casi
siempre los accidentes de este tipo suceden en el area de trabajo agricola o
en caminos y riberas de rios préximos a las areas de cultivo (Rojas et al.
2001).

El problema del ofidismo ha sido la razén por la cual algunos cientificos se
han interesado en estudiar a fondo aspectos relacionados como la biologia

de las serpientes, la composicion de los venenos, sus efectos en animales de



experimentacion y la preparacion de antisueros. Es asi como en 1966 nace
el Programa Nacional de Sueros Antiofidicos, y para 1967 se logra dar un
gran paso al introducir en nuestro pais el primer lote de suero antiofidico

polivalente (Chaves et el. 1996).

En abril de 1970, se crea el Instituto Clodomiro Picado T., en Dulce Nombre
de Coronado, cuyo nombre hace honor al destacado cientifico costarricense,
Dr Clodomiro Picado T., quién llevé a cabo una vasta labor en varios campos
de las ciencias biologicas y biomédicas, en beneficio de la poblacion de
Costa Rica (Chaves et el. 1996).

Actualmente el Instituto Clodomiro Picado cuenta con un departamento de
investigacion, cuya labor se concentra en el mejoramiento y desarrollo de
agentes terapéuticos para tratar estos envenenamientos, asi como en el

desarrollo biotecnolégico de Costa Rica.

Serpientes venosas y sus venenos

Las serpientes son los reptiles de mayor éxito adaptativo puesto que estan
presentes en todos los continentes y todas las zonas de vida, con excepcién
de las zonas polares. Se conocen alrededor de 2400 especies y su

ubicacion taxondmica es la siguiente (Chaves et al. 2001):

Clase: Reptilia
Subclase: Lepidosauria
Orden: Squamata (escamosos)

Suborden: ophidia (serpentes)

Centroamérica posee una rica fauna de reptiles, que incluye mas de

150 especies de serpientes, de las cuales, unicamente 31 especies se



consideran venenosas (Rojas et al. 2001). De estas 31 especies,
Costa Rica posee 18 (Chaves et al. 1996).

Las serpientes venenosas son identificadas dentro de cinco familias:
Elapidae, Hydrophiidae, Viperidae, Crotalidae, y Colubridae, (Harris, 1990).
De éstas, Viperidae, Crotalidae, y Elapidae son las de mayor importancia
médica (Warrel & Fenner, 1993).

Los componentes del veneno mejor caracterizados corresponden a proteinas
(con o sin actividad enzimatica) y péptidos, desplegando una amplia variedad

de acciones farmacoldgicas y toxicas (Lomonte 1994).

Hider et al. (1991) describen que el veneno de serpientes es en general una
fuente rica de enzimas solubles en agua, entre ellas hidrolasas, proteinasas,
exo Yy endopeptidasas, fosfodiesterasas y fosfolipasas. Todos estos
componentes del veneno de serpientes han sido estudiados en los ultimos 30
anos durante los cuales se han detectado desde 26 a 39 diferentes
actividades enzimaticas (Mebs 1998).

El veneno es el producto de una glandula oral, adyacente al tracto digestivo.
Estas glandulas exocrinas estan funcionalmente relacionadas con el
pancreas al secretar enzimas similares, tanto proteasas como fosfolipasas.
Sin embargo, se han encontrado potentes inhibidores para estas proteasas y
fosfolipasas del veneno en la sangre de serpientes venenosas asi como en
las no venenosas, lo cual sugiere que durante la evolucion las glandulas del
veneno primero produjeron enzimas que fueron secretadas por el pancreas,
por lo que los inhibidores se hicieron presentes en la sangre. En una co-
evolucion las enzimas de origen pancreatico fueron subsecuentemente
producidas también por las glandulas de veneno de las serpientes (Mebs
1998).



Familia Viperidae

Los venenos de las serpientes que pertenecen a la familia Viperidae tienen
una composicion quimica muy compleja, con presencia de diversas toxinas y

enzimas que afectan multiples procesos fisioldgicos (Rojas et al. 2001).

La familia Viperidae es la familia mas extensa de serpientes venenosas. Se
encuentra representada a través de Europa, Africa, Asia y las Américas.
Tienden a ser mas pesadas y voluminosas que las elapidas, y muchas son

marcadamente lentas (Harris 1991).

Las serpientes de esta familia son conocidas como “tobobas venenosas”, y
se han clasificado en los géneros Crotalus, Lachesis, Agkistrodon y Bothrops
(Chaves et al. 1996).

Los envenenamientos provocados por estas serpientes se caracterizan por
sus efectos locales y manifestaciones sistémicas. Los primeros se
caracterizan por la aparicion de edema, el cual constituye el efecto mas
comun en envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae,
hemorragia como consecuencia de la accion de toxinas del veneno,
conocidas como "hemorraginas", sobre los vasos sanguineos, las cuales son
metaloproteasas dependientes de zinc. Por ultimo, mionecrosis causada por
miotoxinas o por isquemia (Lomonte 1994, Lomonte et al. 1993, Rojas et al.
1996).

Los efectos sistémicos aparecen al cabo de 2-3 horas después de la
mordedura y se manifiestan mediante cuadros hemorragicos sistémicos,
coagulopatias, choque cardiovascular e insuficiencia renal (Rojas et al,
1996).



Bothrops asper y Agkistrodon piscivorus piscivorus

El presente estudio involucra dos especies de esta familia, Bothrops asper y

Agkistrodon piscivorus piscivorus.

En Costa Rica la mayor cantidad de accidentes ofidicos son causados por
Bothrops asper (Fig. 1). Comunmente se le denomina terciopelo o barba
amarilla. Es muy abundante en todos los paises de la regidn
centroamericana, excepto en El Salvador. Se distribuyen en regiones
tropicales humedas, tanto en bosque primario como en regiones alteradas de

uso agricola o ganadero (Rojas et al. 2001).

Figura 1. Bothrops asper (Terciopelo, barba amarilla). Ovovivipara. Tamafio maximo 2.3
m. Se puede encontrar en la Vertiente Atlantica y el Pacifico hasta los 1500 m (Rojas et al.
2001).

Por otro lado, Agkistrodon piscivorus piscivorus (Fig. 2), conocida como
mocasin o boca de algoddn se puede encontrar en la regidén oeste de Florida
y fuera de Florida se ubica desde la parte norte y este de Alabama hasta la
region central de Georgia y Virginia. El habitat comun de esta serpiente
comprende riachuelos, rios, lagos, estanques, ciénagas, pantanos, canales, y

al borde de zanjas, sin embargo, ocasionalmente se pueden encontrar lejos
del agua (http://www.fimnh.ufl.edu/natsci/herpetology/flguide/Agkistrodonppiscivorus.htm).


http://www.flmnh.ufl.edu/natsci/herpetology/flguide/Agkistrodonppiscivorus.htm

Figura 2. Agkistrodon piscivorus piscivorus (mocasin, mocasin de agua, boca de
algodon). Esta especie se distingue con facilidad por unas escamas blancas que bordean su

boca. Tamano maximo 1.89 m. Es comun encontrarla en el agua (rios, lagos, etc).
Fosfolipasas A; miotdxicas de vipéridos

Las miotoxinas son particularmente abundantes y difundidas en los venenos
de serpientes, y hasta pueden ser encontradas en el veneno de otros
organismos. Generalmente se definen como componentes naturales
(usualmente pequenas proteinas y péptidos) del veneno, que puede actuar
localmente, dafando las fibras musculares (mionecrosis) en el sitio de
inyeccion y alrededores, mientras que otras actuan sistematicamente,
causando dafio muscular en sitios distantes. La mionecrosis es considerada
una importante complicacion médica, ya que puede causar desde la pérdida

de tejido hasta amputacién (Lomonte et al. 2003).
Clasificacioén
Las fosfolipasas hidrolizan los 3-sn-fosfoglicéridos y son clasificadas de

acuerdo con el sitio preciso de hidrdlisis, como fosfolipasa A+, A2, C 6 D (Fig.
1) (Harris 1991).
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R’, R: Residuos de acido graso
P: Fosfato
B: Colina, etanolamina, inositol o serina

Figura 3. Clasificacion de las fosfolipasas A4, A;, C y D de acuerdo con el sitio de

hidrélisis de 3-sn-fosfoglicéridos.

La fosfolipasa A, (FLA,; EC 3.1.1.4), una enzima en particular que esta
presente en casi todas las serpientes venenosas (Elapidae, Crotalidae y
Viperidae) (Mebs 1998a, Lomonte 1994), ha adquirido una considerable
heterogeneidad de actividades toxicas durante la evolucién que incluyen:
neurotoxicidad, miotoxicidad, citotoxicidad, actividad anticoagulante, y efectos

inflamatogénicos (Lomonte et al. 1999a).

Las FLA,s de venenos se pueden clasificar en tres grupos, basandose en su
estructura primaria: el grupo | incluye las fosfolipasas A, pancreaticas de
mamiferos y del veneno de serpientes de la familia Elapidae, el grupo Il esta
formado por aquellas FLAzs de mamiferos no-pancreaticas, asi como las
derivadas del veneno de serpientes de la familia Viperidae y por ultimo las
FLA2s derivadas del veneno de abejas y algunos lagartos pertenecen al grupo
[l (Lomonte et al. 1999a, Paramo et al. 1998).
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Segun Mebs (1998a) las fosfolipasas A, miotdxicas pueden ser divididas en

dos grupos:

1. Las FLAs neurotdxicas, las cuales pueden ser de cadena simple o
proteinas complejas constituidas por FLAys como subunidades. Estas son
altamente téxicas con una LDsp en un rango de 0.002 a 0.2 mg/kg (inyeccion

intravenosa en ratones).

2. FLA2s no neurotdxicas, menos toxicas, con una LDsy>1mg/kg, pero que
exhiben actividad miotéxica considerable. Dentro de éste grupo se pueden

distinguir dos subgrupos:

|. FLAss enzimaticamente activas.

ll. FLA2s enzimaticamente inactivas (Cuadro 1).

La anterior subdivision del grupo de FLA,s no neurotéxicas de vipéridos se
debe a la presencia de las variantes Asp49 y Lys49 (Lomonte et al. 1999b).
Esta ultima carece o muestra una actividad catalitica extremadamente baja,
pero despliega una toxicidad comparable a la variante con actividad catalitica
(Asp49), por lo tanto se llega a la conclusién de que la perturbacion causada
en las membranas celulares por estas FLA,s no esta relacionada con un
mecanismo enzimatico intrinseco. Esta carencia de actividad catalitica por
parte de la FLA, Lys49 miotdxica es atribuida a varias sustituciones de
aminoacidos, entre ellas, la del aminoacido aspartato por lisina en la posicion
49 (Paramo et al. 1998).

Miotoxicidad
Dentro de los efectos toxicos que producen las FLAzs, la miotoxicidad se

refiere a la capacidad de causar dafio en el musculo esquelético

degenerandolo, lo cual implica una alteracién de la arquitectura normal de las
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fibras del musculo esquelético. Este efecto se podria explicar debido a la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, lo cual podria conllevar
a un incremento en la inespecificidad de la permeabilidad de ésta y con ello
el colapso de todos los gradientes idnicos existentes. Sin embargo, aun no se
ha identificado el receptor especifico ni el mecanismo por el cual su rapido

efecto es ejercido (Harris 1991, Lomonte et al. 1999a).

Cuadro 1. Fosfolipasas A, Lys49 miotoxicas aisladas del veneno de serpientes
(Lomonte et al. 2003).

Ezspecies de zerpientes Hombre comin de |a proteina Cédigo de entrada Referencias

Apgkistroedon plae fvorus pisefvors AppKa9 PO4361 Murpganore et al. (1984) and Mampanore and
Heinnksomn {1986
Agkistrodon Bilineatus FLA I = Nikai et al. {19494
Agkistrodon comtaririv latieineius ACL mytoxin P49121 Johnzon and Ownby (1993 and Selisire
de Araujo et al, {1996a)
Avropaice s | Bodlirops) nemmifer Mywtoxin 1 == Guticrres ¢l ol {1986u)
Arropaoides (Bothrops) nunifir Myetoxin Th =2 Riojas e al, ¢2001)
Atropaoides | Botirops) numifer Myaotoxin LI PE295) Angubo et al. (2000, 2(02)
Bothrps asper Myatoxin [l 246005 Lommeonte and Gutierrez {1989) and
Francis et ol {1991)
Bothrps asper Myaotoxin [V = Dz el al {14995)
Bathmps asper Myaotoxin [Va - Lizano el al. {2001
ot firages aivox Ba-K49 = Murpganore ¢4 al. ¢ 1954)
Bathmps atrax BaPlL Ayl == Kanashimo of al, {2002)
Baoghrops faranecussy Bothropstoxin Y2449 Homsi-Brandeburgo e ol (1988) and
Cintra et al, {1993
Botheops neovsfend Myaotoxin [ PR2114 Lomonte el al {1990b) and Soures et al. (2{KH0a)
Bothrops muosjeni Myatoxin 11 a1834 Lommeonte e al. {1996 and Soares et al, {19498)
Botheops neawiedi Myaotoxin [ = CGeoghegan et al. {19940)
Bothrops newviedi poaw oensis BosP-7 QOLATYS Bodrigues et ol (P9 and Soares el al, (20000]
Bathrops pirajai Pimtoxin [ PARI00 Towama et al, (1995, 1998)
Bathrops prirafai Fimtoxin I PRIZET Toyuma et al. {1995, 20007
Bathrops pradaod PRA-1 =" Monra-da-Salva et al. (199 1a)
Baothriechis {Bothraps ) seidegelii Mywotoxin I PRO9GS Angulo ed gl {1997) and Tsui et ol (2001)
Clalleselasma rhodostona CRV-R49 QOPVIES Tsai e al. {2HN
Cevrophidion {Bothmps) podnsani Myatoxin [1 PRILGS Ding et al. {1992) and de Sousaen al. {1995)
Cerrophidion { Bothrops) godmeani Peok 49 QEUvL7 Tsai el al. (2001
Crovterlans alray Cax-K49 QRUVED Taai et al, (K1)
Croverfis prologsus modossis Con-K449 == Tsni el al. (2001
ﬂn'.lmg.h'qnwﬂﬂn A ];.ﬂ:n!n’xf{n.l Frrgrrirey Dac-K49 ATIRS 'l‘r"ilr]g ef al, {19900 and Fai et al, (15945
Detnagkistrodon (A ghisirodon | aeuius Diae-K49h = Txui et al. (L)
Trmeresurus albalabns Tal-KR44 S Tsai et al. (2000)
Trineresures Tavoviridis BP-I P205R1 Yoshioumi et al, {1990
Trneresurus flavoviridis BE-11 E4E188 Liu et al, ¢ 1<H¥0)
Trne res s gromines FLAZY PN Makai et al, {19935)
Tri e res Uy @romineus FLAZ-WI PT00EY Nokashima el al. {1995)
TR FeSURES IR uan L s TRV K40 226440 Wang et al, (1996) and Liu e al, (1991)
Trimeresumns ok inavensis Tl Qu2152 Nobuhisi ed al. {19%96G)
Trneresunis punicens Tpu-K29 S Tsaib et al, (2001

2Codigo de identificacion en la base de datos SwissProt. "Secuencia de aminoacidos parcial

o no disponible. “Secuencia no determinada.
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FLA;s Lys49 miotoxicas

La primera FLA;, Lys49 descubierta, en 1984, fue la proveniente del veneno
de Agkistrodon piscivorus piscivorus, al contener la sustitucion del
aminoacido Asp49 por Lys49, considerandose un homodlogo de FLA,,
enzimaticamente inactiva (Maraganore et al. 1984, Lomonte 1994, Nunez et
al. 2001).

En el ano de 1989, se aisl6 del veneno de la terciopelo Bothrops asper
(familia Viperidae) de Costa Rica una FLA; miotodxica, la cual, inoculada en
musculo de raton produce necrosis de la célula muscular por lesiones

degenerativas (Lomonte y Gutiérrez, 1989).

A partir del aislamiento de esta miotoxina, Gutiérrez y Lomonte (1995)
proponen que la regidén activa puede estar probablemente formada por una
combinacion de aminoacidos basicos e hidrofobicos cerca del extremo
carboxilo terminal de la proteina, el cual permite una interaccion

electrostatica y penetracion de la bicapa celular.

Lo anterior se deduce al existir inhibicidn del efecto citotoxico de la miotoxina
Il de Bothrops asper en cultivos celulares por heparina, por lo que Lomonte et
al. (1994a) concluyen que la region C-terminal de la molécula esta
involucrada con el sitio citolitico. Al unirse fuertemente la heparina a la
region 115-129 (sector rico en lisina), se da una pérdida de su actividad, ya
que las FLA2s miotdxicas requieren de una superficie cargada negativamente
para que haya una interaccién con la membrana. Es por eso que el caracter
cationico se considera esencial para el despliegue de su actividad citotéxica,
independientemente de su actividad enzimatica (Mebs 1998b, Lomonte et al.
1994a).
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Péptidos sintéticos

Lomonte et al. (1994a) identifican la regién 115-129 de la FLA, miotdxica
Lys4d9 de B. asper como la responsable, al menos en parte, de la
perturbacion en la membrana celular, debido a la presencia de una
combinacion de aminodacidos basicos e hidrofébicos comprendidos en la

region mencionada.

A partir de este descubrimiento se sintetiza un péptido de 13 aminoacidos
(KKYRYYLKPLCKK) que corresponden a esa zona en particular, el cual
causo citdlisis en células de endotelio in vitro, a pesar de que no provoco
miotoxicidad local en ratones (Lomonte et al. 1999b, 1994b, Paramo et al,
1998).

Es asi como se inicia una serie de estudios mediante el uso de péptidos
sintéticos, con el fin de comprender mas a fondo las propiedades de las

FLA2s miotdxicas (Lomonte et al. 1999a).

Paramo et al. (1998) demuestran que el péptido correspondiente a la regién
C-terminal 115-129 muestra actividad bactericida contra bacterias gram-
negativas y gram-positivas, al igual que la miotoxina entera. Esta actividad
bactericida refuerza la nocion de que las FLAs Lys-49 del grupo Il
despliegan el efecto de perturbacion de las membranas en una amplia
variedad de estructuras bioldgicas, independientemente de una accién
enzimatica intrinsica, ademas de destacar el papel que juega la region C-

terminal en estos efectos.

En otro estudio, se realiz6 una sustitucion del aminoacido tirosina por
triptéfano en el péptido correspondiente a Ila regién 115-129
(KKWRWWLKPLCKK) al cual se le denominé p115-W3. Los resultados

demostraron que esta substitucion incrementd drasticamente la actividad de
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dafo de la membrana y su poder bactericida en comparacion con el péptido
115-129, ademas de reproducir el efecto miotéxico de la FLA, completa.
Este descubrimiento apoya a la teoria de que la region 115-129 es una
region determinante en la actividad ejercida por la miotoxina Il (Lomonte et al.
1999b).

La actividad ejercida por estos péptidos probablemente se debe a la
presencia de aminoacidos hidrofébicos y con carga positiva (catidnicos),
caracteristica que distingue a una clase de agentes antimicrobianos
distribuidos ampliamente en la naturaleza, denominados péptidos catidnicos
(Lomonte et al. 1999b, Paramo et al. 1998).

Los péptidos sintéticos se consideran importantes componentes para el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos principalmente por dos
razones: su pequeno tamafo y por su comparable potencia bactericida con

los péptidos antimicrobianos naturales (Paramo et al. 1998).

En el presente estudio se utilizaran dos péptidos sintéticos, pEM-2 y pAppk,
provenientes de las FLA2s Lys49 miotoxicas de Bothrops asper'y Agkistrodon

piscivorus piscivorus, respectivamente.

pEM-2

Santamaria et al. (Datos no publicados) sintetizaron un péptido constituido
por 13 D-aminoacidos (KKWRWWLKALAKK), derivado de la secuencia
original 115-129, de la miotoxina Il de B. asper, el cual mostré una amplia
actividad bactericida contra bacterias gram-negativas y gram-positivas, asi
como contra la lavadura Candida, y protozoarios tales como Toxoplasma y
Acanthamoeba. Ademas su toxicidad hacia células eucariotas se vio
reducida en comparacién con otros péptidos sintéticos derivados de esta

miotoxina II.
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Appk

Al igual que pEM-2, éste péptido esta conformado por 13 D-aminoacidos
(KKYKAYFKLKCKK) correspondiente a la regién C-terminal 115-129. Appk
reprodujo claramente la actividad citotoxica sobre las células de musculo
esquelético in vitro, ademas del efecto miotdxico en ratones. Este
descubrimiento identifica esta region como la determinante estructural para
la actividad miotoxica, y constituye el primer reporte de un péptido, no-
modificado, derivado de una FLA, con la capacidad de reproducir la actividad

de la toxina madre in vivo (Nufez et al, 2001).

Péptidos catidonicos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos, como también se les conoce, son
considerados como armas de defensa muy antiguas, ya que su amplia
distribucion dentro de los organismos eucariotas, incluyendo mamiferos,
anfibios, insectos y plantas, sugiere que estos péptidos han jugado un rol
fundamental en el exitoso proceso evolutivo de estos organismos
multicelulares (Zasloff 2002, Kamysz et al. 2003). En los ultimos 20 afios mas
de 700 péptidos (Cuadro 2) antimicrobianos han sido identificados (Stark et
al. 2002).

Estos agentes son los elementos mas importantes del sistema inmune
innato, al constituir la primera barrera que los microorganismos invasores
tienen que vencer para entrar al organismo (Kamysz et al. 2003, Marshall y
Arenas 2003).
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Cuadro 2. Algunos péptidos antimicrobianos provenientes de plantas y animales

(Zasloff 2002).
Péptidos representativos Origen Tejido*
a-hedical
Cecrepin A WKL ERY GOMIRDGIIKAG PAY WG QATHAKS Sk math EBGH
B 2 GIGKFLH S KFGHAPVGE NG Frog E
Pepdganan GIGK ALK RARKFGIA PKILKRa Syriheti
Dermaseptin 1 AWML LTMALHAGKAA GAAAOTISORTO Frg E
LL-37 LLGORF REKEGKEFK BVORIKDFLRN_YVPATES Human E8C
Butorn |l TRESRAGLOFPVYGRYHRLLRIK Verabmte E
Orver diesuishiche band
Bactenecin 1 ALCAMARVGA Cow BC
Thanatin GEKKPYPIYCNRRTGKOCRM Insact BG
Braviran 1T WNPIILGYLPRMCUT KK Rana g E
Fangladn FLGEGEURWPANMIGAYTHIE Raa lrogs E
Rangleurn | SMLEVLKNLGKVGLEFYACHINIOC Rana frogs E
Esculenin | GIFSKLGRA KNLLISGLNVG KBV GMOWATGIDIAGCRWGEC Ranairgs E
T hsulpihicle bonds
Tachyplesin NG, PRV, Y PGIC-YRMO, Aa Horseshoe crab BG
Andrectonin B0 B0IRC ARBGEG YK, TNRPY Seomian H
Protegan 1 FEGRALE, YT, RRAFCYG, MGRs Fig B
Three disulphide bonds
e-defengin{HNRD D0 YCRIPACAGERRYGTC, W OGRUWARC,C: Hurman BGE
B-cefieresan | TAF} WS VRAMNKE G VPIRC PGS MECIGT GG RAVIC, C-RMK Cow E.BC
8-delenzin GFC) RC,L CoARGMCARC, I, TH Kankey BL
Defensin [zapecn) ATC. DL SETGINHE ACUAAHCLL AGHBGRGYC NGKAVG MG, AN Inzaci E BC H
Thicain [crarmbin) TTC CPSMARSHE WG RIFGTREAIC ATY TRC, IPGATC, PGIYAN Plant E
Four disuiphide bonds
Dietensi WL QAP EG TWSGENC, GNMNMACHNOCIRLEKARHGSC, N WFPAHC,CAYF PC: Radish Seetla, E
Cugaormpcn D LSGRYHGPEAMWDNETC RAVG SMEEGRESEHCS PELKCWC, BLC, Drosophila H
Hapuiciin OTHFFIC IG5 CAG0, C HRSKCGMCT KT Human Liver
Linvear, riot o helcal
Baz 5 FFRFPARPPIREPRY PRFRPAIRPEF FRRPPE PPPLGRPFRR Cow BG
FR-3 RARFAPFYLPRFRFPFF FFPRLFPRIFFGFRPRFFPRFPa Pig B
Inckdcidin ILPWKIWPWWRWRRA o BC
Apidaecin GHNRPYYIPOPSPPH PRI Honeybee H
Pyrhogoicin WOHGSYLPAPTRPPARYN AN Insact H
Histalin & DEHAKAHHG Y MRRFHEK HHSHRGY Human Saiva

*BC, células sanguineas; H, hemolimfo; E, tejido epitelial

Muestran

un amplio espectro de actividades, matando o neutralizando

muchas bacterias gram-negativas y gram-positivas, incluyendo algunas

cepas resistentes a antibioticos y también muchos hongos y levaduras, virus
y parasitos (Start et al. 2002).
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Clasificaciéon

Con base en sus caracteristicas estructurales, los péptidos catiénicos pueden

ser divididos dentro de tres clases distintas:

1. Péptidos lineales que forman estructuras de o-hélice.

2. Péptidos con terminaciones ricas en cisteina con uno o varios puentes
disulfuro.

3. Moléculas ricas en aminoacidos especificos como prolina, glicina,

histidina y triptéfano.

Estructura

Usualmente los péptidos antimicrobianos estan constituidos por 12 a 50
aminoacidos.  Difieren en secuencia y estructura, sin embargo, son
clasificados dentro de esta categoria al presentar una caracteristica en
comun, ya que estan conformados por aminoacidos hidrofébicos y
cationicos, los cuales les confieren la capacidad de adoptar formas en las
que estos grupos de aminoacidos son espacialmente organizados, de
manera que la molécula adquiere un disefio anfipatico (Fig. 4) (Hancock et al.
1999, Start et al. 2002, Zasloff 2002).

La regidn catidnica de los péptidos es capaz de interactuar con estructuras

cargadas negativamente de la membrana microbiana y finalmente se logra la

permeabilizacion (Kamysz et al. 2003).
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Magainina 2

Oefensina humana

Protegrina Indolicidina

Figura 4. Representacion de los grupos de aminoacidos catidnicos e hidrofébicos
dentro de distintos dominios en varios péptidos antimicrobianos de diferentes clases
estructurales. El color rojo representa los aminoacidos basicos (cargados positivamente) y

el color verde muestra los aminoacidos hidrofébicos (no poseen afinidad con el agua).

Mecanismo de accion

El modelo propuesto para explicar el mecanismo de accion de la mayoria de
estos péptidos es el modelo de Shai- Matsuzaki-Huang (SMH) (Fig. 5). Este
modelo propone que los péptidos lineales con hélices anfipaticas interactuan
con las membranas bacterianas e incrementan su permeabilidad, ya sea,
mediante el efecto de las cargas positivas con los lipidos aniénicos de las
membranas, mediante la desestabilizaciéon a través del desplazamiento de
lipidos debido al drastico cambio de la carga neta del sistema o en ciertos

casos por la entrada del péptido a la célula (Zasloff 2002).
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Figura 5. El modelo de Shai-Matsuzaki-Huang que explica el mecanismo de accion de

los péptidos antimicrobianos. a. Tapizando la membrana externa con los péptidos. b.
Integracién del péptido dentro de la membrana. El area de superficie de la parte externa se
expande relativamente hacia el interior de la capa, resultando en la creacién de una bicapa.
c. Fase de transicion y formacién de poros. d. Transporte de lipidos y péptidos al interior de
la capa interna. e. Difusion de péptidos hacia el interior de la bacteria (en algunos casos).
f. Colapso de la membrana en fragmentos y disrupcion fisica de la célula procariota. Los
lipidos con cabezas amarillas estan cargados negativamente. Los lipidos con cabeza negra

no poseen carga neta.

Aplicaciones

En los ultimos afos la salud publica se ha visto amenazada por varios
problemas, entre ellos, el incremento de la resistencia hacia los antibidticos
convencionales y por ende la busqueda de nuevos agentes terapéuticos que

disminuyan el problema anterior.
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Con el fin de solucionar esta problematica, se han realizado estudios clinicos
y de laboratorio , los cuales demuestran que la aparicion de resistencia
contra péptidos antimicrobianos es menos probable en comparacién con los
antibidticos convencionales, ya que estos agentes actuan a nivel de la
membrana bacteriana, por o que un microorganismo tendria que redisenar
su membrana cambiando la composicion y/u organizacién de sus lipidos, lo
cual seria probablemente una solucion muy costosa para la mayoria de las
especies microbianas. Por esta razdn se impulsa el desarrollo de esta clase
de péptidos, tanto naturales como los elaborados en laboratorio, como

futuros agentes terapéuticos (Zasloff 2002).

En este campo de los péptidos antimicrobianos, la biotecnologia juega un
papel crucial, ya que en el futuro no solo sera posible la sintesis quimica de
estos agentes, sino que también se vislumbra la posibilidad de biosintetizar y
producir péptidos antimicrobianos con utilidad terapéutica a gran escala. La
razon principal por la cual se considera esto posible, es debido a que estos
péptidos estan codificados por pequefios genes, los cuales poseen
secuencias conservadas que hacen su clonaje muy sencillo (Marshall et al.
2003).

El interés mostrado por la comunidad cientifica mundial en esta clase de
moléculas ha impulsado el desarrollo de estudios en los cuales se ha
propuesto a los péptidos antimicrobianos como moléculas multifuncionales.
Ademas de jugar un papel muy importante como nuevos agentes antibioticos
poseen propiedades adicionales, como actividad anti-tumoral, actividad
mitogénica, sefalizacion de rutas de transduccion y respuesta en la

inmunidad adaptativa (Kamysz et al. 2003).
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Actividad anti-tumoral

El organismo humano se caracteriza por poseer una marcada estabilidad
para mantener el medio interno, gran parte de este control depende de una
adecuada regulacién en la proliferacion de las diferentes poblaciones
celulares que tienen lugar en sus tejidos y érganos. Solo una coordinada
maquinaria reguladora, donde interviene un gran numero de factores, puede
mantener el equilibrio necesario entre los procesos que entrafna la
proliferacion de las poblaciones celulares, definida como el incremento del
numero de células, resultado del comportamiento del ciclo celular y del

equilibrio entre crecimiento, division y muerte celular (Sanchez et al. 2001).

El cancer es considerado como una enfermedad genética de las células
somaticas, pues se origina de alteraciones en la secuencia y organizacion del
genoma celular que van desde simples sustituciones a nivel de nucledétidos
hasta grandes aberraciones cromosdémicas. Esto representa una desviacién
de la homeostasis celular, pues la estabilidad genémica no se mantiene en
este tipo de células. Como resultado del desafio de los controles normales
celulares se originan las células tumorales, las cuales se caracterizan por su
proliferacion descontrolada e inmortalidad, siendo capaces de invadir y
colonizar los tejidos que las rodean (Alberts et al. 1996, Sanchez et al. 2001,
Shiloh 2003).

Esta enfermedad es considerada como la segunda causa de muerte en el
mundo occidental, abarcando aproximadamente un 24% de todas las
muertes ocurridas. En Europa por ejemplo, cada afio tres cuartos de millén

de personas mueren a causa del cancer (Sadeghi-Aliabadi et al. 2000).

Existen tres estrategias que son utilizadas en el tratamiento del cancer:

cirugia, radioterapia y quimioterapia. Esta ultima constituye un campo de
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constante estudio en el cual existen muchos esfuerzos a nivel mundial para
poder desarrollar agentes quimioterapeuticos que ofrezcan mayores ventajas

que los que hoy dia se utilizan (Aliabadi et al. 2000).

Entre los principales objetivos de desarrollo de estos agentes se puede
mencionar el desarrollo de drogas con una fuerte selectividad unicamente
hacia las células tumorales, pues se sabe que muchos de los agentes anti-
tumorales disponibles actualmente pueden llegar a dafar las células
normales, también se espera disminuir la resistencia multiple a las drogas
por parte de las células cancerosas (Alberts et al. 1996, Aliabadi et al. 2000,
Papo et al. 2003).

En la busqueda de una solucion a estos problemas que actualmente afectan a
millones de personas en el mundo, surge un nuevo grupo de potenciales
agentes anti-tumorales, los péptidos catidnicos antimicrobianos, los cuales
forman parte de una ardua investigacion pues ya se han registrado algunos

péptidos con potencial anti-tumoral.

En un estudio realizado por Papo et al. (2003) con esta clase de péptidos, se
propone que en contraste con las células eucariéticas normales, las cuales
generalmente tienen bajos potenciales de membrana y cuya capa exterior
consiste casi exclusivamente de fosfolipidos zwitteridnicos, las membranas
celulares procarioticas y de células tumorales mantienen grandes potenciales
transmembrana y tienen un alto contenido de fosfolipidos aniénicos en su
capa exterior. Esta ultima propiedad permite que los péptidos catidnicos se
unan a estas membranas celulares cargadas negativamente, debido a su
estructura anfipatica, permitiendo asi que muchos de estos péptidos catidnicos

prefieran dafar las membranas de células tumorales ante las normales.
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Lo anterior puede constituir un posible camino hacia la selectividad propuesta
para estos péptidos, sin embargo el mecanismo mediante el cual estos actuan
es incierto, pero el campo de estudio esta abierto para que en un futuro se
pueda dilucidar y con ello sintetizar esta clase de péptidos en busca de
tratamientos mas eficientes y menos dafinos que proporcionen una pequefia
esperanza de vida a todas aquellas personas que padecen enfermedades de

este tipo (Howe et al. 2001).

Algunos ejemplos

Como se menciono6 anteriormente, se estan realizando muchos estudios para
el desarrollo de nuevos agentes anti-tumorales, dentro de los cuales el campo
de los péptidos antimicrobianos cuenta con una considerable participacion ya
que existen varios péptidos de esta clase que se han reconocido como

potenciales agentes anti-tumorales.

Chen et al. (1997) al realizar estudios con cecropina B (péptido antimicrobiano
proveniente de mariposas de seda) y sus analogos, CB-1 y CB-2 (con cinco
residuos extra de lisina en la posicion de 1-10) proponen que el disefo
sintético de péptidos antimicrobianos con residuos de aminoacidos catiénicos
extra son mas efectivos en la lisis de células cancerosas. Chiu et al. (1998)
proponen que el disefo anfipatico de CB-1/CB-2 presenta una mayor actividad
contra células tumorales, ademas los resultados de este estudio proveen
evidencia de que existen diferentes rutas por las cuales estos péptidos lisan

las células tumorales.
Por otro lado, Rozek et al. (2000) proponen la actividad anti-tumoral de 2

péptidos aislados de la piel de ranas australianas, Litoria aurea y Litoria

raniformis.
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Estos péptidos antimicrobianos se denominan aureinas y la secuencia de
estos dos péptidos se muestra a continuacion: aureina 1.2 (GLFDIIKKIAESF-
NH) y aureina 3.1 (GLFDIVKKIAGHIAGSI-NHy)

Otro péptido que ha sido estudiado es la magainina 2, el cual fue aislado de la
piel de la rana Africana Xenopus laevis. Tanto la magainina 2 como sus
analogos magainina A y magainina G fueron probados contra lineas celulares
tumorales. Los resultados sugieren que MAG A y MAG G tuvieron actividad
anti-tumoral contra células de cancer de pulmén y que la magainina 2 presenta
actividad contra el cancer de ovario en ratones (Ohsaki et al. 1992, Baker et al.
1993).

Scott et al. (2000) estudiaron un péptido al que denominaron hibrido
cecropina/melitina (CEMA), el cual fue mas selectivo hacia las células

tumorales que hacia las no transformadas.

Por dltimo, Winder et al. (1998) proponen la expresion de péptidos
antimicrobianos (melitina y cecropina) en células de carcinoma como terapia

geénica en la erradicacion de células tumorales.

Los estudios citados anteriormente constituyen una muestra de la intensa
busqueda de agentes quimioterapeuticos en respuesta a los diversos efectos
que presentan la mayoria de las drogas utilizadas contra el cancer. Algunos
de estos efectos son: la alta toxicidad, inactivacion por fenotipos de resistencia
a multidrogas, respuesta incompleta, asi como la escasa selectividad que
presentan la mayoria de las drogas al atacar las células normales (Papo et al.
2003).

Es asi como surge la necesidad de desarrollar nuevas clases de drogas

anticancer con nuevos modos de accién que permitan diferenciar entre una
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célula normal y una tumoral, y este es el caso de los péptidos catidnicos

antimicrobianos citados anteriormente.

Ensayos de citotoxicidad (Wilson 1992)

El uso de sistemas de ensayo a nivel in vitro en la busqueda de potenciales
agentes anti-tumorales ha sido una practica muy comun desde los inicios de
la quimioterapia clinica en cancer en 1946, desde entonces los programas de
desarrollo de drogas para la identificacion de nuevos agentes
quimioterapeuticos involucran una extensa evaluacién preclinica de un vasto
numero de agentes quimicos para la deteccion de la actividad antineoplasica,
en los cuales los sistemas de citotoxicidad in vitro juegan un papel muy

importante.

Los ensayos de citotoxicidad miden las alteraciones inducidas por una droga
en una ruta metabdlica especifica o en la integridad estructural celular, la
cual puede o no estar relacionada con la muerte celular. Mediante estos
ensayos es posible identificar componentes potencialmente activos,
identificar el mecanismo mediante el cual estos componentes ejercen su
efecto téxico, predecir la eficacia de la citotoxicidad de un componente para
el tratamiento de pacientes con cancer, identificar las poblaciones celulares
mas susceptibles asi como relacionar la concentracion con el tiempo de

exposicion del componente a probar.

La técnica de cultivo en monocapa ha sido la mas frecuente en los ensayos
de citotoxicidad para probar en lineas celulares tumorales ya que ofrece
flexibilidad en términos de tiempo de exposicion a la droga y en métodos de
cuantificacion del efecto de la droga, ademas es el método que requiere el
numero mas bajo en células, permite ensayar con un amplio rango de drogas

en variadas concentraciones y provee facilidad de automatizacion.
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Dentro de los ensayos de citotoxicidad existen muchas técnicas que pueden
ser evaluadas, de las cuales, las que se utilizan para determinar el dafo en
la membrana plasmatica provocado por la droga en cuestidn son las mas
comunmente utilizadas. En este estudio se utilizara una de estas técnicas, la
cual se basa en la liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al

exterior celular.

Liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa

La LDH es una enzima citosélica presente dentro de todas las células
mamiferas. La membrana plasmatica es impermeable a la LDH, pero el dafio
en la membrana celular resulta en un cambio en la permeabilidad de la
membrana y la subsecuente liberacion de la enzima hacia el fluido

extracelular (Arechabala et al. 1999).

Esta técnica es ampliamente utilizada para determinar el efecto de la
sustancia en estudio sobre cultivos celulares, mediante la cual las células se
exponen a diferentes concentraciones de la sustancia en estudio para que
actue en un determinado periodo de tiempo. La liberacion de LDH hacia el
sobrenadante de los cultivos celulares esta relacionada con la cantidad de
células muertas y dano celular, lo que provee una medida precisa de la

toxicidad celular inducida por la sustancia en estudio (Allen et al. 1994).

Como resultado, la liberacion de LDH es una prueba confiable y muy popular
para medir citotoxicidad en diversos tipos de estudios y se basa en la

capacidad de la enzima para catalizar la reaccion:

LDH
Piruvato + NADH + HY ——— L-lactato + NAD" (Ecuacion 1)
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El cambio en la absorbancia 6ptica, medida a 340nm, refleja el cambio en la
concentracion de NADH, y a su vez, el nivel de LDH presente en la muestra
analizada. La actividad de la enzima puede ser expresada directamente en

términos de absorbancia o en unidades internacionales (Ul) (Allen et al.
1994).

28



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad de los péptidos pEM-2 y Appk sintetizados a partir de
la secuencia de las FLA,s Lys49 miotdxicas provenientes de Bothrops asper
y Agkistrodon piscivorus piscivorus respectivamente, mediante ensayos con
lineas celulares normales y tumorales, asi como el potencial de accion anti-

tumoral de los péptidos en un modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer cultivos de diversas lineas celulares eucariéticas normales y

tumorales.

2. Determinar la citotoxicidad in vitro de cada uno de los péptidos sobre

dichas lineas celulares.

3. Establecer un modelo de raton para las lineas celulares tumorales EMTG,
B16 y P3X.

4. Evaluar la posible accién anti-tumoral del péptido pEM-2, utilizando los

anteriores modelos de raton.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Para la realizacion de este estudio se utilizaron un total de seis lineas
celulares de origen murino. Cuatro de estas corresponden a lineas celulares
tumorales, B16 (melanoma), EMT6 (carcinoma mamario), P3X (mieloma) y S-
180 (sarcoma), y dos a lineas celulares normales, t-End (endotelio capilar) y

C2C12 (musculo esquelético) (Anexo 1).

Péptidos cationicos

Dos péptidos sintéticos fueron utilizados, pEM-2 (KKYRYYLKALAKK)
(Santamaria et al, datos no publicados) y Appk (KKYKAYFKLKCKK) (Nufiez
et al, 2001), provenientes de la region C-terminal de las FLA,s Lys49
miotoxicas de Bothrops asper y Agkistrodon piscivorus piscivorus,
respectivamente (Anexo 2). Ambos péptidos estan compuestos de 13 D-
aminoacidos y fueron sintetizados mediante la estrategia Fmoc [N-(9-
fluorenilmetoxicarbonilo)] (Fields et al. 1990) por la compafiia estadounidense
SynPep (Anexo 2). La pureza de los péptidos fue determinada por esa
misma compania por RP-HPLC en una columna C-18 y se realizé un analisis
de espectrometria de masas. Para ambos péptidos el porcentaje de pureza
fue >95 %. La medida de la masa molecular para pEM-2 y Appk fue de
1742,9 y 1677,0 Daltons, respectivamente (Anexo 3-6). Los péptidos se
mantuvieron a -20°C y justo antes de su utilizacion se disolvieron en NaCl
0,12 M y fosfato de sodio 40 mM (PBS), pH 7,2.

Establecimiento de los cultivos celulares (Lomonte et al. 1999a)

Se procedié a descongelar las células que se encontraban conservadas en
nitrogeno liquido a -196°C. Las lineas B16, t-End, C2C12 y P3X se cultivaron
en el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma D- 5796), y las
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dos lineas restantes, EMT6 y S-180, en el medio RPMI 1640 (GibcoBRL).
Ambos medios fueron suplementados con 15% de suero fetal bovino (SFB;
Sigma F-2442), 2mM de glutamina, 1 mM de &acido piruvico, penicilina (100
U/ml), estreptomicina (0,1 mg/ml), y anfotericina B (0,25 pug/ml).

Las células se cultivaron en monocapas subconfluentes, en botellas de 25 cm?
para su multiplicacion, por un periodo de 2-3 dias bajo una atmdsfera humeda
de crecimiento al 7% de CO,, a 37°C.

El desprendimiento de las células se realizé mediante la adicion de tripsina
(1500 U/ml) 5,3 mM de EDTA. Se dejo en reposo por 5 minutos a 37°C.
Posteriormente los grumos celulares se disgregaron y se lavaron mediante
centrifugacion y resuspension en medio de cultivo fresco en una microplaca de
96 hoyos, en una densidad aproximada de 1 —4 x 10* células en el mismo
medio, de 2-3 dias bajo las mismas condiciones del cultivo inicial (botellas de
25 cm?).

Ensayo de citotoxicidad in vitro (Lomonte et al. 1999a)

Al finalizar el tiempo de crecimiento de las lineas celulares en la microplaca de
96 hoyos, se aspiré el medio de cultivo con cuidado de no llevarse las células
con este. Posteriormente se procedid a ajustar las concentraciones de los
péptidos pEM-2 y Appk a 8, 15, 30, 60 y 120 ug/hoyo en los medios DMEM o
RPMI suplementados con 1% de SFB. Se adicion6 150 ul de cada una de las
diluciones de los péptidos a las células cultivadas en las microplacas de 96
hoyos. Se dejo reposar por 3 horas a 37°C y luego se midi6 la actividad
relacionada con la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en una muestra del
sobrenadante. Se prepararon controles de 0% y 100 % de toxicidad como
valores de referencia, con el medio solo y con 0.1% de Triton X-100,

respectivamente.
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Liberacion de LDH (Lactato deshidrogenasa)

Para la determinacion de la actividad de la enzima LDH (EC. 1.1.1 27) se utilizo
el método LDH - P UV optimizado por la Sociedad Francesa de Biologia Clinica
(SFBC), elaborado por Wiener laboratorios (Anexo 7-8). El fundamento del
meétodo esta basado en la reaccion representada en la ecuacion 1:

LDH
Piruvato + NADH + HY ——» L-lactato + NAD" (Ecuacién 1)

El kit consta de una solucién buffer Tris, pH 7,2 que contiene piruvato y cloruro
de sodio, ademas de los viales de NADH. Estos ultimos se reconstituyeron con
20 ml del buffer. Se trabajé con 1ml del sustrato reconstituido al cual se le
adicion6 80 pl del sobrenadante de las células incubadas por 3 horas a 37°C
con las diferentes cantidades adicionadas de los péptidos (8, 15, 30, 60 y 120
Mg/hoyo). Posteriormente, se procedid a medir la reaccion (disminucién de
absorbancia) en un espectrofotometro UV-visible, a una longitud de onda de 340
nm, a 30°C, con un tiempo de reaccion de 160 segundos y utilizando un factor
de calculo de 8,095.

Los resultados se expresaron como el promedio del porcentaje de las Ul/l de
LDH = el error estandar de duplicados (Lomonte et al. 1999a). A partir de este
calculo se estimd la Concentracion Letal media, LCsy, para cada péptido con
cada una de las seis lineas celulares estudiadas. Este valor expresa la
concentracion a la cual se produjo el 50% de citotoxicidad en los cultivos

celulares evaluados.

Observacion al microscopio

Las células de los cultivos se observaron después de las tres horas de
incubacion con los péptidos directamente en su microplaca de 96 hoyos

utilizando un microscopio invertido.
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Evaluacién de la accion anti-tumoral de pEM-2 in vivo

Se utilizaron las cepas de ratones C57BL/6 y Balb/c (hembras y machos) con
un peso entre 17-21g (Anexo 9). Se procedié a contar las células en un
hemocitometro de Neubauer mediante la tincion con azul tripan, el cual tife
las células muertas, por lo que las células viables se distinguen
perfectamente de las no viables (Anexo 10). El numero de células por

mililitro se determiné de la siguiente manera:

células/ml = # células contadas  x 10! x factor de dilucién
# cuadrados contados

total de células = células/ml x volumen original de la suspension celular

Las células de melanoma B16 se inyectaron subcutaneamente (s.c) en el
lomo de 14 ratones C57BL/6 (2 x 10? células; 7 ratones/grupo (Hu y Garen
2000). Al igual que las anteriores, las células de carcinoma mamario EMT6
se inyectaron de manera subcutanea, pero en 21 ratones Balb/c (8 x 10°
células; 7 ratones/grupo). El tercer modelo se desarroll6 inyectando
intraperitonealmente 10 ratones Balb/c con células de mieloma P3X (1.9 x
10° células; 5 ratones/grupo). Se trabajé con un grupo control (PBS, 200 pl)
y otro de tratamiento con péptido (pEM-2, 250 ug en 200 ul de PBS) para los
tres modelos, ademas para EMTG6 se trabajé con un grupo de control positivo
con paclitaxel (90 pg en 200 ul de PBS), un agente antimitético utilizado para
el tratamiento de distintos tipos de cancer (Jennings et al. 2002, Kobayashi et
al. 2004, Patel 1998, Schmitt-Sody et al. 2003) (Anexo 11). Las células se
dejaron establecer por 2 dias, al cabo de los cuales se administré a los
ratones el tratamiento (péptido pEM-2), PBS (para los grupos control) o
paclitaxel por la ruta intraperitoneal (i.p.) en las concentraciones
especificadas. Después de los dos dias, se realizaron 5 aplicaciones de

cada tratamiento a las dosis especificadas anteriormente para cada modelo
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de dia por medio, y al cabo de 13 dias los ratones fueron sacrificados, los
tumores (melanoma B16, y carcinoma mamario EMT6) fueron extirpados y
pesados. El potencial de accion antitumoral de pEM-2 en el modelo del
mieloma P3X se evalu6 mediante el peso corporal de los ratones. Los
resultados se expresaron como el peso promedio * el error estandar de la

media.

Analisis estadistico

Los resultados de este estudio se analizaron en el programa de analisis
estadistico STATISTICA, version 5.1. Se realiz6 un analisis de variancia
(ANOVA) de dos vias con el fin de evaluar la interaccion entre los péptidos y
las lineas celulares. Para determinar la existencia de diferencias significativas
entre la citotoxicidad de ambos péptidos para cada linea se realizé una t-
Student. Ademas, para analizar el comportamiento de las lineas celulares con
cada uno de los péptidos utilizados, se realizé6 una ANOVA de una via y se
realizo la prueba de confirmacion a posteriori (Tukey HSD) para determinar en

cuales lineas existian las diferencias significativas.

Para determinar la significancia en la reduccion de los tumores solidos de
EMT6 se utilizé una ANOVA de una via ya que el numero de grupos a
comparar eran 3, y para el caso de los tumores sélidos de B16 se realizé una
t-Student, pues se contaba con dos grupos. Para todos los analisis se

determind un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Evaluacion de la citotoxicidad in vitro de Appk y pEM-2

Mediante los ensayos de citotoxicidad realizados se pudo determinar que los
péptidos Appk y pEM-2 son citotdxicos tanto hacia las lineas celulares
tumorales (S-180, B16, EMT6 y P3X) como hacia las normales (C2C12 y t-
End) (Fig. 5). Sin embargo, cabe destacar que al evaluar la interaccion entre
los péptidos y las lineas celulares (Fig. 6) se determind la existencia de
diferencias significativas en la citotoxicidad entre las lineas celulares segun el
péptido evaluado (Fs, 1= 11,43, p= 0,0003). Ademas, se puede notar que
para las lineas celulares S-180, EMT6 y C2C12, el péptido Appk fue
significativamente mas téxico que el péptido pEM-2 (p<0.05) (Fig. 6).

Por otro lado, el analisis de variancia demuestra que para el caso del péptido
pEM-2, existen diferencias entre las seis lineas celulares evaluadas con éste
(Fs, 6= 34,36, p= 0,0002). EIl analisis demuestra que la linea mas susceptible
corresponde al mieloma P3X (LCso de 0,13 mg/ml), y que la linea celular mas
resistente fue la del sarcoma S-180 con un LCsy de 0, 58 mg/ml (p < 0,05).
Las lineas t-End, B16, EMT6 y C2C12 presentaron un comportamiento muy
similar (Fig. 7a).

Las alteraciones morfoldgicas ocasionadas por el péptido pEM-2 se analizaron
por medio de la visualizacion de las células, después de las 3 horas de
incubacion con el péptido, en un microscopio invertido y se fotografiaron. Se
pudo observar alteraciones en la morfologia de las células de P3X a partir de
15 ug/hoyo (0.1 mg/ml), mientras que para la linea de sarcoma S-180 este

patréon se observo hasta los 60 ug/hoyo (0.4 mg/ml) (Fig. 8).
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En el caso del péptido Appk, también se encontré diferencias entre las lineas
celulares analizadas (Fs ¢ = 13,28, p = 0,003). Se determind que las lineas
celulares mas susceptibles al péptido Appk fueron las lineas de carcinoma
mamario EMT6 y mieloma P3X (p>0.05) presentando valores de LCsy de 0,01
y 0,15 mg/ml, respectivamente (Fig. 7b). Las lineas celulares t-End, B16, S-
180 y C2C12 mostraron un comportamiento muy similar. Al igual que con el
péptido pEM-2, las alteraciones morfologicas provocadas por el péptido a las
células fueron visualizadas en un microscopio invertido y fotografiadas. En las
fotografias (Fig. 9) se observan alteraciones a partir de 15 ug/hoyo (0.1 mg/ml)
del péptido en las células EMT6 y P3X, mientras que en las demas células

este tipo de alteraciones se observa a partir de 30 pg/hoyo (0.2 mg/ml).

Accion anti-tumoral de pEM-2 in vivo

Se analiz6 la actividad antitumoral in vivo del péptido pEM-2 sobre 3 modelos
tumorales (EMT6, B16 y P3X) mediante la evaluacion de su capacidad para
inhibir el crecimiento tumoral inducido en los ratones C57BL/6 y Balb/c,

cuando se inyect6 250 ug de éste por ruta i.p.

La observacién mas importante de esta seccion, es la reduccion en un 28%
(mismo porcentaje de reduccidn en el grupo de ratones tratados con
paclitaxel) en el peso de las masas tumorales producidas de manera s.c. con
la linea celular EMT6 cuando se les inyectd el péptido sintético pEM-2 (Fig.
10). Sin embargo, al realizar el analisis de variancia respectivo, se determiné
que esa reduccion no era estadisticamente significativa (Fi2, 7= 1,18, p=
0,33).

En el caso del modelo desarrollado con la linea de melanoma B16 (inoculada

de manera subcutanea) no se observé reduccion alguna en el grupo tratado

con el péptido pEM-2 respecto al grupo control tratado con PBS. Por ultimo,
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en el modelo del mieloma P3X (tumor ascitico) no se pudo evaluar la accion
anti-tumoral del pEM-2, debido a que las células no proliferaron de manera

exitosa en el peritoneo de los ratones inoculados.

Durante el desarrollo de estos ensayos se observdé que los ratones
presentaban anomalias motoras y respiratorias después de que el péptido era
inyectado, sin embargo, estas desaparecian al cabo de dos horas,
restableciendo su comportamiento habitual; ademas, este comportamiento
inusual después de la inyeccion del péptido fue cada vez menor al cabo de las
5 dosis aplicadas. A pesar de estos signos observados los ratones

mantuvieron estable su peso corporal.
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Figura 6. Evaluacion de la citotoxicidad de dos péptidos sintéticos derivados de
fosfolipasas A, Lys49 miotéxicas sobre seis diferentes lineas celulares. a. C2C12, b. t-
End, c. S-180, d. B16, e. EMT6 y f. P3X. Todas las células fueron cultivadas en microplacas
de 96 hoyos de 2-3 dias. Posteriormente se determiné la actividad de la enzima LDH al
incubar las células por 3 horas a 37°C con diferentes cantidades de los péptidos (8, 15, 30,
60 y 120 pg/hoyo). Los valores se expresaron como porcentajes, considerando el medio
solo y con 0.1% de Triton x-100 como el 0% y 100% respectivamente. Cada punto

representa el promedio * error estandar de duplicados.
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Figura 7. Comparacion de la citotoxicidad ejercida por pEM-2 y Appk sobre seis lineas
celulares distintas. Se determind la existencia de diferencias entre las lineas celulares
segun sea el péptido analizado. Los resultados fueron expresados como el promedio de la
concentracion a la cual existio el 50% de citotoxicidad, LC50 (mg/ml) como una estimacion
del porcentaje de citotoxicidad calculado segun las Ul/l de LDH liberadas del sobrenadante
analizado, + el error estandar de duplicados.
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Figura 8. Actividad citotéxica ejercida por los péptidos sintéticos, Appk y pEM-2,
sobre distintas lineas celulares murinas normales: C2C12 (musculo) y t-End (endotelio
capilar); y tumorales: B16 (melanoma), EMT6 (carcinoma mamario), P3X (mieloma) y S-
180 (sarcoma). a. pEM-2 y b. Appk. Se determind la existencia de diferencias entre las
lineas celulares para cada péptido. Los resultados se expresaron como la LC50
(concentracion a la cual se obtuvo un 50% de citotoxicidad) como una estimacion del
porcentaje de citotoxicidad calculado segun las Ul/l de LDH liberadas del sobrenadante

analizado. Cada punto representa el promedio * el error estandar de duplicados.
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Figura 9. Alteraciones morfoldgicas causadas por el péptido sintético pEM-2 sobre las
lineas celulares P3X, S-180 y t-End. a. control de células de mieloma P3X sin péptido; b,
células de mieloma P3X tratadas por 3 horas con 15ug/hoyo del péptido; c. control de
células de sarcoma S-180 sin péptido; d, células de sarcoma S-180 tratadas por 3 horas con
120 pg/hoyo del péptido; e, control de células de endotelio t-End sin péptido; f, células de

endotelio t-End tratadas por 3 horas con 60 pg/hoyo del péptido. Aumento: 100X.
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PAINT

Figura 10. Alteraciones morfolégicas causadas por el péptido sintético Appk sobre

las lineas celulares P3X, EMT6 y C2C12. a, control de células de mieloma (P3X) sin
péptido; b, células de mieloma (P3X) tratadas por 3 horas con 15ug/hoyo del péptido; c,
control de células de carcinoma mamario (EMT6) sin péptido; d, células de carcinoma
mamario (EMTG6) tratadas por 3 horas con 15ug/hoyo del péptido; e, control de células de
musculo (C2C12) sin péptido; f, células de musculo (C2C12) tratadas por 3 horas con 60

ug/hoyo del péptido. Aumento: 100X.

42



FPaso(mg)

Cantral pEM-2 P aclitaxel

Tratamiento

STATISTICA, PAINT
Figura 11. Accién antitumoral de pEM-2 sobre el crecimiento de tumores sélidos de
carcinoma mamario EMT6. Se inocularon 8 x 10° células de EMT6 de forma s.c. en
ratones Balb/c. El péptido pEM-2 (250 pg), PBS (control) o paclitaxel (90 pg) fueron
inyectados i.p. Se utilizaron 7 ratones para cada grupo de tratamiento, los cuales recibieron
5 dosis de cada tratamiento y al cabo de 13 dias (el dia de la inoculacidon de las células
corresponde al dia 0) fueron sacrificados, los tumores se extirparon y pesaron. Para el caso
del grupo control se eliminé un valor de peso de una masa tumoral mediante el coeficiente
de rechazo debido a que sobresalia claramente de los 6 restantes. En a se observa el
tamafo de las masas tumorales para cada tratamiento y el grafico (b) representa el efecto de
la inhibicién de los tratamientos pEM-2 y paclitaxel sobre las masas tumorales. Para pEM-2
y paclitaxel se observé una disminucion en un 28% del peso en las masas tumorales, sin
embargo, ésta no fue estadisticamente significativa p > 0,05. Los resultados se expresaron

como el peso promedio (mg) + el error estandar.
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DISCUSION

Este estudio arroja resultados en cuanto a la posible actividad anti-tumoral
desplegada por Appk y pEM-2, ambos péptidos sintéticos relacionados con la
region C-terminal de FLA,s Lys49 miotdxicas, en el cual se evalué la actividad
citotoxica de estos, demostrando que ambos péptidos ejercen citotoxicidad

tanto hacia las lineas celulares tumorales como hacia las normales (Fig. 6).

Es probable que la citotoxicidad desplegada por Appk y pEM-2 se base en un
mecanismo mediante el cual esta clase de péptidos sintéticos provocan dafo
en las membranas celulares como consecuencia de la combinacién de
residuos catidnicos e hidrofobicos, puesto que los residuos catidnicos pueden
actuar electroestaticamente con los grupos aniénicos de un sitio aceptor
(todavia desconocido), mientras que los residuos hidrofébicos y
especificamente los aromaticos podrian interactuar con y posiblemente
penetrar la bicapa de fosfolipidos, resultando en una desestabilizacion de la

membrana celular (Nufiez et al. 2001, Lomonte et al. 1999b, Papo et al. 2003).

A pesar de que ambos péptidos mostraron citotoxicidad hacia todas las lineas
celulares, el péptido Appk resultd ser significativamente mas téxico hacia las
lineas S-180, EMT6 y C2C12 (Fig. 7).

Pueden existir varias razones que expliquen el hecho de que Appk sea mas
toxico, entre estas, en un estudio realizado por Nunez et al. (2001), se
demuestra que Appk reproduce el efecto miotdxico de la toxina intacta, con lo
cual se convierte en el primer péptido sintético derivado de una FLA,, sin

modificar, con la capacidad de reproducir el efecto de la toxina madre in vivo.

Por otro lado, Chen et al. (1997), en un estudio realizado con cecropina B y

dos analogos (péptidos cationicos con actividad antitumoral provenientes de
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polillas) proponen que el hecho de tener un numero mayor de residuos
catidnicos podria aumentar la toxicidad de los péptidos. Es asi como, al
comparar las secuencias de ambos péptidos, se observa que Appk posee
siete residuos catidnicos, mientras que pEM-2 presenta seis residuos, es decir
que Appk posee un residuo catidnico adicional a la secuencia de pEM-2, lo

cual podria aumentar su toxicidad.

Ademas, cabe destacar que a pesar de que Appk posee residuos de tirosina
se podria especular que la fenilalanina presente en este incrementa el caracter
hidrofobico del péptido (Nufiez et al. 2001), ya que la tirosina es como la
fenilalanina pero con un grupo hidroxilo en su anillo aromatico, lo que lo hace
menos hidrofébico que la fenilalanina (Mathews y Van Holde 2002), por lo
tanto es posible que el incremento en el caracter hidrofébico de Appk puede

estar relacionado con su alto potencial en el dafio de la membrana celular.

Sin embargo, a pesar de que Appk mostré mayor citotoxicidad hacia las lineas
S-180, EMT6 y C2C12 en comparacion con pEM-2, el hecho de saber que a la
misma concentracion (250 pg) con la que se llevdo a cabo los modelos
tumorales murinos, este péptido reproduce el efecto miotdxico de la toxina
intacta in vivo, lo excluyé como tratamiento para el desarrollo de estos

modelos tumorales.

Como se indico en los resultados, solo en el modelo de carcinoma mamario
EMTG6 se observé una reduccion del 28% de las masas tumorales tratadas con
pEM-2, el cual fue el mismo para el grupo tratado con paclitaxel. A pesar de
que esta reduccion no fue estadisticamente significativa, los resultados
mostrados en la Fig. 11 muestran que existe una tendencia a la reduccion de

las masas tumorales luego de la administracion del péptido pEM-2.
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Pese a lo anterior, es posible que el hecho de que a los ratones se les
administrara la dosis (250 ug) de manera mas frecuente, por ejemplo todos los
dias en lugar de dia por medio (Chen et al. 2001), podria aumentar la
concentracion del péptido en el cuerpo del raton y por lo tanto habria una
mayor cantidad del péptido en el torrente sanguineo, con lo cual, las células
tumorales estarian en contacto con una mayor concentracién del péptido y en
este caso lo mas probable es que el porcentaje de reduccion obtenido sea

mucho mayor al determinado en este estudio.

Una ventaja que presentan estos péptidos frente a otros péptidos de esta
clase, por ejemplo ante dermaseptina o melitina (Kustanovich et al. 2002,
Perez-Paya et al. 1994) es que no son hemoliticos (Lomonte et al. 1999b), sin
embargo, es importante estudiar y analizar como mejorar la selectividad de
Appk y pEM-2, es decir que no sean citotdxicos contra las células normales

pero que despliegan una potente accion ante las células tumorales.

El hecho de que la toxicidad de los péptidos variara segun la linea celular
evaluada (p<0.05) (Fig. 8), podria basarse en que la discriminacién puede
estar relacionada con la composicion lipidica de la membrana celular, es decir,
fluidez, densidad de la carga negativa asi como el potencial eléctrico

transmembrana (Kustanovich et al. 2002).

En cuanto a este ultimo punto, se ha desarrollado una probable teoria de
discriminacion ya que en contraste con las células eucarioticas normales, las
cuales generalmente tienen bajos potenciales de membrana y cuya capa
exterior consiste casi exclusivamente de fosfolipidos zwitteridnicos, las
membranas celulares procariéticas y de células tumorales mantienen grandes
potenciales transmembrana y tienen un alto contenido de fosfolipidos
anioénicos en su capa exterior. Esta ultima propiedad permite que estos

péptidos se unan a estas membranas celulares cargadas negativamente,
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debido a su estructura anfipatica, permitiendo asi que muchos de estos
péptidos catidnicos prefieran dafar las membranas procaridticas y tumorales

ante las eucarioticas (Papo et al. 2002).

Ademas de la composicion de las membranas celulares el estudio de las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos como, composicion, estructura tri-
dimensional y la organizacién molecular en solucion asi como su interaccion
con las membranas celulares juega un papel muy importante tanto en la
definicién de la selectividad, asi como en la elucidacion del mecanismo
mediante el cual estos péptidos ejercen su actividad hacia las células

tumorales (Takeshima et al. 2002).

El mecanismo mediante el cual estos péptidos causan la muerte de las células
todavia permanece incierto, sin embargo existen varios postulados en los que
se considera que la asociacion de los péptidos provoque el desarrollo de poros
0 canales a través de la membrana celular, por otro lado, también existe la
posibilidad de que se de un recubrimiento de la membrana celular como
especie de una alfombra mediante la cual se logra desestabilizar los lipidos
contenidos en la membrana celular (Crucciani et al. 1991, Hung et al. 1999,
Kustanovich et al. 2002).

Una posible via mediante la cual estos péptidos antimicrobianos, como es el
caso de tachyplesin y un derivado de magainina 2, muestran actividad
antitumoral es por medio de la induccion de apoptosis (muerte celular
progamada) en las células tumorales. Este hecho se basa en que asi como
estos péptidos pueden interactuar con las membranas procariotas también
pueden interactuar con la membrana mitocondrial de las células eucariotas
(Chen et al. 2001, Takeshima et al. 2003); estudios recientes han indicado
que la mitocondria juega un papel critico en la regulaciéon de apoptosis de las

células eucariotas, por lo que las alteraciones de las mitocondrias resultan en
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la liberacion de proteinas como el citocromo ¢ y Samc, las cuales son
activadoras de caspasas, quienes a su vez son las disparadoras de la cascada
apoptética (Du et al. 2000, Li et al. 2000).

A pesar de que el mecanismo mediante el cual estos péptidos ejercen su
actividad aun no esta claro, lo que si se conoce es que no existen diferencias
de actividad entre los isomeros compuestos de aminoacidos D y los
enantidmeros L, lo cual quiere decir que su mecanismo de accion no esta
mediado por la interaccion de los péptidos con un blanco estereospecifico,
tales como proteinas receptoras o0 enzimas que sean reconocidas por los

péptidos (Kustanovich et al. 2002, Santamaria et al, datos no publicados).

Por otro lado, también se han estudiado péptidos compuestos tanto por
aminoacidos D como con aminoacidos L. Papo et al. (2003) consideran que
estos péptidos tienen mejor efecto que los compuestos formados solo por
residuos D o L, ya que al reemplazar ciertos residuos D por L en péptidos con
actividad litica tanto para células normales como para células tumorales; como
resultado estos péptidos perdieron su efecto citotdxico contra las células
normales e incrementaron su capacidad de permeabilizar las membranas

cargadas negativamente.

Parece ser concluyente en todos los estudios relacionados con las
propiedades de estos péptidos cationicos, la importancia de la carga e
hidrofobicidad como los principales factores involucrados en la lisis de
membranas celulares, asi como la significancia del contenido anidnico de la
membrana en la habilidad de los péptidos para inducir la lisis de la membrana
celular (Hung et al. 1999, Zasloff 2002).

48



CONCLUSIONES

Ambos péptidos ejercen actividad citotoxica tanto hacia las lineas celulares
tumorales como hacia las normales, es decir, que no hubo una selectividad

marcada hacia las lineas celulares tumorales.

El péptido Appk resultd ser significativamente mas téxico que el pEM-2
contra las lineas celulares S180, EMT6 y C2C12.

La reproduccion del efecto miotdxico de la toxina intacta por parte del péptido
Appk, asi como la carga positiva adicional y la presencia de fenilalanina,
podrian explicar el hecho de que Appk sea mas toxico que pEM-2 contra las

lineas mencionadas anteriormente.

La linea celular de mieloma P3X resultdé ser la mas susceptible frente al
péptido pEM-2, por lo que se espera que en el modelo tumoral murino in vivo

exista una reduccion tumoral significativa.

De los modelos tumorales desarrollados, Unicamente en el modelo del
carcinoma mamario EMT6 se produjo una reduccién en el peso de la masa

tumoral (28%), sin embargo esta no fue significativa.

A pesar de que la reduccion no fue significativa, indica que es posible que al
aumentar la frecuencia de las dosis del péptido se puede mantener una
mayor concentracion del péptido que esté en contacto con las células
tumorales, lo cual podria favorecer una mayor reduccién de las masas

tumorales.
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RECOMENDACIONES

En vista de que el modelo tumoral in vivo con el mieloma P3X no se
desarroll6 con éxito, seria un gran aporte a este estudio poder optimizar el
modelo con el fin de evaluar el potencial anti-tumoral de pEM-2 sobre esta

linea, ya que a nivel in vitro fue la linea mas susceptible a este péptido.
Para futuros estudios seria recomendable probar distintas vias de

administracion del péptido en los modelos tumorales murinos, con el fin de

optimizar aun mas el modelo.
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ANEXOS

Anexo 1. Informacién general de las lineas celulares utilizadas en este

estudio.
Linea celular N'ATCC Organo Tipo de célula Origen anmal

=] CRL- 6323 Fiel Melanoma huring
EMTE CRL-2775 Fecho Carcinoma Muring

P ax CRL-1580 Linfocitos B Mieloma Muring
5-180 TIB-BEB Fibrobhlasto Sarcoma Muring
C2C 2 CRL-1772 Msculo hiohlasto Muring
t-End* - Zapilares Endatelin buring

*Esta linea de endotelio fue transformada con el virus de polioma por Bussolino et

al. (1991).
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Anexo 2. Presentacion comercial de los péptidos Appk y pEM-2

Estos péptidos fueron sintetizados por la Compafiia estadounidense Synpep.
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Anexo 3. Hoja de informacién general correspondiente al péptido pEM-2.

Syn|Pep

The Peptide Quality Leader

Order Name:

Sequence:

Peptide Data Sheet

02-10-31-1-ICP

(d-K)-(d-K)~(d-W)-(d-R)-(d-W)-(d-W)-(d-L)-
(d-K)-(d-A)-(d-L)-(d-A)-(d-K)-(d-K)

Theoretical Mass: 1742.2
Mass Found: 1742.9
Amount Delivered: 100.0 mg
HPLC Purity: >95%
Date of Delivery: 12/10/2002

Solubility: dissolve 1mg of peptide in 1ml of water
Appearance: white powder
Lot number: 021C10311
UV Trace: confirmed
Sequence Confirmation: ~ NA
Peptide Content: NA
Comments: HPLC purified.
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Anexo 4. Espectrometria de masas realizada para el péptido pEM-2.

Applied Biosystems Voyager System 1042

Voyager Spec M=>BC=>8F0, T[BP = 1T42.5, T5]

% Inkonally
2

wiTe 1ag84 T 17672 s

TR

0
21340

hiode of operatan:
Exiracion mioda:
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Accalerating voltage:
Grid wilage:
Gl wira 0.
Extraction detay ima:
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CaBbration bype:
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Liorw mass gato:

Diigitizer start Hma:
Bin size:

Mumber of data paints:
Wartical scale:

Verticl affset:

Input bandwidih:

Samgie weil:

Piaie ID:

Sarial numbar;
Instrument name:
Plale type fenamea:
Lah name;

Absolute x-positon:
Ahsolute y-pasitian:
Relativa x-posston:
Relativa y-positiion:
Shiots in specine
Spurcs pressudng;
Mirror pressure:
TLZ prossure:

TIS gate width:

TIZ Night kangth:

Linmar
Dialayan
Pasitive
Manual

20000 W
Eai
Q05%
100 nse

1200 - 2200 Da

Slispectum

15040

A0k

Dwfauli
a-Cyang-4-nydraxycinnarmic a
&10 Da

1540

2 nSec
3BES
S000 mi
0%

150 MHz

5]

PLATEZ

1042
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GO AGERLION weall plate.
PE Biosyslams

117472
121g4
D315
116542

31

1. 5eSa-007
Q

0.01147
a0

G0)

El pico mas grande corresponde a la masa del péptido, 1742.9 Daltons.
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Anexo 5. Hoja de informacién general correspondiente al péptido Appk.

SynjPep

The Peptide Quality Leader

Order Name:

Sequence:

Peptide Data Sheet

02-7-19-1-ICP
(d-Lys)-(d-Lys)-(d-Tyr)-(d-Lys)-(d-Ala)-(d-Tyr)
-(d-Phe)-(d-Lys)-(d-Leu)-(d-Lys)-(d-Cys)-
(d-Lys)-(d-Lys)

Theoretical Mass: 1676.2
Mass Found: 1677.0
Amount Delivered: 16.0 mg
HPLC Purity: >95%
Date of Delivery: 8/19/2002

Solubility: Dissolve 1mg of peptide in 1ml of water
Appearannce: white fluffy powder

Lot number: 02IC7191

UV trace: Confirmed

Peptide Content: NA

Comments: HPLC Purified.
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Anexo 6. Espectrometria de masas realizada para el péptido Appk.

DI
ISV

OR
RO
M1
RE1
DM1
R1
L7
R2
M3
RE3
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RX
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cC
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ISv
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1
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1.3
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+Profile Q1SCAN Reconstruct 1

Charge agent: 1, Fenn method
ICP27191 - 8/16/2 - 10:24 AM
No Title

1 peak
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50+

Relative Intensity (%)
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L1
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S

Lotk i ey | "

1200 1300 1400 Am.oo ,_mﬂoo

1700

Molecular Weight

1800 1900 mo.oo 21 .oo

El pico mas grande corresponde a la masa encontrada del péptido, 1677 Daltons.
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de la enzima LDH (I parte).

Anexo 7. Manual de uso correspondiente al kit utilizado para medir la actividad

LDH-P I\ 8

Método UV optimizado (SFBC) para la determinacion
de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La determinacion de la actividad de lactato deshidrogenasa
(LDH) en suero, tiene una gran variedad de aplicaciones
clinicas. En el caso del infarto agudo de miocardio (IAM), la
actividad de LDH total (junto con las de CK y GOT) constitu-
ye un elsmento importante de diagndstico. La misma co-
mienza a aumentar de 12 a 24 horas después de producido
al infarto; alcanza un pico entre las 48 - 72 horas y perma-
nece elevada hasta el septimo o décimo dia. Por otra parte,
también se registra un aumento de la actividad de LDH total
en pacientes con necrosis hepatica (preducida por agentes
téxicos o por infecciones agudas como la hepatitis viral) e
incluso acompanando a necrosis tubular renal, pielonefritis.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Basado en el siguiente esquema de reaccion:

LDH
Piruvato + NADH + H* = L-lactato + NAD*
Las concentraciones del ensayo estan optimizadas de
acuerdo a la Sociedad Francesa de Biclogia Clinica (SFBC).

REACTIVOS PROVISTOS

Buffer: sclucion de buffer Tris, pH 7,2 conteniendo piru-
vato y cloruro de sodio.

Sustrato: viales conteniendo NADH.

Concentraciones finales (segun SFBC)
Tris 80mM, pH7,2
1.6 mmol/l
0,2 mmol/l

200 mmol/

INSTRUCCIONES PARA SUUSO

Buffer: listo para usar.

Sustrato: agregar el volumen de Buffer indicado en el
rotulo a un vial de Sustrato. Tapar y agitar suavemente por
inversién hasta disolucién completa. Fechar.

PRECAUCIONES
Los reactivos son para usc diagndstico "in vitro".

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-
10°C) hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.
Sustrato reconstituido: estable 21 dias en refrigerador
(2-10°C) o 3 dias a temperatura ambiente a partir del mo-
mento de su reconstitucion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Cuando el espectrofotémetro ha sido llevado a cero con
agua destilada, lecturas de absorbancia del Sustrato re-
constituido inferiores a 0,800 D.O. o superiores a 1,800
D.O. {a 340 nm) son indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: se debe obtener suerc de la manera usual
y separar del codagulo dentro de las dos horas de su obten-
cidn. También puede usarse plasma.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea
plasma, debe usarse heparina como anticoagulante.

c) Sustancias interferentes conocidas: las muestras
con hemolisis visible o intensa pueden producir valores
falsamente aumentados por lo que no deben ser usadas.
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento:
la muestra debe ser preferentemente fresca. La LDH es
estable hasta 24 horas en refrigerador. No congelar.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.

- Material volumetrico adecuado.

- Bano de agua a la temperatura indicada en el procedi-
miento a seguir.

- Crondémetro.

CONDICIONES DE REACCION

(Disminucion de absorbancia)

- Longitud de onda: 340 nm (Hg 334 ¢ 366)

- Temperatura de reaccion: 25, 30 ¢ 37°C. Ver los VALO-
RES DE REFERENCIA correspondientes a cada tempera-
tura.

- Tiempo de reaccidn: 3 minutos y 30 segundos.

- Los volimenes de muestra y reactivo se pueden reducir
proporcionalmente sin que varien los factores de calculo.

PROCEDIMIENTO

A) 25°C
En una cubeta mantenida a la temperatura de trabajo,
colocar:

Sustrato reconstituido aml

]
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El método se basa en la liberacidén de la enzima por las células dafiadas debido a la
accion del péptido sobre ellas. La actividad de la enzima se lee a 340 nm en un

espectrofotometro.
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de la enzima LDH (Il parte).

Preincubar unos minutos, luego agregar:

Muestra 100 ul

Mezclar inmediatamente y disparar simultaneamente el
crondmetro. Esperar 30 segundos. Leer la absorbancia
inicial {ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO) y luego
alos 1, 2y 3 minutos de la primera lectura. Determinar la
diferencia promedio de absorbancia/min (AA/min), res-
tando cada lectura de la anterior y promediando los va-
lores. Utilizar este promedio para los calculos.

B) 30-37°C

I- MACROTECNICA
Emplear 50 ul de Muestra, siguiendo el procedimiento
indicado en A).

Il-MICROTECNICA
Emplear 20 ul de musstra y 1,0 ml de Sustrato recons-
tituido siguiendo el procedimiento indicado en A).

CALCULO DELOS RESULTADOS

LDH (U/l) = AA/min x factor

En cada caso debera emplearse el factor de calculo corres-
pondiente de acuerdo a la temperatura de reaccion seleccio-
nada (30-37°C o 25°C) y a la técnica empleada (micro o ma-
crotécnica) come se indica en la siguiente tabla de factores:

Temp. 30-37°C
i 25:C
L. onda I I
340 nm 4.921 9.683 8.095
334 nm 5.016 9.871 8.253
366 nm 9.118 17.941 15.000
VALORES DE REFERENCIA
Temperatura 25°C 30°C (*) 37°C (")
Valores (UN) 120-240 160-320 230-460

(") Calculades

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus pro-
pios valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Wer Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

- Absorbancia inicial baja: cuando una vez agregado el
suero, la primera lectura (tiempo 0) es inferior a 0,800
D.0O. estando el sustrato en condiciones, indica una muestra
con muy alta actividad de LDH {gue consume NADH aun
antes de esta lectura). En este caso, repetir la determina-
cion con muestra diluida 1/10 con solucién fisioldgica y
multiplicar el resultado por la dilucién efectuada.

- La humectacion es causa de deterioro del Sustrato.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente repli-
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cados de una misma musstra, se obtienen los siguientes
valores:

Nivel D.S. Cc.v.
438 U1 +5,14 U 117 %
683 U/ 7,99 U/ 117 %

b) Limite de deteccion: depende del espectrofotometro
empleado y de la longitud de onda. De acuerdo con |a sen-
sibilidad requsrida, en espectrofotémetro a 340 nm (Hg 334
0 366), con cubetas de caras paralelas de 1 cm de espesor,
reproducibilidad £ 2 nm, luz espuria = 0,5% y semiancho de
banda < 8 nm, para un AA/min de 0,001, el minimo cambio
de actividad detectable serd de 5 U/l (a 340 nm y a 25°C).
¢) Rango dindmico: el rango Util de lectura se extiende
hasta 0,200 D.O. AA/min (a 340 nm y 25°C). Sila AA/min es
superior a 0,200 D.O. (340-334 nmy 25°C) 0 0,100 D.O. (366
nmy 25°C), repstir la determinacion con muestra diluida 1/5
6 1/10 con solucién fisioldgica, corrigiendo consecuente-
mente los resultados.

PARANMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Longitud de onda primaria ..., 340 nm

Longitud de onda secundaria (bicromatica) 380 nm
Tipo de reaccion ... cinética
Direccidn de la reaccién disminuye

Temperatura de reaccion ..
Relacion muestra/reactivo ...
Tiempo de equilibrio ..
Tiempo de retardo .
Tiempo de lectura
Abscrbancia de blanco .........
Limite de absorbancia ..
Valor normal inferior
Valor normal superior
Linealidad
Factor (paso de luz 1 cm)
Coef. extincion molar (g

... 3 segundos
.40 segundos
60 segundos
..... = 0,700 D.O.

6,3 [l x mmal! x cm]
Para las instruccionss de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

aa0)

PRESENTACION
-3 x 20 ml (Cod. 1521303).
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Anexo 9. Cepas de ratones utilizados en los modelos tumorales in vivo.

Para poder realizar la inoculacion de las células B16 y EMT6 de manera

subcutanea, se tuvo que rasurar el lomo de los ratones.
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Anexo 10. Diagrama de un hemocitémetro de Neubauer.
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muertas de manera que se pueden distinguir de las células viables.
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Anexo 11. Caracteristicas generales del paclitaxel.

MNombre generco Paclitaxel
Descubrimiento 1862
Farmula ermpirica CTHEIND14
FPeso Molecular BoaH

Fropiedades fisico-
quimicas

Crigen

hecanismo de accian

Actividad
Efectos adversos

Dosis

Farmula estructural

Altarrente lipofilico, insoluble en agua v es estable entre 20-28°C

Matural, del arbol Taxus brevifolis

Agente antimicrotibulo gue prormueve el ensamblamiento de los
microtabulos, 1o cual resulta enuna rearganizacion esencial para las
funciones de la mitosis celular, detiene |a praliferacion incontrolada de
las celulas tumorales.

{Zancer de mama, pulman, ovario, prostata.

Cardiovascular, dermatoldgico, gastrointestinal, hematolagicos,
hepatico, embiotoxico v fetotdxica

Depende del paciente

taxol

Esta droga constituye un agente anti-tumoral ampliamente utilizado como

tratamiento

de distintas clases de tumores.
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