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RESUMEN

Antecedentes: Mediante estudios bioinformaticos se identificO dentro de la
proteina antimicrobiana LALF (Factor anti-LPS) del “Limulus poliphemus”, el
péptido comprendido entre los aminoacidos 32-51, como un péptido de unién al
lipopolisacarido bacteriano (LPS). Los péptidos cationicos antimicrobianos son
toxicos a las bacterias pero no a las células normales de mamiferos y muestran un
amplio espectro de actividad citotoxica contra las células de cancer, como es el
caso del péptido LALF325. Con el objetivo de estudiar los aminoacidos
involucrados en ambas actividades biologicas, disefiamos una libreria quimica de
péptidos mediante un barrido de alanina, a partir de la secuencia del LALF3;.5;.
Resultados: El estudio de la libreria quimica de péptidos obtenidos a partir de la
secuencia del LALF325 evidencido que la capacidad de unir LPS no estaba
asociada al efecto antitumoral. Ademéas nos permitié identificar que la sustitucion
de la Tyr en la posicidon 2 por Ala aumenta el efecto citotéxico, mientras que los
aminoacidos Phe8, Lys12 y Trp20 son esenciales para la actividad antitumoral.
Estos hallazgos nos permitieron el disefio racional de un nuevo péptido L-2 con
mayor efecto antitumoral en modelos murinos de tumores y con capacidad de
penetracion a las células. Se describen por primera vez un conjunto de genes
expresados diferencialmente que regulan la actividad citotoxica del nuevo péptido
antitumoral disefiado y la induccién de apoptosis en el tumor por el tratamiento con
el péptido. Los resultados de estos trabajos estan contenidos en una publicacién
en J. Peptide Science y la patente "Péptidos con capacidad antitumoral e
inmunomoduladora” otorgada en Europa (1992638 B1); México (282158 B1l);
Rusia (2403-154287 RU/253); USA (US 8,283,324); Australia, China e India. Los
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resultados han sido presentados en eventos cientificos internacionales.
Conclusiones: Estos resultados avalan el empleo de una libreria quimica para el
disefio racional de nuevos péptidos citotoxicos con potencialidades en el
tratamiento del cancer.

COMUNICACION CORTA

Introduccion

A pesar de los avances médicos en oncologia a nivel mundial el cancer continta
como la segunda causa de muerte, superado solamente por las enfermedades
cardiovasculares. Cada afio en Cuba fallecen unas 19 mil personas debido a
tumores malignos y se diagnostica un promedio de 29 mil nuevos casos. El cancer
es la primera causa de muerte de 15-49 afios de edad (tasa de 32.5 /100 000
habitantes), y de 50-64 afos (tasa de 290 /100 000 habitantes), segun Anuario
Estadistico de Salud 2010, Cuba.

El desarrollo de nuevos farmacos cada vez mas selectivos y efectivos, que
minimicen su toxicidad y que puedan usarse en combinacidon con la terapia
estandar constituye un reto en la actualidad. Dentro de este contexto, los péptidos
estan emergiendo como una importante alternativa terapéutica para las pequefias
moléculas “small molecules” (del inglés). Los péptidos terapéuticos
tradicionalmente se han derivado de tres fuentes: péptidos bioactivos producidos
por plantas o animales, péptidos aislados de librerias recombinantes, y péptidos
descubiertos de librerias quimicas. El uso de péptidos tiene ventajas sobre otros
tipos de moléculas utilizadas en la actualidad en la terapia del cancer. Debido a
que los productos de la degradacion de los péptidos son aminoacidos se minimiza
el riesgo de toxicidad sistémica, son bien tolerados y tienen una alta especificidad
y selectividad por las células tumorales comparado con los tratamientos
quimioterapeulticos. Son pequefios, menos inmunogénicos Yy tienen mayor
penetrabilidad respecto a los anticuerpos y las proteinas. Son relativamente
sencillos de disefiar y modificar. La mayor parte de los péptidos antitumorales han
sido aislados de fuentes naturales. Otra estrategia fundamental en la identificacion
de péptidos antitumorales lo constituye el uso de bibliotecas combinatorias
quimicas o recombinantes de péptidos, con afinidad a ligandos de las rutas
tumorales capaces de bloquear funciones como la interaccion de receptores, la
adhesion celular y la metastasis. Mediante estudios bioinformaticos se identifico
dentro de la proteina antimicrobiana LALF (Factor anti-LPS) del “Limulus
poliphemus” el péptido comprendido entre los aminoacidos 32-51 como un péptido
de union al lipopolisacarido bacteriano (LPS). Los péptidos catidnicos
antimicrobianos son toxicos a las bacterias pero no a las células normales de
mamiferos y muestran un amplio espectro de actividad citotoxica contra las células
de cancer, como es el caso del péptido LALF32.5:. Con el objetivo de estudiar los
aminoacidos involucrados en ambas actividades biologicas, disefiamos una
libreria quimica de péptidos, mediante un barrido de alanina, a partir de la
secuencia del LALF32.5;.
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Importancia del trabajo:

Los resultados presentados en este documento tienen una gran relevancia
cientifica. Por primera vez se describe la utilizacion de una libreria quimica en la
seleccién de un nuevo péptido proapoptotico con potencialidad en la terapia del
cancer. El estudio de la libreria quimica de péptidos obtenidos a partir de la
secuencia del LALF325 evidencio que la capacidad de unir LPS no estaba
asociada al efecto antitumoral. Ademéas nos permitié identificar que la sustitucién
de la Tyr en la posicidon 2 por Ala aumenta el efecto citotéxico, mientras que los
aminoacidos Phe8, Lys12 y Trp20 son esenciales para la actividad antitumoral.
Estos hallazgos nos permitieron el disefio racional de un nuevo péptido L-2 con
mayor efecto antitumoral en modelos murinos de tumores y con capacidad de
penetracion a las células. Se describen por primera vez un conjunto de genes
expresados diferencialmente que regulan la actividad citotoxica del nuevo péptido
antitumoral disefiado y la induccién de apoptosis en el tumor por el tratamiento con
el péptido. Los resultados de estos trabajos estan contenidos en una publicaciéon
en J. Peptide Science y la patente "Péptidos con capacidad anti-tumoral e
inmunomoduladora” otorgada en Europa (1992638 B1); México (282158 B1l);
Rusia (2403-154287 RU/253); USA (US 8,283,324); Australia, China e India. Los
resultados han sido presentados en eventos cientificos internacionales. Desde el
punto de vista practico, los resultados avalan el empleo de una libreria quimica
para el disefio racional de nuevos péptidos citotoxicos con potencialidades en el
tratamiento del cancer.

Resultados:

Seleccién de péptidos que pierden su capacidad de asociacion al LPS,
conservan su penetrabilidad celular y presentan actividad citotéxica. Para
estudiar los aminoacidos relacionados con la capacidad de asociaciéon a LPS y la
actividad antitumoral disefiamos una libreria quimica de péptidos usando un
barrido de alanina partir de la secuencia del LALF3,5; (figura 1B). Los resultados
en la figura 1A, demostraron que los péptidos denominados L-2, L-8, L-12 y L-20
pierden la capacidad de unién a LPS manteniendo su capacidad de penetracion a
células (figura 1C). Ademas se demostré que los péptidos L-2, L-8, L-12 y L-20
fueron efectivos en cuanto a la capacidad de inhibir la progresion del tumor y
aumentar la supervivencia de los ratones en un modelo murino de tumor. Los
resultados evidencian que el péptido analogo L-2 aumenta significativamente (p<
0.001) la supervivencia de los animales en comparacion al péptido LALF32-51
(figura 1D). El estudio del barrido de alanina a partir de la secuencia del LALF35.51
evidencio que la capacidad de unir LPS no estaba asociada al efecto antitumoral.
Ademas nos permitié identificar que la sustitucion de la Tyr en la posicion 2 por Ala
aumenta el efecto citotoxico, mientras que los aminoacidos Phe8, Lys12 y Trp20
son esenciales para la actividad antitumoral. Estos hallazgos nos permitieron el
disefio racional de un nuevo péptido L-2 con mayor efecto antitumoral en modelos
murinos de tumores y con capacidad de penetracion a las células.
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La caracterizacion del perfil de expresion diferencial del péptido L-2 mediante
ensayo de Hibridacion Substractiva por Supresion demostro que el péptido inhibe
importantes procesos bioldgicos de las células de cancer como la reparacion del
ADN, la angiogénesis y la mitosis. Resulta interesante la reduccion de la expresion
de tres genes de la ruta de la Glicolisis (PDGK1, PGM y ENO1) que pueden
explicar el arresto del ciclo celular y la apoptosis de las células tumorales tratadas
con el péptido L-2.

El analisis por citometria de flujo de las células tumorales tratadas con el péptido
L-2 demostré ausencia del pico G2/M, acumulacion del ADN en la fase S y un
incremento significativo del pico sub-G1 caracteristico de muerte celular.
Adicionalmente la administracion del péptido L-2 a ratones portadores de un
tumor, evidencié una disminucion de la masa tumoral que correlacioné con
apoptosis del tumor, evaluado por ensayo de TUNEL.
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Figura 1: (A) Efecto de los péptidos sobre la capacidad de unir lipopolisacarido bacteriano (LPS). La unién de
los péptidos analogos al LPS fijado en la superficie sélida se evalué por competencia directa con el péptido
LALF 32-51 marcado con biotina a una concentracion de 0.2 pM. (B) Péptidos disefiados a partir del barrido
de alanina del LALF 32-51. (C) Capacidad de penetracion celular. Las células fueron incubadas con ioduro de
propido y los péptidos con FITC. (D) Porciento acumulativo de supervivencia en modelo de tumor TC-1.
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Conclusiones: Estos resultados avalan el empleo de una libreria quimica para el
disefio racional de nuevos péptidos citotoxicos con potencialidades en el
tratamiento del cancer.

Publicaciones

1. Maribel G. Vallespi, Julio R. Fernandez, Isis Torrens, Isbel Garcia, Hilda Garay,
Osmani Mendoza, Milaid Granadillo, Viviana Falcon, Boris Acevedo, Raimundo
Ubieta, Gerardo E. Guillen y Osvaldo Reyes. Identification of a novel antitumor
peptide based on the screening of an Ala-library derived from the LALF32-51
region. J. Pept. Sci. 2010; 16: 40-47.

2. Guerra Vallespi, Maribel; Torréns Madrazo, Isis del Carmen; Reyes Acosta,
Osvaldo; Garay Pérez, Hilda Elisa; Guillen Nieto, Gerardo Enrique; Acevedo
Castro, Boris Ernesto; Ubieta GoOmez, Raimundo. Péptidos con capacidad
antitumoral e inmunomoduladora. Otorgada en Europa (1992638 B1); México
(282158 B1); Rusia (2403-154287 RU/253); USA (US 8,283,324); Australia, China
e India.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 6



