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RESUMEN

Editor  Introduccion: El CIGB-552 es un péptido sintético que ha demostrado ser eficaz para reducir
Lisset Gonzélez Navarro el tamafo del tumor en modelos animales. La actividad antitumoral del péptido se debe a
Academia de Ciencias de Cuba. su capacidad de penetracion celular y unién a la proteina COMMDT1. Esta proteina modula
La Habana, Cuba |55 yias de sefializacion de los factores de transcripcién NF-kB y HIF-1, que son importantes
para la supervivencia de los tumores. La optimizacion quimica de un péptido terapéutico
Darwin A Arduengo Garofa se basa en estudios de relacion estructura-funcion. Objetivo: Profundizar en la relacion de
Academia de Ciencias de Cuba. la estructura del CIGB-552 con las propiedades antitumorales. Métodos: La unién a la pro-
La Habana, Cuba teina COMMD?1 se evalud mediante test ELISA de competencia y resonancia de plasmones
superficiales. Los ensayos de internalizacién se realizaron mediante microscopia confocal y
citometria. La capacidad inhibitoria de NF-kB y HIF-1 dependiente de COMMD1 se evalud en
lineas celulares de inactivacion gendmica para COMMD1 y sus parentales. Resultados: Los
metabolitos del CIGB-552 no se unen a COMMDT1, tienen menor capacidad de penetracion
y no activan la apoptosis. Tanto el mecanismo de endocitosis como la transduccion estan
involucrados en la internalizacion del CIGB-552 en las 3 lineas celulares evaluadas. Se con-
firma que las propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas del péptido CIGB-552 son
mediadas a través de COMMD?1 y no estan presentes en el péptido CIGB-550. Conclusiones:
El péptido CIGB-552 contiene la secuencia de aminoacidos minima y necesaria que le con-
ceden las propiedades de penetracion celular, union a su blanco especifico y propiedades
proapoptoticas, antiinflamatorias y antiangiogénicas que lo convierten en un péptido con

propiedades anticancerigenas novedosas.
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Contributions to the knowledge of the structure-function rela-
tionship in the antitumor activity of the CIGB-552 peptide

ABSTRACT

Introduction: CIGB-552 is a synthetic peptide that proved to be effective in reducing tumor
size in animal models. The antitumor activity of the peptide is due to its cell penetration ca-
pacity and binding to the COMMD1 protein. This protein modulates the signaling pathways of
the transcription factors NF-kB and HIF-1, that are important for tumor survival. The chemical
optimization of a therapeutic peptide is based on structure-function relationship studies. Ob-
jective: To deepen the relationship of the structure of CIGB-552 with the antitumor properties.
Methods: It was evaluated the binding to the protein COMMD1 by test ELISA and surface
plasmon resonance. They were performed internalization assays by confocal microscopy and
cytometry. The inhibitory capacity of NF-kB and HIF-1 dependent on COMMD1 was evalua-
ted in cell lines with genomic inactivation for COMMD1 and their parents. Results: CIGB-552
metabolites do not bind to COMMDT1, have a lower penetration capacity and do not activate
apoptosis. Both the endocytosis and transduction mechanisms are involved in the interna-
lization of CIGB-552 in the 3 cell lines evaluated. It is confirmed that the anti-inflammatory
and anti-angiogenic properties of the CIGB-552 peptide are mediated through COMMD1 and
are not present in the CIGB-550 peptide. Conclusions: The CIGB-552 peptide contains the
minimum and necessary amino acid sequence that grants it the properties of cell penetration,
binding to its specific target, proapoptotic, anti-inflammatory and anti-angiogenic that make it

a peptide with novel anticancer properties.

Keywords: cell penetration peptide; CIGB-552; metabolites; COMMD1; NF-kB

INTRODUCCION

Los péptidos de penetracion celular (CPP, del inglés cell
penetration peptides) se definen como pequefias moléculas
gue son principalmente cationicas, con un rango de 5 a 30
aminoacidos, capaces de penetrar las células con o sin la me-
diacién de un receptor. " En particular, ya se ha informado
que los péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés anti-mi-
crobial peptides) promueven efectos antitumorales, dada su
capacidad para identificar células malignas. @ Dicho recono-
cimiento se basa en interacciones electrostaticas favorecidas
por el aumento de componentes cargados negativamente en
la superficie externa de las células malignas. @

La estrategia de optimizacion quimica de un péptido tera-
péutico se basa en estudios de relacion estructura-funcion de
derivados peptidicos con el objetivo de mejorar la biodisponibi-
lidad, reducir la eliminacion y la biodegradacion, y aumentar la
selectividad o afinidad por su receptor o diana. @ El CIGB-552
es un péptido optimizado derivado del péptido CIGB-550 que se
corresponde con la secuencia de aminoacidos de la region 32-

57 de la proteina LALF del cangrejo cacerola (Limulus polyphe-
mus). Es un ejemplo de un péptido sintético derivado de AMP
con capacidad de penetracion celular y de producir un efecto
citotdxico al aumentar los niveles de apoptosis de las células
malignas. ®®7) Promueve especificamente la estabilizacion de
la proteina COMMD?1, una proteina relacionada en la homeos-
tasis del cobre, el transporte de sodio y las vias de sefalizacion
de NF-kBy HIF-1. 8219 |_os estudios de silenciamiento de COM-
MD1, mediante shRNAI, demostraron que su expresion era ne-
cesaria para producir efectos proapoptéticos en la linea celular
derivada del carcinoma de pulmon NCI-H460. ©

Cuando se expone al suero de ratones BALB/c, el CIGB-552
muestra un patrén tipico de degradacion de serina proteasa del
que se derivan varios metabolitos. De estos metabolitos (3), el
17aa, 14aay 10aa, son el metabolito de cuya primera caracte-
rizacion mostré una disminucion en su capacidad de penetra-
cion celular en las lineas celulares tumorales NCI-H460 y HT-29
en comparacion con CIGB-552. ) Sin embargo, no se caracteri-
zaron completamente las propiedades de estos metabolitos, lo
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cual es de importancia para el conocimiento de su contribucion
a la actividad del péptido CIGB-552.

Los mecanismos de internalizacion utilizados por los
CPP se han estudiado ampliamente en una variedad de lineas
celulares. Se han implicado 2 mecanismos diferentes para la
internalizacion de los CPP: endocitosis y transduccion directa
a través de la membrana. (127319 No se contaba con datos
del CIGB-552 sobre su capacidad de penetracién celular, los
mecanismos involucrados y su relacion con la sensibilidad en
lineas celulares tumorales de origenes diferentes, por lo que
su estudio fue de interés.

Por ello, teniendo en cuenta los planteamientos an-
teriores, en este trabajo se compara las propiedades fisi-
coquimicas, los efectos proapoptéticos, la capacidad de
union a COMMD?1 y los mecanismos de internalizacion del
péptido CIGB-552 y sus metabolitos principales. Por otra
parte, no se habian estudiado comparativamente la capa-
cidad de inhibir las vias de sefializacion de NF-kB y HIF-1
del CIGB-552 y su péptido parental CIGB-550 asi como la
relacion con la expresion de COMMDT, lo cual resulta re-
levante para comprender la relacién estructura-funciéon de
ambos péptidos. Con este trabajo se demostro que el pép-
tido CIGB-552 contiene la secuencia de aminodcidos mini-
ma y necesaria que le conceden las propiedades de pene-
tracion celular, union a su blanco especifico, y propiedades
proapoptdticas, antiinflamatorias y antiangiogénicas que
lo convierten en un péptido con propiedades anticanceri-
genas novedosas. El objetivo del trabajo es profundizar en
la relacién de la estructura aminoacidica del péptido CIGB-
552 con sus propiedades antitumorales que nos permitan
en un futuro realizar disefios optimizados del péptido con
una mayor actividad bioldgica.

METODOS

El presente trabajo es un estudio explicativo que profun-
diza en la relacién estructura funcion del péptido CIGB-552
y sus propiedades bioldgicas. El estudio fue realizado como
parte de una colaboracion entre el Centro de Ingenieria Ge-
nética y Biotecnologia, de La Habana, Cubay el Instituto Pas-
teur de Montevideo. Montevideo, Uruguay. Los estudios se
realizaron entre los afios 2015y 2020.

Reactivos y quimicos

A menos que se indique, los productos quimicos utiliza-
dos se compraron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
Los medios de cultivo, el suero fetal bovino (FBS) y los con-
sumibles para el cultivo celular se obtuvieron de Life Techno-
logies (Carlsbad, CA, EE. UU.), GE Healthcare y Greiner. Todos
los reactivos para la sintesis de péptidos fueron de grado de
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sintesis. Los reactivos para la cromatografia eran de grado de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Lineas celulares y medios de cultivo

Las células MCF-7 (ATCC, HTB-22) se cultivaron en
DMEM suplementado con Glutamax y FBS al 10 % (v/v). Las
células HT-29 (ATCC, HT-38), H460 (ATCC, HTB-177), H460-
NF-kB-hrGFP 2G6, y HT-29-NF-kB-hrGFP ES se cultivaron en
RPMI suplementado con Glutamax y FBS al 10 % (v/v). 19 Las
células se propagaron de forma rutinaria en frascos de cultivo
de tejidos de 25 cm? 0 75 cm? a 37 °C, 5 % de CO, en una in-
cubadora humidificada hasta alcanzar aproximadamente un
70 % de confluencia. Las células se tripsinizaron, se ajusto
la concentracién y se sembraron de acuerdo a las diferentes
condiciones experimentales.

Sintesis de péptidos

El péptido CIGB-550, CIGB-552 y sus metabolitos analo-
gos se sintetizaron en fase sdlida y se purificaron mediante
HPLC de fase inversa hasta una pureza mayor que 95 % y se
confirmaron mediante espectrometria de masas por pulve-
rizacion de iones (Micromass, Manchester, Reino Unido). El
fluoroforo de carboxifluoresceina se unio selectivamente me-
diante un enlace amida al extremo N de las secuencias pepti-
dicas durante la sintesis. (161718)

ELISA competitivo

Se recubrieron placas de poliestireno (Costar, EE.UU.)
con proteina recombinante COMMD1 (10 pg/mL) en tampdn
de recubrimiento (NaCO3/NaHCO3 pH = 9,6) y se incuba-
ron durante la noche a 4 °C. Todos los lavados se realizaron
con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 1X 0,1 %
Tween-20. Las placas se bloquearon con leche al 1 % (p/v) en
PBS 1X 2 h a 37 °C y luego se lavaron 4 veces. Las curvas
de concentracion de los metabolitos se prepararon realizando
diluciones seriadas (1:2) en un rango de 10 upM a 0,005 uM y
se agregaron a las placas ELISA recubiertas con COMMD?1
recombinante junto con el CIGB-552 biotinilado a 0,021 uM.
Las placas se incubaron 1 h a 37 °C y se lavaron 5 veces. Se
us6 anticuerpo antibiotina-peroxidasa (Sigma A4541), a una
dilucion de 1:5000, para detectar el CIGB-552 biotinilado unido
a COMMD1. La absorbancia se midio a 450 nm en un lector
de microplacas (SUMA).

Procedimiento experimental de resonancia de
plasmon superficial

La interaccion entre la proteina de fusién His6-COMMD!1
y los péptidos fue monitoreada por SPR usando un BIACORE
X (GE Healthcare) a 25 °C en un modo multiciclo. La proteina
His6-COMMD1 se inmovilizd en un chip biosensor NTA (GE
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Health care). La respuesta en tiempo real se registré por dupli-
cado en un rango de concentracion de 15 nM a 2000 nM, a un
caudal de 10 pL/min durante 120 s, mientras que la disocia-
cion se produjo durante otros 120 s. El tampdn de ejecucion
fue PBS (pH = 7,2). Después de cada ciclo, el chip se regene-
ré utilizando un tampon de glicina de pH = 2,0. La constante
de disociacién de equilibrio (afinidad de unién, KD) se estimo
con el software BlAe Evaluation® (GE Healthcare) utilizando
el modelo de interaccion Langmuir 1:1. Se tomaron en cuenta
al menos 5 curvas para los calculos de cinética.

Ensayo de internalizacion y localizacién mediante
microscopia confocal

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos
(1 x 105 células/pocillo) y se cultivaron en DMEM o RPMI
suplementado con Glutamax, FBS al 10 % (v/v), a 37 °C
durante 24 h. Para aquellas muestras en las que se ana-
lizd la internalizacion mediante microscopia, se colocaron
cubreobjetos redondos en los pocillos antes de la siem-
bra celular. Para la tincion del endosoma temprano, se
usé CellLight® Early Endosomes-RFP BacMam 2.0 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) a una concentracion
de 20 particulas por célula y se incubd durante la noche.
Posteriormente, se afadid FITC-CIGB-552 a las células
hasta una concentracion final de 5 uM o0 50 uM y se incubd
durante 1 h 4 °C o0 37 °C. Todas las imagenes se tomaron
con el microscopio confocal laser Leica TCS SP5 equipado
con un objetivo de inmersion en aceite 63X NA 1.42 (Lei-
ca Microsystems, Wetzlar, Alemania). En la evaluacion de
la intensidad de la fluorescencia tanto en el citoplasma
como en los nucleos, se tomaron imagenes en condiciones
idénticas (potencia del laser, voltaje del fotomultiplicador,
promedio de linea y cuadro y zoom) para todas las lineas
celulares y se usaron 10 secciones opticas individuales en
el andlisis. Para los ensayos de microscopia, las células se
fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4 % (p/v) durante 15
min, se permeabilizaron con una solucién de Tween (20 %
al 0,2 %) v/v en PBS, los nucleos se tifieron con TOPRO-3
(1 uM, Life Technologies) y el marcador de membrana Ce-
[IMaskTM (1:2000, Life Technologies). Para la inmunode-
teccion de COMMD1 se afiadio el anticuerpo primario mo-
noclonal de raton anti-COMMD1 (1:550, H00150684-M0T,
Abnova, Taipei, Taiwdn) y se incubd durante la noche a
4 °C. Se realizaron 3 pasos de lavado usando 0,2 % (v/v)
Solucién de Tween 20 en solucion de PBS, se agregé an-
ticuerpo secundario Goatanti-Mouse 1gG (H+L), Alexa 488
conjugado (Life Technologies) diluido 1:1000 en BSA-PBS'y
se incubd por 1:30 h, finalmente los nucleos se tifieron con
Hoescht 33342.

Ensayo de internalizacion mediante citometria de
flujo

Para la lectura de citometria de flujo se eliminé el medio
de cultivo, las células se lavaron con solucion salina tampo-
nada con fosfato (PBS) y el péptido FITC unido a la superficie
se inactivo con una solucién de azul tripan al 0,4 % (p/v). Las
células se tripsinizaron y las muestras se adquirieron usando
un citometro de flujo Cyan ADP equipado con un laser de 488
nmy un filtro de emision FL1 (530/40 nm). Para la adquisicion
y el andlisis de datos se utilizaron los softwares Summit v4.3
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.) y FlowJo v.7.6.5 (BD,
Ashland, OR, EE.UU.).

Eliminacion de COMMD1 en células H460 mediante
CRISPR-Cas9

El sistema de inactivacién gendémica (KO, del inglés
knock-out) CRISPR COMMD1 se adquirié de OriGene (Roc-
kville, MD, EE. UU.), que contiene 2 plasmidos pCas9 (se-
cuencia objetivo de gRNAT CGCATTCAGCAGCCCGCTCA y
gRNA2 CGGGTACCCCGGCATCACAG, respectivamente), un
pladsmido pCas9 con una secuencia codificada como con-
trol y un ADN donante de reparacién plasmido que contiene
brazos homologos izquierdo y derecho de COMMD1 y case-
te funcional GFP-puro. Las células H460 se cotransfectaron
con Turbofectin (OriGene, Rockville, MD, EE.UU.). Después
de 72 h, el medio de transfeccion se reemplazé con 1 g/
mL de medio que contenia puromicina para la seleccion de
células transfectadas de forma estable.

El método de dilucion de matriz se utilizé después de 6 dias
de seleccién para obtener clones de células individuales para la
caracterizacion genotipica y fenotipica. Se analizaron al menos
20 clones de 2 experimentos de transfecciones independien-
tes. Para el analisis de genotipado, se obtuvo ADN de clones
individuales utilizando los Mini Kits QlAamp de QIAGEN (Ger-
mantown, MD, EE.UU.). Se utilizdé la mezcla maestra de Pro-
mega (Madison, WI, EE. UU.) para las reacciones de PCR. Se
realizé la secuenciacion del ADN de los clones seleccionados
utilizando los cebadores CF (TAAGCTGCCAACTCTGACCCC)
y CR (AAGCCTTTCGGCTTGTGAGGA) utilizando el método
de Sanger. De los clones que se confirmaron que eran KO, se
seleccionaron 2 para la caracterizacion fenotipica mediante
transferencia Western como se describié anteriormente. ©

Estudios de activacion de HIF-1 y NF-kB en células
WTy COMMD1-KO H460

Las lineas celulares NCI-H460 parental (WT) y NCI-H460
KO para COMMD1 se sembraron en placas de 24 pocillos mul-
tiples y se cultivaron durante 24 h. La transfeccion transitoria
se realizd con plasmidos pNF-kB-luc o pEPO-luc utilizando
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Lipofectamine2000 (Life Technologies, ThermoFisher Scien-
tific, Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. A las 5 h después de la transfeccion y para la
actividad transcripcional de HIF-1, las células se preincuba-
ron con CIGB-552 antes de agregar el agente hipoxia-mimé-
tico (Deferoxamina, 150 pM), mientras que para las células
transfectadas con pNF-kB-luc, se afiadieron simultdaneamente
los péptidos y el estimulo proinflamatorio (TNF-c, 30 ng/mL).
Después de 24 h, las células se lisaron y la actividad de la lu-
ciferasa se midié en un lumindmetro (Lumistar Optima, BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania) y se normalizé de acuerdo con
el contenido de proteina total determinado por el método del
acido bicinconinico utilizando el kit de ensayo de proteinas
BCA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media desviacion es-
tandar de triplicados de un experimento representativo, se
ejecutaron 3 experimentos independientes. Los célculos esta-
disticos se realizaron utilizando el software Statistica (STAT-
SOFT, Hamburgo, Alemania).

RESULTADOS

Propiedades fisicoquimicas de los péptidos y sus
metabolitos

Los metabolitos son producto de deleciones de aminoaci-
dos consecutivos en los extremos Ny C terminal del péptido
CIGB-552 debido a las proteasas séricas. Las secuencias de
los péptidos estudiados junto a las principales caracteristi-
cas fisicoquimicas de los mismos se describen por Astrada y
col. 9 |os péptidos muestran puntos isoeléctricos e hidropa-
ticidad muy semejantes. La carga neta de los péptidos CIGB-
550y CIGB-552 es similar, mientras que disminuye en los me-
tabolitos como consecuencia de la disminucion del nimero
de aminodcidos cargados positivamente.

Afinidad de los principales metabolitos del péptido
CIGB-552 por COMMD1 in vitro

Los metabolitos de un farmaco pueden tener importantes
consecuencias sobre su efecto terapéutico o sobre su toxici-
dad. Hasta el momento no se habia estudiado la capacidad de
los principales metabolitos derivados del CIGB-552 para inte-
ractuar con la proteina blanco COMMD1. Por lo tanto, evalua-
mos la capacidad de los metabolitos para unirse a COMMD!1
através de un ensayo de ELISA competitivo y de la resonancia
de plasmon superficial. En este ensayo ademas se evaluo la
capacidad de union del péptido CIGB-550 teniendo en cuenta
que es el péptido original no optimizado. En el ensayo de ELI-
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SA competitivo los resultados representan el desplazamiento
de la unién de CIGB-552 biotinilado-COMMDT producido por
una concentracion especifica de péptido. Tanto el CIGB-550,
el CIGB-552 y el metabolito de 17aa compiten con el CIGB-
552 biotinilado para unirse a COMMDT1, siendo el péptido
de mayor afinidad el CIGB-550. Por otro lado, no se observé
competencia por los productos de la degradacion de 14aay
10aa, lo que indica una afinidad disminuida de estos metabo-
litos por COMMD1. También se calcularon las concentracio-
nes de competidor requeridas para la inhibicion de la mitad
de la unién especifica (CC50). En el ensayo de resonancia de
plasmon superficial las constantes de disociacion obtenidas
son consistentes con los resultados del ELISA competitivo
excepto para el péptido de 17aa donde no se puede calcular
la constante de disociacion indicando la ausencia de union
especifica en este ensayo (tabla 1).

Capacidad de penetracion celular y de induccion de
apoptosis de los principales metabolitos del péptido
CIGB-552

Para cuantificar la capacidad de penetracién celular del
CIGB-552 y sus metabolitos derivados, se realizaron ensayos
de citometria de flujo incubando células MCF-7 con péptidos
conjugados con FITC. Los valores de intensidad de fluores-
cencia media (MFI) correspondientes a los metabolitos 14aa
y 10aa mostraron diferencias significativas entre CIGB-552 y
el metabolito 17aa (figura 1A). El efecto citotdxico y la capa-
cidad proapoptética de los principales metabolitos derivados
del CIGB-552 se evaluaron mediante el uso del ensayo SRB.
Para este ensayo los metabolitos se sintetizaron conservando
los D aminodcidos presentes en el péptido CIGB-552 y fueron
ademas acetilados en el extremo N-terminal para mantener
las propiedades de una menor degradacion proteolitica. Las
curvas de dosis-respuesta de inhibicion obtenidas en estos
ensayos mostraron una capacidad reducida de los metaboli-
tos para inhibir la proliferacion celular (figura 1B).

Para evaluar la apoptosis se utilizaron los métodos de
tincion con anexina V y activacion de caspasa. La caspasa
3 esta ausente en la linea celular MCF-7 debido a una elimi-
nacion funcional del gen de la CASP-3, por lo que se evalud
la activacion de caspasa 7. " No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos con los metabolitos y
las células de control ni en el ensayo de activacion de cas-
pasa 7 ni en la tincion con anexina V, lo que demuestra que
en estas condiciones los metabolitos no pudieron provocar
un efecto proapoptético en la linea celular MCF-7 (figura
1B y 1C). EI CIGB-552 confirmo su capacidad para inducir
la apoptosis como se ha informado previamente para otras
Iineas celulares tumorales. ©
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Tabla 1. Afinidad de los péptidos por COMMD1 determinada mediante Elisa de competencia y resonancia de plasmdn superficial

(SPR)

Elisa de SPR
Competencia

Péptido Secuencia CC50 R? Kd
(UM)

CIGB-550 HYRIKPTFRRLKWKYKGKFW 0,107+ [ 0,98 2x 10"
0,025

CIGB-552 Ac-HARIKPTFRRLKWKYKGKFW 0,4+ 0,99 9,97 x
0,046 o™

17aa Ac-IKPTFRRLKWKYKGKFW 1,4+ 0,98 NA
0,26

14aa Ac-IKPTFRRLKWKYKG NA NA NA

10aa Ac-IKPTFRRLKW NA NA NA

Nota: CC50 (uM): concentracion del competidor requerida para desplazar la mitad de la unién especifica; R% coeficiente de regresion al cuadrado; Kd:

constante de disociacion; NA: no afinidad

Capacidad de penetracion celular y mecanismos de
internalizacion del CIGB-552

Los patrones de internalizacion de 3 lineas celulares que
difieren en su origeny que presentan diferentes sensibilidades
al tratamiento con el péptido CIGB-552 se evaluaron mediante
microscopia confocal y citometria de flujo utilizando el CIGB-
552 conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). En
este trabajo evaluamos la penetrabilidad en las lineas H460
(IC50 = 23 + 82 uM) que tiene una alta sensibilidad al CIGB-
552, la linea HT-29 (IC50 = 42 + 3 uM) de sensibilidad media
y la linea celular MCF-7 (IC50 = 379,1 + 8,6 uM) con baja sen-
sibilidad al péptido. Observamos que el CIGB-552 es capaz
de penetrar en las 3 lineas celulares ensayadas mostrando
2 patrones de internalizacion diferentes, células completa-
mente cargadas y un patron puntuado, lo que demuestra la
ocurrencia de diferentes mecanismos de internalizacion.

Para evaluar cuantitativamente la capacidad de penetra-
cion celular del CIGB-552 se utilizd el método de citometria
de flujo. Las células se incubaron con 2 concentraciones de
péptidos diferentes, 5 uyM y 50 uM, durante 1 hora a 37 °C, y
luego se evaluaron los valores de intensidad de fluorescencia
media. Aungue se observaron claras diferencias en todas las
lineas celulares entre las células tratadas (CIGB-552) y las no
tratadas (control), la capacidad de penetracion celular difirié
entre ellas. La linea celular H460 tuvo los niveles de internali-
zacion mas altos tanto en concentraciones de 5 uM como de
50 uM, mientras que HT-29 y MCF-7 mostraron niveles meno-
res de internalizacion.

Mediante la realizacion de ensayos de internalizacion
a 37 °Cy 4 °C se evaluo la contribucion de la endocitosis y
la transduccion en cada linea celular. Teniendo en cuenta
que la endocitosis y la transduccion pueden ocurrir simul-
taneamente a 37 °C, asumimos que los valores obtenidos
en esta condicion representan la cantidad total de internali-
zacion del CIGB-552. Por tanto, estimamos la contribucion
de cada mecanismo en porcentaje al referir los valores ob-
tenidos a 4 °C a los observados a 37 °C. En la linea celu-
lar MCF-7, la contribucion del mecanismo de transduccion
es claramente superior, mientras que para HT-29 y H460
la contribucién del mecanismo de transduccion representa
menos del 50 %. En particular, para las células HT-29 y H460
hay una notable reduccion en los procesos de transduccion
a la concentracién de 50 uM. Mientras tanto los niveles de
transduccion en MCF-7 parecen ser independientes de la
concentracion de péptido utilizada.

Niveles de expresién de COMMD1

Los niveles de expresion de la proteina COMMD1 in situ
pueden explicar las diferencias de sensibilidad observadas
entre las lineas celulares. Los niveles de expresion en las Ii-
neas celulares se analizaron tanto en el citoplasma como en
el nucleo mediante el uso de la inmunodeteccion in situ de
COMMD?1. El andlisis cuantitativo de la expresion de COM-
MD1 en el citoplasma mostré que la intensidad de fluores-
cencia maxima (M x Fl) fue mas alta en MCF-7, seguida de
la linea celular H460, mientras que HT-29 mostro los valores
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Fig. 1. A) La capacidad de penetracion celular de CIGB-552 y sus metabolitos se analizé utilizando péptidos marcados con FITC y se evalud me-
diante citometria de flujo. Se muestran los resultados obtenidos de un ensayo representativo. Los valores de MFI obtenidos de los histogramas
que se muestran en A confirman los niveles de internalizacion mas altos para CIGB-552 y 17 aa que los observados para los péptidos de 14 aa 'y
10 aa (* p < 0,05 prueba U de Mann-Whitney); B) Citotoxicidad del CIGB-552 y sus metabolitos derivados mediante el ensayo SRB en la linea celular
MCF-7; C) La evaluacion de la apoptosis mediante el ensayo de actividad de caspasa 7 y B) la tincion de anexina V. El CIGB-552 produce un aumen-
to tanto en la actividad de caspasa 7 como en la tincién de anexina V en comparacion con sus metabolitos (* p < 0,05 prueba U de Mann-Whitney)

de intensidad mas bajos. En general, estos resultados indican
que la expresion de COMMD1 es mayor en MCF-7 y H460.

Actividad de NF-kB en las lineas celulares reporteras
HT-29 y H460

La modulacion de la respuesta inflamatoria ha sido repor-
tada para los péptidos CIGB-552 y CIGB-550. (20,21,22) Sin
embargo, no esta bien establecido cémo este efecto puede
tener un impacto directo en las propiedades anticancerige-
nas. Dado que la citotoxicidad del CIGB-552 se ha caracteri-
zado en varias lineas celulares de cancer, primero decidimos
determinar la citotoxicidad del CIGB-550 para las lineas celu-
lares de cancer de colon y pulmon utilizadas en estos ensa-
yos. 6017 E| CIGB-552 mostrd un mayor efecto citotoxico en

ambas lineas celulares estudiadas siendo de 23 uM + 82 uM
en H460 uM y 166 UM £ 66,2 uM para HT-29 versus 460 + 25
(H460) y 549 + 25 (HT-29) en el caso del péptido CIGB-550.
Para comprender mejor la seleccion del CIGB-552 como
un nuevo péptido anticancerigeno, se evaluo el efecto sobre
la transcripcion mediada por NF-kB de ambos péptidos en
2 lineas celulares reporteras derivadas de las células H460 y
HT-29. Como se muestra en las figuras 2A y 2B, el CIGB-552
fue capaz de inhibir la respuesta de NF-kB inducida por TNF-a
en ambas lineas celulares. Ademas, el alcance de esta modu-
lacion en cada linea celular confirma la mayor sensibilidad de
la linea celular H460 respecto a las células HT-29 al tratamien-
to con el CIGB-552. Por otro lado, CIGB-550 solo mostrd un
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ligero efecto sobre la inactivacion de NF-kB en la linea celular
HT-29-NF-kB-hrGFP, pero ninguna actividad sobre H460-NF-
kB-hrGFP, lo que demuestra que en la misma concentracion
utilizada para el CIGB-552, el péptido parental es menos efi-
ciente en la modulacion de la via de sefalizacion de NF-kB.

Dado que ambos péptidos tienen propiedades de penetra-
cion celular y ninguno de ellos se estudid previamente en sis-
temas in vitro mas complejos, se realizé el ensayo en un siste-
ma de cultivo 2D y se compar6é con un sistema de cultivo 3D
mediante el uso de esferoides para imitar la situacién in vivo.
En el modelo 3D de esferoides solo el CIGB-552 fue capaz de
inhibir la actividad NF-kB inducida por TNF-a y se detectaron di-
ferencias no significativas entre la modulacién obtenida usan-
do cultivos 2D y 3D (figura 2By 2C). Estos resultados destacan
la seleccion precisa y adecuada del CIGB-552 como un nuevo
péptido de penetracion en células anticancerigenas.

Obtencion de lineas celulares H460 deficientes de
COMMD1

Para corroborar la relevancia de COMMDT en el mecanismo
de accion de CIGB-552, generamos una linea celular knock-out
de COMMD1. Se seleccion6 H460 para realizar la desactivacion
de COMMD?1 por CRISPR-Cas9 porque era la linea celular mas
sensible al efecto del CIGB-552. La ausencia de COMMD1 en los
clones generados se evaludé mediante PCR, secuenciacion de

ADN y Western Blot. Como se muestra el evento de edicion de
genomas ocurrio en la region adecuada con la correcta insercion
del ADN donante como se demostré por PCR, provocando una
delecion de 82 pb en el exdn 1T de Commd1 eliminando comple-
tamente la expresion de la proteina. Al comparar el efecto cito-
toxico del CIGB-552 en ambas lineas celulares, las células KO
presentaron un valor de IC50 mas alto que las células WT.

Efectos del CIGB-552 sobre la actividad
transcripcional de NF-kB y HIF-1 en las células H460
y H460 COMMD1 KO

Como se mostrd anteriormente, parte de los efectos an-
titumorales del CIGB-552 son promovidos por la inhibicion de
NF-kB. Para evaluar la importancia de COMMDT en este proce-
S0, las lineas celulares H460 WT y COMMD1 KO se transfecta-
ron transitoriamente con un pldsmido informador que contenia
elementos de respuesta NF-kB del gen de luciferasa de luciér-
naga. A continuacion, las células se trataron con diferentes
concentraciones del péptido CIGB-552 y TNF-a como inductor
de la activacion de NF-kB. Las células se lisaron después de
24 h'y se midi¢ la actividad de la luciferasa. En presencia de
COMMDT1, CIGB-552 fue capaz de inhibir la activacion de NF-kB
en todas las concentraciones evaluadas (figura 3A). En la linea
celular KO no se encontré modulacion de la activacion de NF-
kB a las concentraciones del péptido estudiadas.

A) H4B0-MFEB-GFP B) HT-29-MFKB-GFP C}) HT-28-MFkB-GFP
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Fig. 2. Evaluacion de la activacion de NF-kB inducida por TNF-a en lineas celulares informadoras tratadas con CIGB-552 o CIGB-550. H460-NF-
kB-hrGFP; A) HT-29-NF-kB-hrGFP; B) se trataron con los péptidos y TNF-a durante 24 h y 48 h, respectivamente; C) evaluacion de esferoides HT-
29-NF-kB-hrGFP de transcripcién de NF-kB inducida por TNF-a. Las células se sembraron en superficies adherentes (2D) o no adherentes (3D)
y se cultivaron durante 4 dias. Las células se trataron con los péptidos y TNF-a durante 24 h. La inhibicién de NF-kB se calculé considerando la
expresion de GFP del control estimulado por TNF-a como activacion al 100 % y los datos se normalizaron a este control. Datos representados
como la SD media de triplicados técnicos de un experimento representativo de 3. Se aplico el analisis ANOVA de una via (prueba posterior de
Dunnett) para comparar los grupos tratados con la condicion de control, * p < 0,05
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Ademas de contribuir ala terminacion de la respuesta NF-kB,
COMMD?1 estd implicada en la via de sefalizacion del factor HIF-
T inducido por hipoxia. HIF-1 también es un factor de transcrip-
cién considerado como un objetivo potencial para las terapias
contra el cancer. Mediante el uso de un plasmido informador
para evaluar la inhibicion de HIF-1 (pHRE-EPO-luc), evaluamos el
efecto del CIGB-552 en laruta de HIF-1 en las lineas celulares WT
y COMMD1 KO. Las células se transfectaron transitoriamente
con el plasmido informador y se trataron con el péptido 4 h mas
tarde. Finalmente se afiadié un agente mimético de hipoxia (de-
feroxamina, DFX) para estimular la respuesta mediada por HIF-1.
Como se muestra en la figura 3B, solo en presencia de COMMD1
el CIGB-552 logré aumentar la inhibicion de HIF-1 inducida por
hipoxia de una manera dependiente de la dosis.

DISCUSION

El CIGB-552 es la secuencia activa minima necesaria
para producir los efectos antitumorales

Los péptidos antimicrobianos han surgido como candida-
tos interesantes porque su estructura anfipatica les permite
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Fig. 3. A) Evaluacién de la inhibicion de NF-kB inducida por TNF-a en lineas celulares H460 WT y COMMD1 KO. Las células se transfectaron con
un plasmido pNF-kB-luc y después de 24 h se trataron con 40 ng/mL de TNF-a y diferentes concentraciones de CIGB-552. Después de 24 h se
evalud la actividad de la luciferasa normalizada por contenido de proteina. La inhibicién de NF-kB se calculd considerando el control estimulado
por TNF-a como una activacién del 100 % y los datos se normalizaron para este control; B) CIGB-552 modula la activacion de HIF-1 inducida por
DFX solo en células H460 WT. Las células H460 WT y COMMD1 KO se transfectaron con un pldsmido pHRE-EPO-luc y se trataron con diferentes
concentraciones de CIGB-552 y 150 uM DFX durante 24 h. La actividad de la luciferasa se evalud en lisados celulares, normalizados por el conte-
nido de proteinas. La inhibicion de HIF-1 se calculé considerando el control estimulado con DFX al 100 % y los datos se normalizaron para este
control. Los datos se presentan como la media + SD de un experimento representativo de triplicados técnicos. Se aplico el analisis ANOVA de una
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interactuar directamente con las membranas celulares carga-
das negativamente, una caracteristica comun que distingue a
las células malignas de las no malignas. #2425 Estos peque-
flos péptidos son capaces de afectar eficientemente varias
vias celulares sin acumulacién de derivados toxicos. @ En el
desarrollo de un agente anticanceroso peptidico, la manipula-
cion de la secuencia de aminoacidos, la carga neta, la estruc-
tura secundaria, la capacidad de oligomerizacion, la anfipati-
cidad, la hidrofobicidad y la estabilidad del suero son factores
clave, asi como su capacidad para cruzar la membrana y al-
canzar objetivos intracelulares. Los péptidos mas cortos pue-
den no solo implicar una reduccion en el costo de produccion,
sino que también pueden considerarse mas eficientes para
cruzar la membrana plasmatica y ejercer un efecto citotoxico.
(19 Por ejemplo, FK16, un péptido derivado de LL-37, un pép-
tido helicoidal conocido por poseer efectos anticancerigenos
sobre el cancer gastrico y las células leucémicas T, mostré
una mayor actividad anticancerigena que el propio péptido
completo. @ Por lo tanto, la identificacion de los aminodcidos
responsables de la actividad anticancerigena puede facilitar
la sintesis, aumentar la eficiencia y el impacto en el costo de
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via (prueba posterior de Dunnett) para comparar los grupos tratados con el control DFX, * p < 0,05
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produccion al permitir la sintesis de péptidos mas cortos que
conservan la actividad biolégica completa.

Los metabolitos derivados de CIGB-552, aunque carac-
terizados preliminarmente en cuanto a su citotoxicidad y
capacidad de penetracion celular, no se sometieron a una
caracterizacion adecuada para determinar sus similitudes y
diferencias con el CIGB-552. ¥ En primer lugar, se analizaron
la probabilidad de penetracion celular, las propiedades fisico-
quimicas y las predicciones estructurales utilizando un enfo-
que tedrico. Nuestros primeros resultados mostraron que, a
pesar de que se encuentran diferencias de secuencia entre
el CIGB-552 y sus metabolitos derivados, todos conservan la
misma probabilidad de ser considerados péptidos de pene-
tracion celular. Solo la carga neta se redujo notablemente en
los metabolitos, y esta propiedad juega un papel importante
cuando las interacciones péptido-lipido se basan en interac-
ciones electrostéticas. 12142327 A pesar de la reduccién de car-
ga, no se encontraron otras diferencias significativas entre el
CIGB-552 y los metabolitos (ver tabla 1). (19

Cuando analizamos sus capacidades citotdxicas, encontra-
mos que los metabolitos presentaban valores IC50 mas altos
que el CIGB-552. Ademas, en condiciones en las que el CIGB-552
(300 pM) confirmd sus propiedades proapoptaticas, los metabo-
litos no lograron provocar la apoptosis en la linea celular MCF-7
(ver figura 1). 09 Un hallazgo relevante lo constituye la perdida de
afinidad de los metabolitos por el blanco molecular COMMDT1, lo
gue confirma la importancia de esta interaccion para la actividad
citotoxica del CIGB-552. (1® Adicionalmente, en los metabolitos
principales del CIGB-552 observamos la perdida de aminoacidos
gue han sido descritos como importantes en la interaccion con
la membrana y la capacidad de penetracion celular de los CPP:
lisina, arginina, y triptdfano, lo que explicaria la disminucién en su
capacidad de internalizacién. 01119

La sensibilidad hacia el péptido CIGB-552

depende de la interaccién entre el mecanismo de
internalizacion y en menor medida, la abundancia de
su proteina blanco COMMD1

En este trabajo decidimos caracterizar la capacidad de inter-
nalizacion de diferentes lineas celulares y los mecanismos invo-
lucrados para tratar de explicar su sensibilidad al tratamiento con
CIGB-552. 1 Comprender tales propiedades en lineas celulares con
antecedentes de tejidos diversos puede ayudar a predecir la eficacia
del tratamiento con CIGB-552 en diferentes tipos de tumores.

Los CPP como el CIGB-552 pueden usar 2 mecanismos de
internalizacion diferentes, transduccion o endocitosis, que pue-
den identificarse por el patron de internalizacion o por las con-
diciones requeridas para que ocurra. Ambos difieren no solo
en sus requerimientos energéticos y de temperatura sino tam-

bién en sus patrones de internalizacion celular. La endocitosis
muestra un patréon puntuado, mientras que la transduccion
muestra una distribuciéon homogénea en todo el citoplasma.
(1428 Dichos patrones ya se han correlacionado efectivamente
con los mecanismos de internalizacion del CIGB-552. Nuestros
resultados muestran que ambos patrones también estan pre-
sentes en las lineas celulares MCF-7, HT-29 y H460. Adicional-
mente, se proporciono evidencia de endocitosis en las 3 lineas
celulares mediante la colocalizacion parcial del CIGB-552 con
un marcador de endosoma temprano, Rab5A. ) La capacidad
de penetracion celular y la contribuciéon de cada mecanismo a
la internalizacion del péptido dependeran no solo de las propie-
dades fisicoguimicas que le confiere la secuencia de aminodci-
dos presente en el péptido, sino también de su capacidad para
interactuar con los componentes de la membrana celular. 920
Para evaluar dicha capacidad y la ocurrencia de cada me-
canismo en la internalizacion de CIGB-552 seleccionamos un
enfoque mas cuantitativo y funcional que evalla la incorpora-
cion de CIGB-552 conjugado con FITC por citometria de flujo.
(7) Se ha informado que las diferencias en los mecanismos
de internalizacion usados podrian determinarse por la abun-
dancia de péptido en la superficie externa de la célula. A bajas
concentraciones se promueve la endocitosis, mientras que al-
tas concentraciones son favorables para que ocurra la trans-
duccién, ya que se necesita un umbral de concentracion para
promover la desestabilizacion transitoria de la membrana ce-
lular. Y Por lo tanto, se seleccionaron 2 concentraciones dife-
rentes (5 UMy 50 uM) para evaluar la incorporacion del CIGB-
552. Lalinea celular H460 mostro los niveles de incorporacion
mas altos entre las 3 lineas celulares, teniendo la linea celular
MCF-7 los niveles mas bajos de incorporacion de CIGB-552
en ambas concentraciones probadas. ") Ademas, el aumento
de internalizacién observado segun la concentracion utilizada
mostrd un comportamiento lineal en las 3 lineas celulares.
Para evaluar la ocurrencia de endocitosis y transduccion
como mecanismos de internalizacion, decidimos realizar en-
sayos de incorporacion a diferentes temperaturas. Se descar-
t6 el uso de inhibidores de endocitosis ya que la perturbacion
de lamembrana producida por tales moléculas podria aumen-
tar la internalizacion a través de la transduccion como efecto
secundario. 2 Aunque la internalizacion se redujo en todas
las lineas celulares como consecuencia de la reduccion de la
temperatura, no se elimind en ninguna de las concentracio-
nes utilizadas. Las lineas celulares H460 y HT-29 mostraron
la mayor sensibilidad a la reduccion de temperatura, como se
observa por la disminucién en la internalizacién de CIGB-552.
Estimamos la contribucion de cada mecanismo de inter-
nalizacion y encontramos que el CIGB-552 es mas propenso a
utilizar la endocitosis como mecanismo de internalizacion en
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las lineas celulares HT-29 y H460, mientras que la transduc-
cién parece ser el mecanismo de internalizacion preferido en
MCF-7. Por lo tanto, demostramos que no solo la capacidad
de internalizacion sino también el mecanismo de internaliza-
cién seleccionado depende de la linea celular (ver figura 2).

El CIGB-552 interactia con COMMD1 para provocar sus
efectos proapoptéticos. Por lo tanto, al explorar la localizacion
y los niveles de expresion de COMMDT in situ en las 3 lineas
celulares, nuestro objetivo fue comprender su susceptibilidad
a los efectos de CIGB-552. Recientemente se ha informado
que COMMD1 participa en el reclutamiento de proteinas en
los compartimentos endosomicos. ¢ Teniendo en cuenta que
la internalizacion de CIGB-552 tiene lugar en parte, a través
de la via endocitica, la localizacion tanto del péptido como de
su proteina diana puede mejorar los efectos de CIGB-552, lo
que explicaria la sensibilidad de la linea celular. Sin embargo,
en este trabajo no se observaron diferencias en los niveles de
colocalizacion de COMMD1 y Rab5A entre las lineas celulares.
(7) Por otro lado, se observaron diferencias en los niveles de
expresion de la proteina COMMD?. Las lineas celulares MCF-7
y H460 mostraron niveles de expresion mas altos tanto en el
citoplasma como en el ndcleo, mientras que HT-29 tuvo los ni-
veles de expresion mas bajos segun lo evaluado por la intensi-
dad de fluorescencia de las imagenes de microscopia confocal
(ver figura 3). Asi, la mayor resistencia de la linea celular HT-29
en comparacion con la linea celular H460 no solo se debe a los
reducidos niveles de internalizacion, sino que también es con-
secuencia de una menor expresion de COMMDT1.

Hemos demostrado que tanto los mecanismos de trans-
duccién como los de endocitosis estan involucrados en la in-
ternalizacion del CIGB-552. Sin embargo, la eficacia de ambos
mecanismos es diferente, lo que conduce a una sensibilidad
diferente a los efectos proapoptéticos del CIGB-552. La alta
resistencia observada en la linea celular MCF-7 pudiera ser
consecuencia de la internalizacion de péptidos a través del me-
canismo de transduccion. Por otro lado, la endocitosis consti-
tuye la forma mas eficaz de transportar el péptido CIGB-552 al
interior de las células, promoviendo asi una mayor sensibilidad
a los efectos citotéxicos del péptido. En conjunto, nuestros re-
sultados muestran que la alta sensibilidad hacia el CIGB-552
resulta de la interaccion entre el mecanismo de internalizacion
involucrado, que determina la eficacia de la entrada de CIGB-
552y, en menor medida, la abundancia de COMMD1.

Las propiedades antiinflamatorias y
antiangiogénicas Unicas para el péptido CIGB-552
son mediadas a través de COMMD1

Los primeros estudios mostraron que el CIGB-552 induce
la ubiquitinacion y la degradacion proteasomal de RelA, una
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subunidad NF-kB, en células H460. © Ademads, el tratamiento
con CIGB-552 reguld negativamente la activacion de NF-kB y
la produccién de IL-8 en células HT-29-NF-kB-hrGFP. (20) Adi-
cionalmente, el péptido parental CIGB-550 es un péptido de
penetracion celular que ha demostrado modular la expresion
génica de citoquinas inducida por LPS in vivo. @) Sin embar-
go, hasta el presente informe aun se desconocia si los me-
canismos de estos efectos pueden estar relacionados con la
actividad de NF-kB o si es una caracteristica obtenida de la
seleccion de CIGB-552 basada en el cribado de la biblioteca
de Alanina. Resulta interesante de que el CIGB-550 tiene una
mayor afinidad por COMMD1 que el péptido CIGB-552. Sin
embargo, la seleccion del CIGB-552 como péptido anticance-
rigeno no se baso en la afinidad por su blanco, sino en el me-
nor valor de IC50 respecto al CIGB-550 en las lineas celulares
estudiadas. Es de interés desde el punto de vista de estruc-
tura-funcion conocer como la afinidad por COMMD1 pudiera
afectar estas propiedades bioldgicas.

Por lo tanto, se realizé un ensayo informador para com-
parar el efecto sobre NF-kB del CIGB-552 y su péptido paren-
tal CIGB-550. (® Nuestros resultados mostraron que CIGB-
552 fue capaz de modular la actividad transcripcional de
NF-kB inducida por TNF-££ en ambas lineas celulares. Cabe
sefialar que la medida en que el CIGB-552 aumenté la inhibi-
cion de NF-kB en ambas lineas celulares fue diferente. En la
linea celular H460-NF-kB-hrGFP se logré una mayor inhibi-
cion de la activacion de la via de sefializacion de NF-kb lo
que se corresponde con los resultados obtenidos en la linea
parental H460 donde se observd una mayor internalizacion
de los péptidos. El CIGB-550 por su parte solo tuvo un ligero
efecto en las células HT-29-NF-kB-hrGFP, pero solo en la con-
centracién mas alta probada. (®

Recientemente se informd que los esferoides de HT-29
mostraron cambios en la proliferacién celular y la capacidad
metabdlica en comparacion con los obtenidos en cultivos 2D.
@4 Los cultivos de células 3D estan bien documentados para
preservar las caracteristicas intrinsecas y para imitar mejor
la situacion in vivo que las monocapas de células cultivadas
en plastico. En consecuencia, se reconoce cada vez mas el
potencial de los modelos de cancer en 3D como mas rele-
vantes desde el punto de vista bioldgico para el desarrollo de
farmacos contra el cancer. En los esferoides HT-29-NF-kB-hr-
GFP el CIGB-552 conservo su capacidad para inhibir la acti-
vidad transcripcional de NF-kB, mientras que el CIGB-550 no
tuvo efecto en este modelo 3D, validando al péptido CIGB-552
como un mejor candidato terapéutico. ® En general, nuestros
resultados indican que CIGB-552 supera a su péptido parental
CIGB-550 en su actividad citotéxica y antiinflamatoria en las
lineas celulares H460 y HT-29.
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Con anterioridad se habia estudiado el efecto de silen-
ciar la expresion de COMMD1 sobre la actividad proapop-
totica del CIGB-552, sin embargo, no se exploré como se
afectaban las vias de sefializacion de los factores de trans-
cripcion NF-kB y HIF-1. © Por este motivo, con el objetivo
de dilucidar el papel de COMMDT1 en las propiedades anti-
cancerigenas del CIGB-552, se evalud el efecto de CIGB-
552 en las lineas celulares H460WT y COMMD1 KO. (® Solo
en las células WT H460 tratadas con CIGB-552 disminuyd
la activacion NF-kB y HIF-1, lo que enfatiza la importan-
cia de COMMD1 como diana molecular para CIGB-552. ('®
Por primera vez informamos la actividad del CIGB-552 en
la transcripcion mediada por HIF-1. Dado el papel de este
factor de transcripcion en la angiogénesis, este resultado
puede explicar el efecto antiangiogénico del CIGB-552 in-
formado en un modelo de ratén con xenoinjerto HT-29.
La presencia de la proteina COMMD1 es crucial para los
efectos evaluados en lineas celulares de tumores intesti-
nales y pulmonares, incluida la actividad de modulacion de
HIF-1 y NF-kB. Un elemento relevante de estos estudios es
que una alta afinidad por COMMD1 no garantiza la inhibi-
cion de las vias de sefalizacion mediadas HIF-1 y NF-kB.

Un sumario de las propiedades evaluadas en este tra-
bajo que permite percibir la relacién entre la estructura de
los péptidos y sus propiedades bioldgicas (tabla 2). Aun
pequefios cambios de la secuencia implican importantes
cambios en las propiedades biolégicas de los péptidos que
producen efectos bioldgicos inesperados como puede ser
la no correspondencia entre la afinidad por la molécula dia-
nay las propiedades citotoxicas. Estos resultados demues-
tran que el método de cribado de la actividad biologica es
fundamental para lograr la mejor optimizacion de las fun-
ciones deseadas.

Conclusiones

Los metabolitos del péptido CIGB-552 no son activos bio-
|6gicamente por pérdida de su capacidad de union al blanco
molecular, su capacidad de penetracion celular y de la acti-
vidad citotéxica, lo que indica que se requiere la secuencia
completa del péptido para lograr el maximo de su actividad
antitumoral. Adicionalmente, por primera vez se describen los
mecanismos moleculares de internalizacion del péptido y sus
derivados. Se demuestra que tanto los mecanismos de trans-
duccién como los de endocitosis estan involucrados en la in-
ternalizacion del CIGB-552. Sin embargo, la eficacia de ambos
mecanismos es diferente, lo que conduce a diferencias en los
efectos proapoptéticos del CIGB-552 siendo la endocitosis la
forma mas eficaz de transportar el péptido CIGB-552 al inte-
rior de las células, asi como a una mayor actividad bioldgica
del péptido. Por su parte, en estas células no evidenciamos
que la abundancia de COMMD1 determine la sensibilidad al
CIGB-552. En conjunto, nuestros resultados muestran que la
alta sensibilidad hacia el CIGB-552 resulta de la interaccion
entre el mecanismo de internalizacion, que determina la efi-
cacia de la entrada de CIGB-552 y, en menor medida, la abun-
dancia de COMMD1. Este resultado tiene relevancia clinica
como posible biomarcador de respuesta. Las propiedades an-
tiinflamatorias y antiangiogénicas del péptido CIGB-552 son
mediadas a través de la presencia de la proteina COMMD1 en
las lineas celulares estudiadas. Un elemento relevante de este
estudio es que precisa que una mayor afinidad por el blanco
COMMDT no garantiza la inhibicion de las vias de sefaliza-
cion mediadas HIF-1 y NF-kB. Esta caracterizacién permite
comprender mejor la relacion entre la estructura del péptido
y su funcién y sientan las bases para el desarrollo de nuevos
péptidos mas efectivos para el tratamiento del cancer dirigi-
dos a COMMD1 como blanco molecular.

Tabla 2. Resumen de las propiedades bioldgicas de los péptidos y su relacion con la estructura

Péptido Secuencia Citotoxicidad  Unién a Penetracion  Regulacion

COMMD1 celular negativa de
NF-kB

CIGB-550 HYRIKPTFRRLKWKYKGKFW +++ +++++ +++++ +

CIGB-552 Ac-HARIKPTFRRLKWKYKGKFW +++++ +++ +++++ +++++

17 aa IKPTFRRLKWKYKGKFW + - ++

14 aa IKPTFRRLKWKYKG - - +

10 aa IKPTFRRLKW - - +
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