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ABREVIATURAS

(RL) Radicales libres

(ROS) Especies reactivas de oxigeno
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(AGO) Argonauta

(RISC) Complejo de silenciamiento inducido por RNA
(mRNA) RNA mensajero

(UTR) Regién no traducida

(ONs) Oligonucleétidos



(siRNA) RNA interferente pequefio

(pDNA) DNA plasmidico

(CPP) Péptido penetrante celular

(ASO) Oligonucledtidos anti sentido

(PBN) Nanoparticulas basadas en péptidos

(PMAPs) Péptidos activos de membrana dependientes del pH
(T°A) Temperatura Ambiente

(SBF) Suero bovino Fetal

(SRB) Sulforodamina B

(snRNA) RNA pequefio nucleolar

(qPCR) Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa
(cDNA) DNA complementario

(CTCF) Fluorescencia celular total corregida

(DLS) Dispersion de luz dindamica

(ZP) Zeta potential

(n.d) No determinado

(RT) Retro-transcripcion

(ANs) Acidos nucleicos



INDICE

RESUMEN Pag. 1
INTRODUCCION Pag.2-18
1.Cancer y estrés oxidativo Pag. 2-5
2.Regulacion génica mediante RNA no codificante Pag. 6-11
2.1 Rol de los redoximir en cancer y su participacion en el estrés Pag.9-10
oxidativo

2.2 Estrategias para el estudio de los miRNAs en lineas celulares Padg.10-11
3. Péptidos penetrantes celulares y nanoparticulas basadas en Pag.11-16
péptidos

3.1 Péptidos Pag. 11-13
3.2 Nanoparticulas basadas en péptidos Pag. 13-15
3.3 Uso de un péptido derivado de IL-8 de salmones como Pag.15-16
potencial CPP para el transporte de miRNAS

4. (Es posible modular la accién de GSH al aplicar el complejo ss- Pag.16-18
IL-8a/mir-433-3p?

HIPOTESIS Pag. 19
OBJETIVO GENERAL Pag. 19
OBJETIVOS ESPECIFICOS Pag. 19
1. Objetivo Especifico 1 (OE1) Pag. 19
2. Objetivo Especifico 2 (OE2) Pag. 19
3. Objetivo Especifico 3 (OE3) Pag. 19
METODOLOGIA Pag.20
Actividad 1. Cultivo celular Pag. 20-21
Actividad 2. Evaluacién de la citotoxicidad del péptido ss-IL-8a Pag. 21
Actividad 3. Evaluacién de la penetracion del péptido ss-IL-8a Pag. 21-22
mediante microscopia de fluorescencia

Actividad 4. Formacion del complejo péptido ss-IL-8a/microRNA mir Pag. 22-23
-433-3

Actividad 5. Medicion del tamano del complejo péptido ss-IL- Pag. 23
8a/microRNA mir -433-3p

Actividad 6. Evaluacidn de la citotoxicidad del complejo Pag. 24
Actividad 7. Evaluacién de la penetracion del complejo péptido ss- Pag. 24-25
IL-8a/microRNA mir -433-3p mediante microscopia de

fluorescencia

Actividad 8. Evaluacién del ingreso del complejo ss-IL-8a/mir-433- Pag. 25
3p mediante PCR

Actividad 9. Siembra y tratamiento del cultivo celular Pag. 25-26
Actividad 10. Extraccion de RNA Pag. 26
Actividad 11. Transcripcién reversa y gPCR Pag. 26-27




Actividad 12 Tratamiento en las lineas de cultivo celular Pag. 27-28
Actividad 13. Extraccion y cuantificacion de proteinas Pag. 28
Actividad 14. Inmunoensayo ELISA Pag. 29
Actividad 15. Medicion de los niveles de GSH, GSSG vy la razén Pag.
GSH/GSS 29-30
Actividad 16. Analisis estadistico de los ensayos realizados Pag. 31
RESULTADOS Pag.
32-45
Objetivo Especifico 1 Pag.
33-34
Objetivo Especifico 2 Pag.
34-43
Objetivo Especifico 3 Pag.
43-45
DISCUSION Pag.
46-53
CONCLUSIONES Pag. 54
BIBLIOGRAFIA Pag.
55-63




RESUMEN

El cdncer es una enfermedad que posee multiples procesos patoldgicos caracteristicos
que estan relacionados con el estrés oxidativo. Se ha observado que las células
tumorales de mama tienen una defensa antioxidante mejorada en comparacién con las
células normales, esto les proporciona resistencia contra los tratamientos tradicionales.
Un posible mecanismo de regulacién de estas defensas antioxidantes de las células
cancerosas es mediante RNAs no codificantes pequeiios, en especifico los microRNAs.
Uno de estos es el mir-433-3p el cual es un potencial candidato debido a su capacidad
de regular la biosintesis del antioxidante glutation. Por otra parte, el ingreso del mir-
433-3p al interior de las células tumorales de mama requiere el uso de transportadores
como los péptidos penetrantes entre ellos el péptido ss-IL-8a, péptido con capacidad
antimicrobiana derivado de la IL8 de salmonidos. Esta investigacion se centrd en la
caracterizacion y evaluacién de los efectos producidos sobre la viabilidad celular y los
niveles de la enzima glutamato-cisteina ligasa por el complejo péptido ss-IL-

8a/redoximiR mir-433-3p en lineas celulares de tumorales y no tumorales de mama.

La citotoxicidad se evalud utilizando el ensayo de sulforodamina B (SRB) y se observé la
capacidad de penetracion del péptido ss-IL-8a en tres lineas celulares de mama (MCF-
10, MDA-MB-231 y MCF-7) mediante microscopia de fluorescencia (FM). Ademas, el
complejo ss-IL-8a/ mir-433-3p se caracterizd mediante electroforesis en gel (EG),
dispersion de luz dinamica (DLS) y potencial zeta (ZP). También se evalu6 la capacidad
de penetracion (FM), capacidad de carga (qPCR) y el efecto sobre la expresion de la
enzima GCL (ELISA) y GSH del complejo en las tres lineas celulares de mama en estudio.
Los resultados demostraron que el péptido ss-IL-8a no es citotdxico (0.625-50 uM) y es
capaz de translocar al interior de las células estudiadas. Ademas, se demostrd que es
capaz de unirse al mir-433-3p (40:1) y transportarlo al interior de las células. Sin
embargo, una vez que ingresa el mir-433-3p a las células tumorales de mama este no
produce variacidén en la concentracion de GCL, pero si un aumento de la concentracion
de GSH en la linea MCF-10A y MDA-MB-231.Concluyendo asi que el péptido ss-IL-8a
funciona como vector de transporte, pero aun faltan datos para evaluar su funcionalidad.
Palabras clave: Estrés oxidativo, Péptidos penetrantes celulares, microRNA mir- 433-

3p, ss-IL-8a y Glutation.



INTRODUCCION
1. Cancer y estrés oxidativo

El Cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial, y se espera que en los
proximos afios los casos y las muertes aumenten por el rapido crecimiento de la
poblacidn, el envejecimiento y la adopcidn de estilos de vida que aumentan el riesgo de
padecer la enfermedad (1). Con mas de 2,2 millones de casos anuales, el cancer de
mama es el tipo principal diagnosticado en mujeres de todo el mundo. Ademas, este tipo
de cancer es la principal causa de muerte relacionada con la enfermedad en mujeres,
generando el fallecimiento de 685.000 por afio (2,3). En Chile, segun datos entregados
por el Departamento de epidemiologia, entre los afios 2007 y 2018, fallecieron un total

de 10.890 mujeres como consecuencia del cadncer de mama (4).

Esta patologia es un proceso multietapas, en el cual se han definido por lo menos tres
principales: iniciacién, promocién y progresiéon. Si bien hay multiples factores que
afectan a cada una de estas etapas por separado, el estrés oxidativo es transversal a
todas ellas (fig.1.) , siendo uno de los principales factores a considerar en el estudio de
posibles tratamientos (5). En este sentido, el estrés oxidativo se define como el
desequilibrio entre la produccion de radicales libres (RL) y/o especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species), y su estabilizacion y
posterior eliminacion mediante mecanismos protectores denominados sistemas
antioxidantes (6). La produccién de RL y/o ROS (H202, 02", OH", etc.) se dan de manera
natural bajo procesos fisioldgicos, como por ejemplo durante la respiracion celular por
parte de la mitocondria. Sin embargo, la produccién de ROS se ve aumentada en las
células cancerigenas debido a que durante el desarrollo de la enfermedad las células van
adquiriendo propiedades caracteristicas del cancer, en especifico la proliferacion celular
descontrolada (7). Para que la célula cancerigena pueda mantener ese nivel de
crecimiento celular y divisidn continua, se requiere que el metabolismo energético sea
alterado con el fin de suplir la alta demanda (7). Estos cambios en la energética celular
conlleva a diversos procesos como una mayor captacion de glucosa por parte de los
tumores para luego fermentarla y generar lactato, incluso en presencia de oxigeno
evitando la respiracion celular normal en un fendmeno conocido como el “efecto

Warburg”, ademas de disfuncién mitocondrial y la alteracion en las reacciones redox, las
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cuales en conjunto generan sobreproduccion de especies radicalarias (8,9). Estas
especies radicalarias cuando se acumulan dafian a las proteinas, los lipidos y al DNA,

generando inestabilidad gendmica (9,10)

Evading Self-sufficiency in
apoptosis growth signal

Tissue invasion
& metastasis

e \" f /!
. ROs

Evading immune DNA damage
surveillance l & stress

Metabolic Oxidative
stress stress

Proteotoxic Mitotic
stress stress

Insensitivity to
anti-growth signals

Fig. 1. Participacion de las especies reactivas de oxigeno en los procesos

cancerigenos. (Modificado a partir de Luo y colaboradores. (11))

Para evitar los efectos citotoxicos generados por los ROS, la célula ha desarrollado una
amplia gama de defensas antioxidantes, estas se dividen en dos grandes grupos,
defensas antioxidantes enzimaticas y las defensas no enzimaticas. En el primer grupo
encontramos a la superodxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), la catalasa
(CAT), glutatién reductasa y la glutation-S- transferasa, y en el segundo grupo
encontramos a las vitaminas y provitaminas incluidas por la dieta tales como, vitamina
E, C, B-caroteno, flavonoides, polifenoles, y moléculas pequefias como el glutation (GSH)

(12). Es en esta ultima molécula de interés para esta investigacién.

El GSH es un tripéptido, y-L-glutamil-L-cisteinilglicina, el cual es clave en la regulacién

del estrés oxidativo, y se encuentra presente de manera ubicua en todos los tejidos de
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los mamiferos en concentraciones desde 1 hasta 10mM (la concentracion mayor esta en
el higado). La sintesis del GSH es catalizada por la glutamato-cisteina ligasa (GCL), la
cual es una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad catalitica (GCLC) de
73 kDa y por una subunidad modificadora (GCLM) de 31 kDa. La GCL genera la formacion
del dipéptido glutamil-cisteina en una reaccidén dependiente de ATP. El segundo paso en
la formacidn del GSH es la adicion del aminoacido lisina por la GSH sintetasa (GS)
(13,14). El GSH es el tiol no proteico mas abundante de la célula a la hora de defenderla
contra el estrés oxidativo, participando como cofactor en procesos enzimaticos, evitando
el dafio generado tanto por el perdxido de hidrégeno (H202) como por perdxidos lipidicos,
y mediante la eliminacidon no enzimatica de radicales libres (fig. 2). Sumado a esto, el
GSH también desempefia funciones clave en la senalizacidon redox, desintoxicacion de
xenobidticos, modula la proliferacion celular, la apoptosis, la funciéon inmune y la
fibrogénesis (15,16).

ROH + H20

H20 + O2

NADP* NADPH

Fig.2. Rol del GSH como antioxidante (17): El GSH actia como cofactor de la glutation
peroxidasa (GPx), puede participar de manera no enzimatica en la reduccion de varios compuestos
reactivos (‘OH, ONOO"y 02-),y puede volver a su forma reducida gracias a la glutation reductasa
(GR)



Sin embargo, el problema principal presentado por el GSH, es que este se encuentra
elevado en células tumorales, particularmente las que poseen niveles extremos de
reacciones redox, como es el caso de canceres de cerebro, especificamente
meningiomas, asi como también en canceres de mama, pulmén y cabeza-cuello (18).
Adicionalemnte, se ha observado que el exceso de GSH termina por conferir a los
tumores resistencia contra las drogas quimioterapéuticas (10,19). En estudios actuales,
se ha visto que el exceso de GSH proviene de una red de regulacion alterada, en la cual
se encuentra elevada la sintesis de este antioxidante, permitiendo a la célula resistir a
la quimioterapia (20,21). Es por lo dicho anteriormente, que no resulta extrafio ver que
en los ultimos anos se ha vuelto la mirada hacia la regulacién del GSH, como un enfoque

potencial para el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer (22).

En el caso del GSH, la regulacién de su produccion esta directamente relacionada con
dos procesos: 1) la cantidad de cisteina que entra a la célula por medio del transportador
Xc-y 2) la actividad de la enzima glutamato-cisteina ligasa (GCL).Por lo tanto, la manera
de regular la produccion de GSH es controlando uno de estos dos ejes (23). Basandose
en este enfoque, estudios como el realizado por Yang et al. (24) lograron inducir en
células cancerigenas de mama un tipo de muerte celular programada en la que esta
implicada la oxidacion de lipidos y disfuncidén en el metabolismo del hierro conocida como
ferroptosis . Esto se logro mediante el uso de metformina, farmaco utilizado para el
tratamiento de la diabetes, junto con sulfasalazina, medicamento antiinflamatorio,
inhibidor del sistema transportador Xc-(24). También bajo ese mismo enfoque es que
Andringa y colaboradores (25), utilizaron el farmaco L-butionina-(S,R)-sulfoximina (L-
butionina sulfoximina) o también conocido como BSO, un inhibidor reversible de la
enzima GCL, para disminuir los niveles de GSH y sensibilizar a la célula frente a una

deplecion de glucosa.

Teniendo presente estos antecedentes, en este proyecyto se propuso

regular a nivel celular el antioxidante GSH, utilizando como estrategia el potencial uso
de RNAs no codificantes, los cuales regulan multiples procesos, incluyendo las defensas

antioxidantes (26).



2. Regulacion génica mediante RNA no codificante.

En la actualidad ha existido una creciente reevaluacion de como ocurre la regulacion y
la expresion de los genes. Esto se basa en el descubrimiento de los RNAs no codificantes,
en particular aquellos conocidos por su rol en las vias de interferencia y silenciamiento

de genes mediadas por RNA (27).

En el afio 2012 el proyecto ENCODE se encargd de estudiar la porcion de DNA no
codificante de nuestro genoma, para darse cuenta de que alrededor del 80 % de esta
regidon era biolégicamente activa (28). Dentro de esta gran region gendmica se
encuentran distintos elementos tales como transposones, telémeros, secuencias
repetidas, RNAs no codificantes largos y RNAs no codificantes pequefios, entre otros
(29). Es en un subgrupo de los RNAs no codificantes pequefios en los que recae el

principal interés, los llamados microRNAs (miRNAs).

Los miRNAS son RNAs no codificantes enddgenos altamente conservados de 20-24
nucledtidos que cumplen un importante rol en la regulacidon genética. Su biogénesis que

se representada en la figura 3.

El mecanismo comienza en el nidcleo mediante su transcripcion por parte de la RNA
polimerasa II en un transcrito inicial mucha mas largo llamado Pri-miRNA. El pri-miRNA
posee por lo menos una region que lo hace plegarse sobre si mismo formando una
horquilla que servird como sustrato para el microprocesador. Este microprocesador es
un complejo heterotrimérico compuesto por una molécula de DROSHA y dos moléculas
de su cofactor DGCR8. Por su parte, DROSHA posee dos dominios de RNAnasa tipo III,
los cuales cortan los extremos de la horquilla generando una estructura de tipo tallo-
bucle llamada pre-miRNA. El pre-miRNA serd transportado hasta el citoplasma por la
molécula Exportina 5 y RAN-GTP, para continuar con su procesamiento. Una vez en el
citoplasma, otra molécula con actividad RNAsa llamada DICER corta al pre-miRNA a la
altura del bucle para generar una nueva estructura llamada miRNA duplex, la cual

contiene tanto la hebra pasajera como la hebra guia del miRNA. Posteriormente el miRNA
6



duplex ird a unirse a la proteina argonauta (AGO), mediante la ayuda de dos proteinas
chaperonas (HSC70/HSP90) en un proceso dependiente de ATP. Este proceso facilita que
AGO altere su conformacion y se una al rigido miRNA duplex. En este mismo proceso es
seleccionada la hebra guia, la cual puede variar entre la seleccion de la hebra 5p como
la 3p, incluso cada una de estas hebras puede unirse a una proteina AGO distinta. Sea
cual sea el proceso de seleccion de la hebra guia, este termina con la formacion del

complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) (30,31).

El mecanismo de accion de los miRNAs ocurre mediante su union por complementariedad
de bases a sus RNAs mensajeros (mMRNA) blanco en sitios concretos llamados elementos
de respuesta a miRNA (miRNA Response Elements o MREs, por su sigla en inglés) que
preferentemente se ubican en la regién 3’ no traducida (UTR) de los mRNA. De esta
manera se produce la inhabilitacidon de la traduccion del mRNA en proteina a través de
dos posibles mecanismos: por bloqueo de la traduccion del mRNA o por la degradacion
de este, dependiendo si la union del miRNA al mRNA se da con menor o mayor porcentaje
de homologia respectivamente (32). Como consecuencia de su capacidad regulatoria
sobre multiples RNAs mensajeros (mRNAS) y su evidente rol critico en varios procesos
bioldgicos como la diferenciacion (33), la proliferacion (34), el metabolismo (35), el
desarrollo (36), el equilibrio redox (37), la muerte celular y la tumorigenicidad (38); es
que los miRNAs se han vuelto posibles candidatos a la hora de desarrollar nuevas

terapias basadas en acidos nucleicos.
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Fig. 3. Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNAs (30,31) (1) Transcripcion del
pri-miRNA por parte de la RNA polimerasa II; (2) procesamiento del transcrito por el
microprocesador; (3) transporte hasta el citoplasma por Exportina5; (4) procesamiento y
formacion del miRNA duplex por DICER; (5) seleccidn de hebra guia y union a proteina AGO para
formar complejo de silenciamiento;(a) degradacién del mRNA diana; (b) bloqueo de la traduccién
del mRNA diana. (modificado a partir de Bartel (30)).

2.1 Rol de los redoximir en cancer y su participacion en el estrés
oxidativo.



Como ya se ha mencionado, los miRNAs estan presentes en multiples procesos
fisiologicos, incluyendo la regulacion del metabolismo redox de la célula, ya que una
gran cantidad de miRNAs presentan sensibilidad al estrés oxidativo, participando en
procesos como la regulacion de la expresién de generadores de ROS, sensores redox y
componentes de la maquinaria celular antioxidante (39). Esta interaccion de miRNAs con
el estrés oxidativo, se da en ambas direcciones, los miRNAs afectan los procesos
relacionados con el estrés oxidativo, y este a su vez genera cambios en la expresion,
funcion y estabilidad de los miRNAs, influyendo sobre sus factores de transcripcion,
biogénesis y generando modificaciones epigenéticas en las secuencias que los codifican
(39,40). A estos miRNAs se les conoce con el hombre de redoximiRs y varios ejemplos

se encuentran representados en la figura 4 (41).

Sistema antioxidante

miR-21
miR-206 H,0, H,0
miR-181a
miR-185 \
miR-215p miR-144 i
— miR-23a3p SH gssg| M4
miR-212
miR 433-3p .
miR-30b
— miR-146a
miR511b MADP* MADPH

H,0 o,

Fig. 4. Sistema antioxidante y redoximiRs. (modificado de Leisang et al.(39). Se representa

la accion inhibitoria o activadora de los redoximiRs sobre moléculas antioxidantes tales como la
SOD, CAT, GPX y GR. La linea truncada representa inhibicién y la punta de flecha indica activacién.

Adicional a los ejemplos mostrados en la figura 4 existen otros redoximiRs que
participan en procesos de proliferacion celular y ferroptosis en cancer, algunos ejemplos

de ellos son el mir-509-5p, el cual dependiendo de si esta disminuido o aumentado,
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afecta directamente en procesos como la viabilidad, proliferacion e invasion tumoral en
el cancer de mama (42). Otro redoximiR que participa en la progresion del cancer es el
mir-137, el cual, al estar sobre expresado, impide la muerte de las células cancerigenas
del melanoma, evadiendo la via de muerte celular conocida como ferroptosis (37). Un
ultimo ejemplo es el mir-433-3p, el cual es un miRNA que puede reducir los niveles de
GSH al interior de células de tipo HUVEC (fig. 4.), a través de la modulacion de la ligasa
de glutamato-cisteina, disminuyendo en especifico estd defensa antioxidante de la célula
tumoral, se traduce en una respuesta disminuida de la célula a la exposicién a un agente
oxidante como es el H202, demostrando que sus defensas decaenen contraste a las
células que no fueron tratadas con el redoximir (43). Por lo anterior dicho, los redoximiRs
parecen ser una estrategia bastante prometedora contra el cancer, ya que pueden ser
ocupados en conjunto con agentes pro-oxidante como la quimioterapia, facilitando la
induccion de estrés oxidativo en células tumorales, pudiendo ser parte de nuevos

tratamientos en el futuro.
2.2 Estrategias para el estudio de los miRNAs en lineas celulares

Debido a su participacién en gran parte de los procesos celulares, el uso de miRNAs y
otros oligonucledtidos sintéticos (ONs), se han convertido en parte importante en el
analisis de las funciones celulares, esto en gran medida porque pueden ser transfectados
de manera relativamente sencilla en la gran mayoria de las lineas celulares que se
utilizan hoy en investigacion. Para esto existe una amplia oferta comercial de reactivos
como formulaciones catidénicas de naturaleza lipidica que permiten llevar a cabo la
transfeccidon (44). Sin embargo, el problema surge en el momento de usar estos ONs en
sistemas vivos. Obstaculos tales como la degradacion de estos en los fluidos bioldgicos,
el traspaso a través de barreras celulares e incluso el mismo trafico intracelular, son
puntos factores que se deben tomar en cuenta cuando seangeneradas nuevas
estrategias respecto a las terapias basadas en acidos nucleicos (45). Por otra parte, y
no menos importante, los reactivos basados en lipidos catidnicos, que son utilizados
tradicionalmente, presentan un nivel de citotoxicidad considerable , ademas de distintos
porcentajes de eficiencia de transfeccion (Tabla 1). Por lo anterior, es que se propone el
uso de nuevas estrategias para el ingreso de ONs bioactivos al interior de |la célula. Entre

estas estrategias se encuentran el uso de péptidos como vectores de transporte, los
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cuales poseen un metabolismo predecible y, por lo tanto, también poseen una baja
incidencia de efectos secundarios. Adicionalmente, los metabolitos generados por estos

péptidos normalmente no son toxicos a diferencia de la mayoria de otras drogas (46).

Tabla 1. Reactivos comerciales de transfeccion (47).

Linea MCF-7 Linea HEK-293

Reactivo de Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de

transfeccion. eficiencia viabilidad eficiencia viabilidad
relativa de celular. relativa de celular
transfeccion. transfeccion.
Lipofectamina 58.13% 62% 42.52% 61.70%
3000
Lipofectin 6.62% 92.49% ~19% 87.29%
RNAiMax 31.92% > ~80% 25.60% 89.30%
Fugene 27.80% > ~80% 40.51% 68.83%
Lipofectamina 33.29% > ~80% ~35%-37% ~ 45%-55%
2000

Nota: Las lineas celulares MCF-7 y HEK-293 corresponden a linea tumoral de mama vy a linea
embrionaria epitelial de rifidn respectivamente.

3. Péptidos penetrantes celulares y nano particulas basadas en
péptidos.

3.1 Péptidos

Los péptidos estan involucrados en una gran variedad de procesos bioquimicos y
fisioldgicos. Estos pueden estar formados hasta por 50 aminoacidos y no cuentan con
estructura tridimensional terciaria, a diferencia de las proteinas (48). Entre algunas de
las funciones que cumplen los péptidos dentro de los sistemas vivos, destacan su
actividad como moléculas de sefializaciéon, hormonas, neurotransmisores, factores de
crecimiento, neuropéptidos y antibioticos. Ademas, la diversidad estructural y el alto
nivel de selectividad que poseen los péptidos, los hacen excelentes candidatos en el
desarrollo de nuevas terapias (49,50). Esta diversidad estructural, hace que Ilos
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peptidostengan  multiples actividades, tales como antimicrobianas (51),

inmunomoduladoras (52), reguladores hormonales (53) y penetrantes celulares (54).

Debido a sus propiedades para translocar al interior de la célula y asociarse a otras
moléculas de tipo acidos nucleicos, como los miRNAs, los RNAs interferentes pequefios
(siRNAs) y plasmidos (pDNA), facilitando su ingreso y permitiendo que actien de forma

intracelular(55), la actividad penetrante es la de mayor interés para este estudio.

Ryser y colaboradores (1978) intentaron por primera vez aprovechar la habilidad de los
péptidos catidnicos para administrar farmacos a través de membranas bioldgicas (56).
Con esto surgié un nuevo enfoque en el uso de péptidos, esta vez con los llamados
péptidos penetrantes celulares (CPPs, por su sigla en inglés de Cell penetrating
peptides), los cuales se caracterizan por ser cadenas cortas de no mas de 30 aminoacidos
de naturaleza catidnica y/o anfipaticas. Pueden presentar diversos origenes, como por
ejemplo humano, murino, microbiano o puramente sintético. Hoy por hoy constituyen
una de las estrategias no virales mas prometedoras a la hora de mejorar la
administracion de acidos nucleicos (NAs, por sus siglas en inglés), al interior de la célula,
siendo una gran alternativa respecto a las ya existentes como lo son métodos basados

en lipidos, polimeros y virus (57).

Gracias al trabajo de Ryser y colaboradores (56), la investigacion de los CPPs ha crecido
y se han identificado multiples secuencias peptidicas. Estas estructuras derivan de
elementos que componen proteinas y los que presentan de forma natural, la capacidad
de translocarse al interior de la célula (55). Algunos de los CPPs mas destacables son el
péptido derivado del transactivador de transcripcién del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV-TAT), el péptido Penetratina-1 el cual deriva del homeodomino de la
antenapedia de la Drosofila, el péptido quimérico Transportan el cual deriva de la
galanina y por ultimo el péptido Mastoporan derivado del veneno de avispa (55). En la
tabla 2 se muestran algunos de estos CPPs junto con otros de gran importancia en la
literatura. Ademas se proporciona informacidn relevante respecto a su secuencia
aminoacidica, su clase, carga eléctrica y mecanismo de accion. De tal manera que se

observa en esta tabla la gran variedad de posibilidades de uso.
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Tabla 2. Tipos de CPP y sus principales caracteristicas. Obtenida de Radis-Baptista (58)y
Ruseska y Zimmer (59).

YGRKKRRQRRR Catidnico Endocitosis
Penetratina RQIKIWFQNRRMK WKK Catidnico 7 Endocitosis
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL Anfipatica 4 Mdltiple (EN,TD vy
FP)
Mastoporan  INLKALAALAKKIL-NH2 Anfipatica 3 TD/FP
Arg 8 RRRRRRRR Cationico 8 Endocitosis

Abreviaciones: EN: Endocitosis; TD: Translocacién directa; FP: Formacion de poro.

3.2 Nano particulas basadas en péptidos

Otra gran ventaja de los CPPs es su capacidad de interaccionar con una gran variedad
de moléculas, entre las cuales estan pDNA, siRNAs, los oligonucledtidos antisentido
(ASOs), mRNAs y los miRNAs (44). La manera en que interaccionan y se asocian los
CPPs con los NAs, puede ocurrir de dos maneras, a través de unidén covalente o no
covalente, siendo la segunda la estrategia mas utilizada debido a sus interacciones
idnicas e hidrofobicas. Sea cual sea la forma en que se asocien los CPPs con los NAs dan
como resultado las llamadas nano particulas basadas en péptidos (PBN) (42).Algunos
ejemplos del usode PBNs es el péptido LK junto con el mir 2861, aumentando la
osteogénesis en células madre mesenquimales (60). Otro ejemplo es el complejo
formado por el péptido TATbim junto con el miR-34a, ambas moléculas tienen la
capacidad de inducir apoptosis en células de tipo Hela, por lo que una vez unidas
formando esta PBN, obtienen un efecto sinérgico mas potente que si se utilizaran cada
molécula por separado (61). La Tabla 3 muestra mas ejemplos de la utilizacion de PBNs

formados por péptidos y miRNAs.
Tabla 3. Complejos CPP-miRNA
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CPP miRNA Funcion

PepFect-6 AntimiR-21 PBN con propiedades
anticancerigenas (62)

R9-LK15 miRNA-29b Promocion de la
diferenciacion osteogénica
en células madres

mesenquimales(63).

PAS-pHK miRNA-126 PBN con propiedades
anticancerigenas(64)

NF71 miRNA-146a Supresion de genes
proinflamatorios.(65)

Abreviaciones :PBN :Nano particulas basadas en péptidos.

Las PBNs para poder ingresar al interior de la célula deberan en primer lugar interactuar
con la membrana celular, aqui la internalizacion del complejo puede ocurrir bajo dos
posibles mecanismos descritos no excluyentes. El primer mecanismo de internalizacion
es por la via de la endocitosis, mientras que el segundo ocurre mediante una
translocacion directa independiente de energia. El balance entre ambas vias esta
influenciado directamente por distintos factores, tales como la secuencia y la
concentracion de los CPPs, asi como la temperatura en la que se realiza la incubacion de
los PBNs con la célula (54,66,67). Un punto importante a considerar es que en el caso
en que el PBN ingrese a través de la via endocitica, este debe escapar del interior del
endosoma para poder realizar su funcion al interior de la célula (54). Respecto a lo
anterior , los péptidos con la capacidad de generar lisis del endosoma, como lo son los
péptidos activos de membrana dependientes del pH (PMAPs), presentan un mejor
desempefio al interior de la célula respecto de los péptidos que no tienen esta
caracteristica. Es debido a esta ventaja que muchas veces estos péptidos son unidos a
un péptido base con el fin de mejorar su eficiencia (68).Algunos ejemplos de esto son el
péptido de fusion HA2, el péptido GALA y KALA (69-71)

3.3 Uso de un péptido derivado de IL-8 de salmones como potencial CPP
para el transporte de miRNAS
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Nuestro grupo de investigacion ha realizado estudios de un péptido derivado de salmén
que posee actividad antimicrobiana y que ademas se ha evidenciado que es capaz de
translocar al interior de lineas celulares del tipo monocito/macréfago de bazo y rifon,
epitelial de branquia y epitelial de intestino de salmdnidos (72,73). Este péptido ha
recibido el nombre de ss-IL-8a, el cual estd compuesto por 17 aminoacidos
(SAPWVKRVIKKMLANNK), es cationico y posee una propension estructural tipo a-hélice,
como se representa en la figura 3. Ademas su estructura como péptido antimicrobiano
(AMP por sus siglas en inglés) le da una ventaja ya que puede asociarse con otras
moléculas para funcionar a modo de vector de transporte (73). Debido a las
caracteristicas anteriormente es que resulta un péptido prometedor para asociarlo a un

miRNA, y translocarlo al interior de la célula.

53 IL=8 paptide

Fig. 5. Representacion del péptido ss-IL-8a. extraido de Santana y colaboradores. (72)

(A) Proyeccion de rueda helicoidal del péptido ss-IL-8a, los circulos amarillos representan los
residuos hidrofébicos presentes en la estructura del péptido, los diamantes verdes representan los
residuos hidréfilos, mientras que los tridngulos rojos representan los residuos con potencial carga
positiva. (B) Representacion en 3D de la estructura a-hélice del péptido ss-IL-8a, con azul se
representa el aminoacido triptéfano, mientras que con rojo los residuos positivos ubicados en la
cara polar de la hélice.

4. (Es posible modular la accion de GSH al aplicar el complejo ss-IL-8a-
mir-433p?
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En el cancer el GSH tiene un rol dual, por una parte, previene la acumulacion de
moléculas oxidantes y por consecuencia la produccién de metabolitos citotdxicos asi
como mutagénicos, y por otra parte se ha demostrado que el incremento en niveles
de GSH debido a la sobre-expresion a nivel transcripcional de las enzimas GCL y de GS
en diversos canceres como el de médula 6sea, mama, colon, laringe, ovario, prostata y
pulmén, le confieren al tumor resistencia contra la quimio y la radioterapia (10,16,19).

Debido a este rol dual es que se elige al GSH como una diana terapéutica de estudio.

Debido a lo anterior, los miRNAs son moléculas con altas posibilidades de generar
cambios en los niveles de glutatién al interior de la célula, ya que regulan a las enzimas
que participan en su sintesis. De este modo, se ha decidido utilizar el miRNA 433-3p,
donde su mecanismo de accion se encuentra representado en la figura 6.Enella se
muestra que su diana se encuentra en la regiéon 3’ UTR del mRNA que traduce para la
enzima GCL. Se ha demostré de manera in vitro que regula la expresidén tanto de la

unidad catalitica de la enzima GCL como la unidad modificadora de esta (43).
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Fig.6. Accion del mir-433-3p sobre la GCL. Modificado de Bansal y Simon (10)).

1)El mir-433-3p se une al mRNA de la enzima GCL. 2) La unién del mir-433-3p impide la traduccién
de la enzima GCL por la maquinaria ribosomal. 3) Al disminuir la expresién de enzima GCL, se
impide la sintesis del GSH, por consecuencia disminuye su biodisponibilidad.

El mecanismo por el cual se genera el GSH comienza por la unidon de los aminoacidos
glutamato y cisteina por parte de la GCL. Es en esta etapa de la sintesis en donde el
mir-433-3p realiza su accidon reguladora, disminuyendo la expresion de GCL
representado por la estrella n°3 en la figura 6, afectando en Ultima instancia la sintesis
de GSH.

Dado los antecedentes presentados, en este proyecto se propone utilizar un potencial
péptido penetrante ss-IL-8a para transportar el mir 433-3p al interior de lineas celulares
no tumorales y tumorales de mama, con el fin de inducir una disminucion de la expresion
de la enzima GCL, generando como consecuencia la disminucién del antioxidante GSH y

con ello lograr la induccion de muerte celular por acumulacion de ROS.
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HIPOTESIS

El complejo conformado por el péptido ss-IL-8a y el microRNA mir -433-3p es capaz de
translocar al interior de la célula de lineas celulares tumorales y no tumorales de mama
y generar una reduccion de la actividad de la enzima GSH mediante la disminucién de

la expresién de la proteina cisteina-glutamato Ligasa.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el péptido ss-IL-8a es capaz de transportar el mir-433-3p en lineas
celulares tumorales y no tumorales de mama para modular la expresion de la proteina
GCL.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar la actividad penetrante del péptido ss-IL-8a en lineas celulares

normales y tumorales de mama.

2. Evaluar el ingreso del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p en las lineas celulares

normales y tumorales de mama, mediante la unién al péptido ss-IL8a

3. Medir el efecto del mir-433-3p sobre la expresion de la proteina GCL y los

niveles de GSH en lineas celulares normales y tumorales de mama.
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METODOLOGIA

Materiales:

Lineas celulares: Para realizar el estudio se utilizaron las lineas celulares establecidas
MCF-7 (HTB-22™) derivada de células epiteliales de adenocarcinoma de glandula
mamaria, la linea MDA-MB-231 (HTB-26™) también derivada de células epiteliales de
adenocarcinoma de glandula mamaria y la linea MCF-10A (CRL-10317™) derivada de

células epiteliales de glandula mamaria como control normal.

Péptido sintético: se contd con el péptido sintético SAPWVKRVIKKMLANNK
denominado ss-IL-8a el cual fue caracterizado por HPLC, ESI-MS y dicroismo circular.
Posterior a la sintesis del péptido con resina, se eliminaros los grupos de bloqueo y el
péptido se separé de la resina mediante el uso &cido trifluoroacético (TFA)/
Trisopropilsilano (TIS)/ agua (95/2.5/2.5). Para luego ser liofilizado y purificado por RP-
HPLC (72).

Metodologia:

OE1: Validar la actividad penetrante del péptido ss-IL-8a en lineas celulares

normales y tumorales de mama.

Actividad 1. Cultivo celular:

Las tres lineas celulares mencionadas con anterioridad fueron descongeladas para su
utilizacion, estas se encontraban en un stock almacenado y conservado a -80°C.
Mediante un protocolo de descongelacion, se sembraron en placas de 100 mm de

diametro. Con ello, se mantuvieron y posteriormente se pasaron aplacas de 6 pocillos
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en donde se llevaron a cabo los experimentos. El cultivo de las células se realizo en un
incubador a 37°C en una atmosfera con CO2zal 5%. El medio de cultivo que se utilizé fue
DMEM Low Glucose (Mediatech Inc, Corning, USA.) este fue suplementado con suero
bovino fetal al 10% (Mediatech Inc, Corning, USA). Las células se mantuvieron
cultivadas hasta que llegaron a una confluencia del 70-80% para luego ser divididas en

lineas de mantencidn y experimentacion.

Actividad 2. Evaluacioén de la citotoxicidad del péptido ss-IL-8a

Para este experimento se utilizaron tres placas de 96 pocillos, en donde cada placa
contenia una de las tres lineas celulares de mama, dos lineas celulares tumorales
(MCF-7 y MDA) vy la linea celular no tumoral MCF-10A. Se realizaron tratamientos por
sextuplicado con las siguientes concentraciones del péptido ss-IL-8a para cada placa
de cultivo, 10, 5,1, 0,5, 0,25, 0,125 y 0,625uM durante 24 horas. Después se
evalud la citotoxicidad mediante el ensayo de sulforodamina B (SRB) descrito por
Vichai y Kirtikara (74). Las células post tratamiento fueron fijadas con 25 pl de TCA al
50% para luego tefirlas con SRB, colorante que se une a las proteinas presentes en
las células fijadas y entrega una relacion directa de la masa celular total, las muestras

fueron analizadas por espectrofotometria a 540 nm.

Actividad 3. Evaluacion de la penetracion del péptido ss-IL-8a mediante

microscopia de fluorescencia.

Para analizar la penetracion del péptido ss-IL-8a al interior de la célula se realizo
microscopia de fluorescencia utilizando el péptido marcado con rodamina B. El nucleo se

marcd con Hoechst 33342.
Los tratamientos realizados fueron:

e Control negativo: Solo se tifieron los nucleos celulares con Hoescht.
e Tratamiento solo con el péptido ss-IL-8a marcado con rodamina y los nucleos

tenidos con Hoescht
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Para la visualizacion de las tinciones fluorescentes se utilizd el microscopio de

fluorescencia de campo oscuro Olympus BX53.

El protocolo para llevar a cabo este procedimiento requirié colocar cubreobjetos de vidrio
al interior de los pocillos de placas de 4 pocillos, para que las células crecieran sobre
estos. Luego se realizd el cultivo de las lineas celulares tumorales y no tumorales en
placas diferentes, una vez lograda la confluencia requerida (60-70%) se continud con el

proceso.

En primer lugar, se elimind el medio de cultivo con suero y se realizaron lavados con
buffer fosfato-salino (PBS) 1X estéril. Posterior al lavado, se realizaron los tratamientos,
previamente indicados, en medio de cultivo sin SBF durante una hora en oscuridad.
Luego se elimind el medio de cultivo, posteriormente se lavd dos veces con PBS 1X, y
por ultimo se realiz6é un lavado de PBS1x + suero bovino fetal 10% (SBF) esto con el fin
de eliminar el péptido en la superficie celular. Finalmente, se sacaron los cubre objetos
del interior de los pocillos, y se colocaron en un portaobjetos para posteriormente
sellarlos con medio de montaje para su posterior visualizacion por microscopia de

fluorescencia.

OE2: Evaluar el ingreso del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p en las lineas

celulares normales y tumorales de mama, mediante la union al péptido ss-IL8a

Actividad 4. Formacion del complejo péptido ss-IL-8a/microRNA mir -433-3p

Para generar la formacién del complejo péptido-miRNA se utilizé el protocolo de Lockhart
y colaboradores (75). Para ello se diluyeron por separado una concentracion de 50 ng/pul
de miRNA y 400mM de péptido en agua libre de DNasas y RNasas. El miRNA junto con
el péptido fueron combinados en agua libre de DNasas y RNAsas e incubados durante
15 minutos a temperatura ambiente. La incubacion se realizé en las siguientes

proporciones en relacién a su masa: 1:1, 1:5 ,1:10, 1:20, 1:40, 1:60 y 1:80 de
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miRNA:Péptido respectivamente. Para poder visualizar la unién del péptido con el miRNA
se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 2% cargado con 5 pl de GelRed
(marcador para electroforesis de acidos nucleicos) a 50V y amperaje constante durante

1 hora para posteriormente visualizar el producto en un transiluminador.

Actividad 5. Medicion del tamafio del complejo péptido ss-IL-8a/microRNA mir
-433-3p

Una vez generados los complejos péptido ss-IL-8a/microRNA mir -433-3p y demostrada
su uniéon mediante electroforesis, se analizé el tamafio de las nano particulas generadas
a través de la técnica de dynamic light scattering (DLS) como lo describen Kim y
colaboradores (61). Para ello a 50 ng de miRNA se les agregd las cantidades
correspondientes de péptido para formar las distintas proporciones (1:1-80:1) de
complejo, en un volumen inicial de 50 uL de agua Milli-Q al que luego se le agreg6 950
ML de agua Milli-Q, para llegar a un volumen final de 1 mL que posteriormente fue
colocado en una cubeta plastica para su analisis, utilizando para esto el equipo Zetasizer

Lab de Malvern Panalitycal.

Para la medicion del potencial Z (ZP), que nos entrego los valores de las cargas presentes
en los nano-complejos, también se utilizo el protocolo de Radis-Baptista (58), asi como
el equipo Zetasizer Lab de Malvern Panalitycal. Para esta medicion se utilizé una cubeta
DTS 1070 que posee capilares y electrodos para el paso de la corriente a través del agua

Milli-Q en donde se encontraba inmersa nuestra muestra.

Tanto la mediciones de DLS como del PZ, se llevaron a cabo en todas las proporciones
1:1,1:5,1:10, 1:20, 1:40, 1:60 y 1:80 de miRNA:Péptido , ademas de mediciones del
péptido y el miRNA por separados.
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Actividad 6. Evaluacion de la citotoxicidad del complejo

Para este experimento se utilizaron tres placas de 96 pocillos, en donde cada placa
contenia una de las tres lineas celulares de mama, dos lineas celulares tumorales (MCF-
7 y MDA) v la linea celular no tumoral MCF-10A, estas fueron sembradas, y mantenidas
en medio DMEM bajo en glucosa suplementado con SBF 10%, en incubador a 37°C con
atmosfera de CO2 al 5%. Se realizaron tratamientos por sextuplicado, en todos los
pocillos se eliminéd el antiguo medio y se agregé medio DMEM incompleto sin SBF, luego
se incubo la misma cantidad del complejo péptido ss-IL-8a/microRNA mir -433-3p en
relacion 40:1 (16uM del péptido ss-IL-8a y 400 nM de mir-433-3p), durante 24, 48 y 72
horas para posteriormente evaluar citotoxicidad mediante el ensayo de sulforodamina B
descrito por Vichai y Kirtikara (74), donde las células post tratamiento fueron fijadas con
25 ul de TCA al 50% para luego tenirlas con SRB, colorante que se une a las proteinas
presentes en las células fijadas y entrega una relacion directa de la masa celular total,

las muestras fueron analizadas por espectrofotometria a 540 nm.

Acitvidad 7. Evaluacion de la penetracion del complejo péptido ss-IL-
8a/microRNA mir -433-3p mediante microscopia de fluorescencia.

Para analizar la penetracion del complejo péptido ss-IL-8a/microRNA mir -433-3p al
interior de la célula se utilizé el mismo protocolo de la actividad 3. Adicionalmente, se
ocupd el microRNA sin marcar, pero previamente incubado con el péptido marcado de la

misma manera que se menciona en la actividad 4.
Los tratamientos a realizar fueron:

e Control negativo: Solo se tifieron los nlcleos celulares con Hoescht.
e Tratamiento solo con el péptido marcado con rodamina
e Tratamiento del péptido marcado con rodamina junto con el microRNA previa

formacién del nanocomplejo.

El protocolo para llevar a cabo este procedimiento requirié colocar cubreobjetos de vidrio

al interior de los pocillos de placas de 4 pocillos, para que las células crecieran sobre
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estos. Luego se realizd el cultivo de las lineas celulares tumorales y no tumorales de
mama en placas diferentes, una vez lograda la confluencia requerida (60-70%) se

continud con el proceso.

En primer lugar, se elimind el medio de cultivo con suero y se realizaron lavados con
PBS 1x estéril. Posterior a el lavado, se incuban los tratamientos en medio de cultivo sin
SBF durante una hora en oscuridad, para luego ser eliminado el medio de cultivo,
posteriormente se lava dos veces con PBS 1x, y por ultimo se realiza un lavado de PBS1x
+ suero bovino fetal (SBF) 10% que busca eliminar el péptido en la superficie celular.
Finalmente, se sacan los cubre objetos del interior de los pocillos, son colocados en un
portaobjetos y son sellados con medio de montaje para su posterior visualizacion en el

microscopio de fluorescencia.

Evaluacion del ingreso del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p

mediante PCR

Actividad 8. Siembra y tratamiento del cultivo celular:

Se sembraron cultivos celulares de las lineas normales y tumorales de mama en placas
de 6 pocillos, una vez que llegaron a una confluencia de entre el 60-70%, se realizaron

los siguientes tratamientos durante 1 hora. Con medio de cultivo libre de SBF.

Tabla 4. Tratamientos.

Tratamiento Descripcion

Control negativo Solo se cambid el medio de cultivo del

pocillo tratado.

Solo péptido Células incubadas junto con el péptido ss-
IL-8a
Solo miRNA Células incubadas junto con el mimic de
mir-433-3p
Complejo péptido + mimic Células incubadas con el complejo ss-IL-
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8a: mimic/mir-433-3p

Complejo péptido + antimir Células incubadas con el complejo ss-IL-

8a: antimir/mir-433-3p

Actividad 9. Extraccion de RNA:

Pasada la hora, fue eliminado todo el medio de cultivo presente y se extrajo el RNA
mediante el método TRIzol (76). A cada placa de 6 pocillos se le agregé 500 pL de Trizol
y el lisado fue pasado a un tubo eppendorf de 1,5 ml. Al Tubo se le agregd una cantidad
de 100 pL de cloroformo y se dejd incubar a temperatura ambiente (T°A) durante 2-3
minutos, posterior a la incubacion se centrifugd a 10.000 X g durante 10 min a T°A, se
extrajo el sobrenadante y se pas6 a un nuevo tubo. Al nuevo tubo se le agregd 250 pL
de isopropanol y se agitd vigorosamente, posterior a eso se centrifugo a 10.000 X g por
10 minutos a 4°C.Se elimind el sobrenadante y colocd en etanol, centrifugando a 10.000
X g por 10 minutos a 4°C.El sobrenadete fue eliminado y se dejo secar el pellet al aire.

Una vez seco se re suspendio en H20 Milli-Q.

Una vez obtenido el RNA, este se cuantific6 mediante fluorimetria con el equipo

Quantus™ de Promega.

Actividad 10. Transcripcion reversa y qPCR:

Una vez se extrajeron todos los RNAs se realizé una transcripcidn reversa, para eso se
utilizé un mastermix universal junto con un primer RT especifico del mir-433-3p, ademas
de otro para el RNA nuclear pequefio humano U6 (snRNA U6), que sirvido como

normalizador. Dar un poco mas de detalle

El perfil térmico que se utilizé en el termociclador esta sefialado en la tabla 5:

Tabla 5. Perfil térmico termociclador retro transcripcion.

Temperatura Tiempo

16°C 30 min
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420C 30 min

850 C 5 min

40 C o'

Para medir las variaciones en el nimero de transcritos de microRNA en cada uno de los
tratamientos se utilizé la técnica qPCR con sondas de hidrélisis TagMan®. Para esto se
utilizé el cDNA obtenido del paso anterior, el cual se mezclara en proporciones especificas
junto a un mastermix universal (1,33 yL de cDNA y 18,67 L) , ademas de las sondas
de hidrdlisis TagMan® especificas para el cDNA del mir-433-3p asi como para el cDNA

de U6 como normalizador.
El perfil térmico que se utilizé se muestra en la tabla 6.:

Tabla 6. Perfil térmico termociclador PCR

PCR
Etapa Activacion Ciclos 39 X
enzima .
Denaturacion Anneal/Extension
To 950 C 950 C 600 C
Tiempo | 20 segundos | 3 segundos 30 segundos

OE3: Medir el efecto del mir-433-3p sobre la expresion de la proteina GCL en

lineas celulares normales y tumorales de mama.

Actividad 11. Tratamiento en las lineas celulares

Para este experimento se utilizé un n=3, para cada una de las lineas celulares normales

y tumorales. Las lineas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos, una vez que
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se logrd la confluencia del 60-70% a cada n se le elimind el medio de cultivo y se le

realizd uno de los 5 tratamientos durante 48 horasde la tabla 7.

Tabla 7. Tratamientos

Tratamiento Descripcion

Control negativo Solo se cambidé el medio de cultivo del

pocillo tratado.

Solo péptido Células incubadas junto con el péptido ss-
IL-8a
Solo miRNA Células incubadas junto con el mimic de
mir-433-3p
Complejo péptido + mimic Células incubadas con el complejo ss-IL-

8a: mimic/mir-433-3p

Complejo péptido + antimir Células incubadas con el complejo ss-IL-

8a: antimir/mir-433-3p

Actividad 12. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Posterior a 48 horas desde la incubacion de las células con el complejo péptido-miRNA
40:1, las células fueron lavadas con PBS vy lisadas con 30 ul de buffer de lisis RIPA (25mM
Tris/HCL pH 7.6, 150 nM NaCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sodio, 0,1% de solucion
de dodecilsulfato sédico, 1nm PMSF, 0.2 mM Na3zVOas y 0.2nM NaF).

Las proteinas extraidas fueron cuantificadas mediante un lector de microplacas, a 562
nm. Para esto se agregaron 25 ul de cada muestra junto con 200 pl de solucion de
trabajo en cada pocillo de la placa lectora, esto se hizo por duplicado. Ademas, se
midieron soluciones con muestras estandar de BSA con la que se realizd6 una curva
estandar, lo que permitié determinar la concentracion de proteinas presentes en cada

una de las muestras extraidas.
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Actividad 13. Inmunoensayo ELISA

Para realizar el ensayo ELISA se realizd el protocolo descrito a continuacién para cada
uno de los tratamientos, en las 3 lineas celulares de mama, la linea no tumoral MCF-
10A, y las dos lineas tumorales MDA-MB-231 y MCF-7.

Como control positivo para este ensayo se utilizd proteina extraida de tejido de higado

de rata, y como control negativo solo se agregé PBS en lugar de proteina.

En primer lugar, se activo la placa de ELISA (Maxisorp, Nunc), con 10 ng/ul de proteina
(extraida de cada cultivo celular con su respectivo tratamiento) diluida en PBS durante
toda la noche a 4°C. Luego se realizaron tres lavados con PBST y a continuacion se
blogued a un volumen final de 200 pl con BSA 1% diluido en PBS (PBSA), por 2 horas a
37°C con agitacién suave. Luego se incubd con una dilucion de 1:500 del primer
anticuerpo monoclonal anti-GCLC (Invitrogen # MA5-26346) por 1 hora a 37°C con
agitacion suave. Después de 3 lavados, se adicioné el segundo anticuerpo anti-IgG de
ratén conjugado a peroxidasa (H+L), (Thermo), a una diluciéon de 1:7000 por 1 hora a
37°C con agitacidon suave. Para revelar se utilizaron 100 pl por pocillo del reactivo
3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB), (Invitrogen) y se dejé incubando por un tiempo
maximo de 30 minutos a temperatura ambiente. Posterior a esto se adicionaron 50 pl
de acido sulfdrico 1N y se realizo la lectura se realizé a 450 nm con un lector de

microplaca VERSA max. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

Actividad 14. Medicion de los niveles de GSH, GSSG y la razon GSH/GSSG

Para este experimento se utilizé un n=3, para cada una de las lineas celulares normales
y tumorales. Cada linea celular fue sembrada en placas de 6 pocillos, una vez se logré
la confluencia del 60-70% cada linea celular se le extrajo el medio de cultivo y se le

realizé uno de los siguientes tratamientos de la tabla 8 durante 12 horas.

Tabla 8. Tratamientos

Tratamiento Descripcion

Control negativo Solo se cambid el medio de cultivo del

pocillo tratado.
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Solo péptido Células incubadas junto con el péptido ss-

IL-8a
Solo miRNA Células incubadas junto con el mimic de
mir-433-3p
Complejo péptido + mimic Células incubadas con el complejo ss-IL-

8a: mimic/mir-433-3p

Complejo péptido + antimir Células incubadas con el complejo ss-IL-

8a: antimir/mir-433-3p

Posterior a las 12 horas de incubacion, se descarté medio de cultivo de cada pocillo, y
las células fueron expuestas a un 1 mL por pocillo de solucion hipoténica (0.1% Triton-
X y 0.6% acido sulfosalicilico en KPE) para obtener el GSH total intracelular, con el fin

de cuantificar este mediante el protocolo descrito por Rahman et al.2006 ((77).

Este protocolo consistid en agregar, en una cubeta de cuarzo, 700 pL de buffer KPE
(Fosfato de potasio 0,1M en EDTA 5mM pH 7,5), 100 yL de muestra tratada (precipitado
celular en solucién hipoténica) con 2 uL de 2-vinilpiridina y 120 pyL de mezcla de
DTNB:glutation reductasa (GR) (1:1), se incubd durante 30 segundos y se realizd una
primera lectura 412nm, la que entregd un primer valor [GSH]*!. Luego a la mezcla se
le agregaron 60 L de B-NADPH, se agitd y se incubo6 durante 2 minutos para ser leida
a 412\ entregandonos un segundo valor [GSH] total*2. Con estos dos valores y mediante
la (ecuacion 1) se calculdla relacion entre glutation oxidado [GSSG], glutatidon reducido
[GSH] yGSH total.

[GSH] total™ = GSH™ + 2 x [GSSG] (ecuacion 1)
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Actividad 15. Analisis estadistico de los ensayos realizados.

Los datos obtenidos fuero recolectados y analizados mediante la herramienta informatica
GraphPad Software Inc. (Prism 8,USA). Se les aplicd analisis de normalidad, en el caso
de datos paramétricos se les aplico un One Way ANOVA test o Two way ANOVA
dependiendo el caso.Para el analisis de los datos no paramétricos se decidid utilizar

Kruskal Wallis test o Mixed model, solo cuando fue necesario.
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RESULTADOS

OE1: Validar la actividad penetrante del péptido ss-IL-8u en lineas celulares
normales y tumorales de cancer de mamas

Con el fin de evaluar la seguridad del péptido como eventual vector de transporte, se
analizo su citotoxicidad en las 3 lineas celulares de mama, dos lineas tumorales de mama
MCF-7 y MDA-MB231 y una linea no tumoral de mama MCF-10. Para ello, se realizé el
ensayo de sulforodamina B en donde se expusieron todas las lineas celulares al péptido

en concentraciones desde los 0,625 uM hasta los 50 uM durante 24 hrs.

Los resultados obtenidos de este ensayo son los que se muestran en la figura 7.

MDA-MB-231
MCF-7

MCF10-A

150

100

% de Viabilidad
% de Viabilidad

P 2P N RS ; R o : IR
KU EUE (’Qg;f’ Q{(" F NS (’Qg;f’ Qg(" KU AR
Concentraciones de péptido . L. . n
Concentraciones de péptido Concentraciones de péptido

Fig.7. Efectos citotoxicos del péptido ss-IL-8a. (A) Efectos citotoxicos en la linea celular
Michigan Cancer Foundation 7 (MCF-7). (B) Efectos citotdxicos de la linea celular MD Anderson-
Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231).(C) Efectos citotoxicos en la linea celular Michigan Cancer
Foundation-10A(MCF10-A). Representacién grafica del efecto sobre la viabilidad celular de la
exposicion al péptido ss-IL-8a (0.625-50 uM) durante 24 horas en las 3 lineas celulares de mama.

Los datos se expresan como *SD (n=6) *p < 0.05.
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En los datos obtenidos del ensayo de sulfordamina B, se observé que el péptido ss-IL-
8a no mostrd citotoxicidad a ninguna de las concentraciones utilizadas a las 24 hrs. Estos
resultados fueron similares en las 3 lineas celulares estudiadas, sin diferencias

significativas respecto al control (Figura 7).

Seguido de la obtencidn de los resultados del ensayo de sulforodamina B, se analizd la
capacidad del péptido ss-IL-8a para translocar al interior de las tres lineas celulares de
mama, las dos lineas celulares tumorales MCF-7 y MDA-MB-231y la linea celular no
tumoral MCF-10A. Para esto el péptido fue sintetizado junto con el marcador fluorescente
rodamina B para poder ser visualizado al momento de entrar al interior de la célula
mediante microscopia de fluorescencia. A continuaciéon, se muestra las imagenes
representativas de todas las lineas celulares en estudio y de su interaccién con el
péptido, ademas de la representacion grafica de la cantidad de fluorescencia cuantificada

en cada linea celular.
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Fig.8. Microfotografia de microscopia de fluorescencia. Se observan microfotografias de la
linea celular MCF-10-A, MCF-7 y MDA-MB-231. Las imagenes A, D y G corresponden a las tinciones
nucleares con Hoescht; B, E y H corresponde a imagenes del péptido marcado con rodamina (5
MM) y por ultimo las imagenes C, F e I corresponden a la unidn de ambas imagenes para cada una
de las lineas celulares. J, mediante Image J se cuantificod y calculd la fluorescencia celular total

corregida.

Los resultados obtenidos de la fluorescencia nos indica que el péptido marcado con
rodamina B es capaz de penetrar en las 3 lineas celulares de mama, las dos lineas
tumorales MCF-7, MDA-MB-231, y en la linea no tumoral MCF-10 (Figura 8A a 8I).
Ademas, mediante el analisis de la fluorescencia celular total corregida mediante el
programa Image ], la linea MDA-MB-231, presenta una diferencia significativa
(p<0,0001) respecto a las otras dos lineas estudiadas, sugiriendo un mayor ingreso por
parte del péptido ss-1L-8a (Figura 8])

OE2: Evaluar el ingreso del complejo péptido ss-IL-8a - microRNA mir -433-3p
en las lineas celulares normales y tumorales de cancer de mama

Una vez evaluada la citotoxicidad y la capacidad penetrante del péptido ss-IL-8a al
interior de lineas celulares humanas, se evalud la capacidad de este de unirse al miRNA
mir-433-3p de manera no covalente, mediante unidn por cargas. Para esto el péptido
fue incubado junto con el miRNA en diferentes proporciones (400 nM de mir-433-3p y
400 nM de de péptido ss-IL-8a, en proporciones 1:1, 1:5 ,1:10, 1:20, 1:40, 1:60 y
1:80), para luego evaluar en un gel de electroforesis de agarosa al 2%, la generaciénde
la union y ademas, | proporcion en la cual ocurria la maxima union de péptido con el

miRNA. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 9.
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Fig.9. Gel de electroforesis de agarosa al 2%. Carril 1 : Ladder de 100 bp; Carril 2: Péptido
ss-IL-8a; Carril 3: MicroRNA mir-433-3p; Carril 4: Comp. ss-IL-8a:mir-433-3p 1:1; Carril 5:
Comp. ss-IL-8a:mir-433-3p 5:1; Carril 6: Comp. ss-IL-8a:mir-433-3p 10:1; Carril 7: Comp. ss-
IL-8a:mir-433-3p 20:1; Carril 8: Comp. ss-IL-8a:mir-433-3p 40:1; Carril 9: Comp. ss-IL-
8a:mir-433-3p 60:1 ;Carril 10: Comp. ss-IL-8a:mir-433-3p 80:1

Los resultados obtenidos de la electroforesis muestran como la unién entre el miRNA vy
el péptido genera un retraso del movimiento de las muestras, dependiendo de la
variacién en la cantidad de péptido que se agrega para generar la formacion del complejo
(Figura 9). Observamos en el carril 3 al mir-433-3p solo, que serd nuestro punto a
comparar con el resto de muestras. Luego, desde el carril 4 hasta el 6 observamos que
el movimiento del RNA se ve levemente retrasado, correspondiendo a las muestras del

complejo en relacion 1:1 hasta 10:1 respectivamente. En el carril 7, correspondiente al
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complejo en relacién 20:1, se observa una porcion de miRNA que queda libre y que se
enuentra aproximadamente la altura alcanzada por RNA de los carriles 4-6. Por ultimo,
desde el carril 8 hasta el 10 se observa como el miRNA no llega hasta la altura
encontrada en las demas muestras. Hay un desplazamiento debido a un retraso en su
movimiento. Ademas, no se observa diferencia significativa aparente en el movimiento
entre estos Ultimos carriles. Sin embargo, desde la proporcién 40:1 la unidén entre
péptido y miRNA es maxima y no mostro variacion al agregar una proporciéon mayor de

péptido (Figura 9).

Al comprobarse que el péptido se unia de manera espontanea con el miRNA mediante
atraccidon por cargas, se realizé el analisis y caracterizacion de estos complejos en todas
las proporciones analizadas anteriormente. Para esta caracterizacion de los complejos
se utilizd un analisis mediante DLS y ZP, explicados en la actividad 5 de la seccion
metodologia. Los resultados obtenidos de dicha caracterizacidn son expuestos en la tabla
9.
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Tabla 9: Caracterizacion de complejos ss-IL-8a/mir-433-3p

Muestra DLS (nm)? ZP(mv)P
Péptido 5,34 10,63 n.d.
Mimic 0,63 0,05 -0,77 +0,24
Complejo 1:1 3,67 10,61 -3,26 10,11
Complejo 5:1 40,85 15,34 -2,89 10,36
Complejo 10:1 44,42 18,19 -2,83 10,46
Complejo 20:1 132,66 *13,48 -3,97 10,84
Complejo 40:1 106,22 +17,9 +1,87 10,11
Complejo 60:1 101,01 +13,2 +4,55 0,53
Complejo 80:1 100,1 9,51 +5,19 10,28

Notas: ° Una cantidad de 50 ng del mir-433-3p (8 uM en 12 pL de agua) fueron
mezclados con distintas proporciones de péptido en relacion a la masa del mir-433-3p.

Luego los complejos fueron diluidos en 988 pL de agua para ser medidos por DLS n=3.

b Los complejos y las diluciones formadas en el paso anterior fueron recuperadas vy

utilizadas para la medicion del potencial Zeta. n=3.

Abreviaciones: n.d.: No determinado; DLS: Dynamic Light Scattering; ZP: Zeta
Potential.

Basados en los resultados anteriores (Figura 9 y Tabla 4), es que se decidio utilizar la
proporcion del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p 40:1 presente en el carril 8 (Figura 9),
esto debido a que en el gel de electroforesis no se observan diferencias en el
desplazamiento del complejo respecto a las proporciones mas altas (Carril9: 60:1 y Carril
10: 80:1 de la Figura 9) , pero si se observé que no hay miRNA libre desplazandose

como en las proporciones menores (desde el carril 3 hasta el 7 de la Figura 9) indicando
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una maxima union entre péptido y miRNA. Por otra parte, en la caracterizacion mediante
DLS, se observd que desde la proporcion 40:1 el complejo no tiene una gran variacion
de tamafio respecto a las proporciones mas altas (60:1-80:1), y ademas el ZP nos indica

qgue en esta proporcidn posee una carga positiva (+1.87) (Tabla 4).

Posterior a la caracterizacion del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p, se evaludé su
citotoxicidad exponiendo a las 3 lineas celulares a la proporciéon de complejo 40:1, que
es la que se decidié ocupar debido a los resultados obtenidos en los experimentos
anteriores. Por lo tanto, las 3 lineas celulares se expusieron al complejo ss-IL-8a/mir-
433-3p 40:1 durante distintos periodos de tiempo, desde las 24 hasta las 72 horas, los

resultados obtenidos se exponen en la figura 10.

MCF10-A MCF-7 MDA-MB-231
ek . 200
200+ 2004
mm Control
S o
150 - 5 150 < E: 150 = ss-IL-8a:mir-433-3p
= =
: 3
100 - 100+ S 1004
= °
S 3
50 = 50+ = _
E g 50
> >
0- 0- 0
24hrs  48hrs  72hrs 24hrs 48hrs T72hrs 24hrs  48hrs  T2hrs

Fig.10. Efectos citotoxicos del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p. (A) Efectos citotdxicos en la
linea celular Michigan Cancer Foundation-10A (MCF10-A) (****P), (B) Efectos citotdxicos en la
linea celular Michigan Cancer Foundation 7 (MCF-7). (C) Efectos citotéxicos de la linea celular MD
Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231). Representacion grafica del efecto sobre la
viabilidad celular de la exposicion del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p en proporcion 40:1 (16uM de
péptido y 400 nM de mir-433-3p) durante 24, 48 y 72 horas. La citotoxicidad de los complejos fue
medida mediante el ensayo de sulforodamina B. Se realizaron 3 réplicas para cada condicidn.

Nota: * = p < 0,5, ** = p < 0.05, *** = p < 0.005, **** = p < 0.0005

38



En el ensayo de sulforodamina B para el estudio de la citotoxicidad de los complejos, se
observo que solo la linea MCF10-A fue afectada a las 48 y 72 hrs post-tratamiento con
el complejo ss-IL-8a/mir-433-3p, teniendo una diferencia significativa respecto a su
control correspondiente. Las lineas celulares tumoral MCF-7 y MDA-MB-231 no se vieron

afectadas por el complejo a ninguno de los tiempos de exposicién (Figura 10).

El siguiente experimento realizado para dar respuesta al OE 2, fue el de evaluar el
ingreso del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p en la proporcién escogida como consecuencia
de los resultados de los experimentos anteriores. Como se explicd anteriormente, la
proporcion que se decidid utilizar para evaluar el ingreso fue 40:1, para esto se incubd
previamente el mir-433-3p junto con el péptido marcado con rodamina B en agua libre
de DNAsas y RNAsas. Una vez formado el complejo se incubd junto con las 3 lineas
celulares en estudio como se explica en el apartado de Metodologia actvidad 6. A
continuacion, se muestran los resultados obtenidos mediante microscopia de
fluorescencia. En la figura 11 observamos microfotografias representativas de las 3
lineas celulares expuestas al complejo marcado, ademas de la representacion grafica de

la cantidad de fluorescencia cuantificada en cada linea celular.
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Fig.11. Microfotografia de microscopia de fluorescencia. Se observan microfotografias de la

linea celular MCF-10-A, MCF-7 y MDA-MB-231. Las imagenes A, D y G corresponden a las tinciones
nucleares con Hoescht; B, E y H corresponde a imagenes del péptido marcado con rodamina y
por ultimo las imagenes C, F e I corresponden a la unidn de ambas imagenes para cada una de
las lineas celulares. El complejo marcado se incubd en proporcion 40:1, 16uM de péptido marcado

con rodamina y 400 nM de mir-433-3p, respectivamente.

J, Cuantificacién de la fluorescencia total corregida mediante Image ] para 3 fotografias
representativas de cada linea celular.

Nota: * = p < 0,5, ** = p < 0.05, *** = p < 0.005, **** = p < 0.0005

Con la microscopia de fluorescencia se observd que los complejos ss-IL-8a/mir-433-3p
previamente incubados y donde solo el péptido estd marcado con rodamina B, son
capaces de penetrar en las 3 lineas celulares de mama, las dos lineas tumorales MCF-7,
MDA-MB-231, y en la linea no tumoral MCF-10 (Figura 11A a 11I). Ademas, mediante el
analisis de la fluorescencia celular total corregida mediante el programa Image J, la linea
MDA-MB-231, presenta una diferencia significativa (p<0,0001), sugiriendo que en esta
linea celular hubo un mayor ingreso de complejo respecto de las otras dos lineas

estudiadas (Figura 11J).

Para finalizar los experimentos que buscan dar respuesta al OE2, se realizé un ensayo
de RT-gPCR dirigido al mir-433-3p mediante sondas TagMan. El procedimiento fue
detallado en las Actividades 8, 9 y 10. Se incub6 durante 1 hora cada uno de los
tratamientos junto con las 3 lineas celulares de mama. Posterior a eso fue extraido el
RNA total de cada uno de los tratamientos, retro-transcrito a cDNA y cuantificado
mediante qPCR y calculada la expresiéon relativa del mir-433-3p mediante el método
AACT, usando como normalizador el snRNA U6. Los resultados obtenidos de dicha

cuantificacion se exponen de manera grafica en la figura 12.
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Fig.12. qPCR de la expresion relativa del mir-433-3p. (A) Expresion relativa del mir-433-3p
en la linea celular Michigan Cancer Foundation-10A (MCF10-A) (****P), (B) Expresion relativa del
mir-433-3p en la linea celular MD Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231) (*P, ****p),
(C) Expresién relativa del mir-433-3p en la linea celular Michigan Cancer Foundation 7 (MCF-7)
(*p, ****P). Expresion del mir-433-3p de las 3 lineas celulares de mama expuestas a distintos
tratamientos durante 1 hora, la expresion relativa del mir-433-3p fue cuantificada mediante el
método 22CT, y normalizado con la expresion del snRNA U6. Se realizaron 3 réplicas técnicas por

duplicado de cada muestra.

Nota: * = p < 0,5, ** = p < 0.05, *** = p < 0.005, **** = p < 0.0005

En los resultados obtenidos del ensayo gPCR para la linea celular no tumoral MCF-10A,
se observé que el tratamiento del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p elevd la expresion
relativa del mir-433-3p (3528.4 veces de incremento) generando una diferencia
significativa (p< 0.0001) respecto del control (Figura 12A). En la linea celular tumoral
MDA-MB-231 el tratamiento solo con el mimic del mir-433-3p generd una elevacion de
la expresidon relativa del mir-433-3p (125 veces de incremento) con diferencias

significativas respecto del control (p<0.05). Sin embargo, el mayor aumento de la
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expresion relativa del mir-433-3p se observd en el tratamiento con el complejo ss-IL-
8a/mir-433-3p (838.7 veces de incremento) (Figura 11B). Por ultimo, algo similar a lo
anterior fue observado en la linea celular tumoral MCF-7, donde se observdé un
incremento en la expresion relativa del mir-433-3p en el tratamiento solo con el mimic
(24.2 veces de incremento) generando una diferencia significativa respecto del control
(p<0.05). Sin embargo, la maxima elevacién de la expresion relativa fue lograda por el
tratamiento con el complejo ss-IL-8a/mir-433-3p (246.4 veces de incremento)

generando una diferencia significativa respecto del control (p<0.0001) (Figura 12C).

OE3: Demostrar el efecto del complejo ss-IL-8a/mir-433-3p sobre la expresion
de la proteina GCL y los niveles de GSH en lineas celulares normales y tumorales
de mama.

Con el fin de dar respuesta al OE3 se realizé un ensayo que buscé evaluar las diferencias
en la expresion de la enzima GCL, para eso se trataron las células con 5 tratamientos
distintos en cada una de las lineas celulares estudiadas como se explica detalladamente
en las actividades 12 y 13 de la seccion metodologia. Posterior a 48 horas de
tratamiento, fueron extraidas las proteinas de cada cultivo celular, cuantificadas y
evaluadas mediante el ensayo ELISA. Los resultados obtenidos de dicho ensayo son

expuestos en la figura 13.
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Fig.13. Ensayo ELISA dirigido a la enzima GCL. (A) Expresion de la proteina GCL en la linea
celular Michigan Cancer Foundation-10A (MCF10-A). (B) Expresion de la proteina GCL en la linea
celular MD Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231). (C) Expresion de la proteina GCL en
la linea celular Michigan Cancer Foundation 7 (MCF-7). Se midié la expresién de la enzima GCL
mediante ensayo ELISA posterior a 48 horas de tratamiento en las lineas celulares MCF10-A, MDA-
MB-231 y MCF-7. Un total de 10 ng/uL fue cargado en cada pocillo de la placa de ELISA, para
reconocer la proteina diana GCL se utilizé un anticuerpo 1° anti-GCL (1:500), y un anticuerpo
secundario anti-mouse (1:7000) marcado para su cuantificacion mediante espectrofotometria

(450 nm). Los datos se expresan como *SD (n=3) *p < 0.05.

En el ensayo ELISA no se observaron variaciones en las concentraciones de GCL en

ninguna de las tres lineas celulares, en ninguno de los 5 tratamientos (Figura 13).

Por Ultimo, para dar respuesta al OE3 se midieron los niveles de GSH, GSSG y la razén
GSH/GSSG, para evaluar su concentracion en las mismas condiciones del ensayo
anterior. Para esto se utilizd la metodologia propuesta por Rahman et al. (2006)(77)
como se describe en la Actividad 14 de la seccién de Metodologia.

Las 3 lineas celulares estudiadas fueron expuestas durante 12 horas a los 5 tratamientos
distintos Un tratamiento control, solo ss-IL-8a, solo miR-4333p, complejo ss-IL-8a/ mir-

433-3p y ss-IL-8a/anti- mir-433-3p), para luego ser expuestas a una solucion hipotdnica
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con el fin de extraer el lisado celular y realizar los ensayos celulares con estos. Los

resultados obtenidos de este ensayo son expuestos en la figura 14.
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Fig.14. Concentracion intracelular de GSH. A) Concentracién intracelular de GSH en la linea
celular Michigan Cancer Foundation-10A (MCF10-A). (B) Concentracion intracelular de GSH en la
linea celular MD Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231). (C) Concentracién intracelular
de GSH en la linea celular Michigan Cancer Foundation 7 (MCF-7). Variacion en la concentraciéon
de GSH en las distintas lineas celulares luego de ser expuestas por 12 horas a los distintos
tratamientos (Control, ss-IL-8a, mir-433-3p, ss-IL-8a/ mir-433-3p y, ss-IL-8a/anti- mir-433-3p)

. N=3 con 3 réplicas técnicas.

La linea celular no tumorales MCF10-A y la linea tumoral MDA-MB-231 tuvieron un
aumento significativo respecto a la concentracién de GSH del control en los grupos que
fueron tratados con el complejo ss-IL-8a/mir-433-3p. Por otra parte, no fue posible
calcular la razéon GSH/GSS debido a que los niveles de GSS no pudieron ser detectados

(bajo el umbral de deteccion).
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DISCUSION.

A continuacién, se analizan los resultados obtenidos en la presente investigacion,
contrastando con investigaciones previas realizadas en el area. Ademas, se discuten los
resultados dispares y por ultimo se ofrecen posibles proyecciones siguiendo la misma

linea de investigacion.

En este estudio se logré validar la actividad penetrante del péptido ss-IL-8a en linea no
tumoral de mama MCF10-A y en las lineas tumorales de mama MCF-7 y MDA-MB-231.
Los resultados obtenidos mostraron que el péptido no es citotdxico en las lineas celulares
tumorales y no tumoral de mama en concentraciones que van desde los 0.625-50
MM.Como se sabe, este péptido que deriva de la IL-8 de salménidos , no habian sido
probados en ninguna concentracién en lineas celulares humanas (72). Estudios como los
de Paul Y. y colaboradores (1998) junto con Kolusheva S. y colaboradores (2008)
utilizaron para sus estudios, un péptido derivado de peces con capacidad penetrante
Ilamado pardaxin. , sin embargo, no midieron citotoxicidad ni capacidad penetrante en
células humanas, por lo que el presente estudio es pionero en este tipo de ensayos
(78,79).

Posterior a esto, se analizd la capacidad de translocacidn del péptido ss-IL-8a al interior
de células no tumorales (MCF-10A) y tumorales de mama (MCF-7 y MDA-MB-231). En
los estudios realizados por Saenz-Martinez y colaboradores (2021) (73), los
investigadores observaron la capacidad de penetracion por parte del péptido ss-IL-8a
(2.5 pM) en las lineas celulares monocito/macréfago de bazo y rifdn, epitelial de
branquia y epitelial de intestino de salmonidos (73), pero no se habian hecho pruebas
en lineas celulares humanas. Los resultados obtenidos en este experimento indican que
el péptido si posee capacidad de translocar al interior de las células humanas, en las tres
lineas celulares de mama estudiadas. Ademas, mediante un analisis realizado con el
software de analisis de imagen Image ], se generd una cuantificacion de la fluorescencia
presente en cada grupo de células estudiadas posterior al tratamiento con el péptido
marcado, este analisis conocido como fluorescencia celular total corregida (CTCF), nos
entregd como resultado que hubo un mayor ingreso por parte del péptido en la linea
celular MDA-MB-231. Segun Guidotti G y colaboradores (2017)(80) , multiples péptidos

(TAT-NBD, AM-111, PTD-FNK, RT001 entre otros) son capaces de entrar al interior de
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lineas celulares humanas e incluso en modelos murinos de experimentacion,
independiente de su naturaleza de origen (Virus, animal o sintéticos), mientras posean
ciertas caracteristicas, como poseer una naturaleza catidnica y una estructura anfipatica

o hidrofdbica, caracteristicas que el péptido ss-IL-8a posee (80).

Estos resultados nos permitieron continuar utilizando el péptido ss-IL-8a como posible

vector de transporte del mir-433-3p.

Con el objetivo de evaluar la capacidad del péptido ss-IL-8a para unirse a una molécula
cargo, en este caso el mir 433-3p se busco generar la uniéon entre un CPP y su cargo,
para lograr esto hay dos estrategias principales, la primera, es la unién por enlace
covalente entre el péptido y su cargo y la segunda estrategia es la uniéon no covalente
entre el péptido y su cargo, debido a la naturaleza cationica del péptido y a las cargas
negativas propias de la estructura del miRNA (dadas por el esqueleto de fosfato), se

opté por la segunda estrategia.

Basados en la literatura, se propuso el uso del ensayo de retardo en gel (75), en donde
se utiliza una cantidad fija de la molécula cargo, en este caso el miRNA, y se va
incubando con cantidades crecientes del péptido. Luego el complejo formado fue cargado
en un gel de agarosa en donde se observé el retardo del movimiento del miRNA debido
a la union con el péptido, en el caso en que se hayan unido por la interaccion de cargas.
En este ensayo obtuvimos el resultado esperado en donde desde el carril 8, 9 y 10
(proporciones 40:1, 60:1 y 80:1 respectivamente) se observé una maxima unioén entre
péptido y miRNA, lo que nos da cuenta de la formacién de una nano particula o agregado
de moléculas. Cabe mencionar que es primera vez que se reporta la uniéon de un
microRNA junto con un péptido derivado de salménidos, y de origen marino en general,
ya que la literatura previa como es el caso de Radis-Baptista (2021) (58) y Mclorey G y
colaboradores (2018) (55), menciona el uso de CPPs derivados de origen animal como
toxinas o proteinas constitutivas de algunos insectos y virus, ademas de que gran
numero de sus reportes son utilizando RNAs pequefios interferentes (siRNAs), y no
miRNAs como lo hace la presente investigacion (55,58).Es importante mencionar que en
algunos estudios se ha reportado una amplia variacion en la relacion en la que se forman
los complejos, desde 20:1 de CPP y RNA, hasta complejos formados por una relacion de

100:1 de CPP y RNA, respectivamente (81,82).
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Una vez concluido el experimento, se continud con la caracterizacidon de los complejos

formados mediante los ensayos de DLS y ZP.

En el ensayo de caracterizacién de los nanocomplejos mediante el ensayo DLS se obtuvo
que los complejos formados por el péptido ss-IL-8a/ mir-433-3p iban aumentando su
tamafio a medida que se agregaba una mayor cantidad de péptido, llegando hasta un
limite desde la proporcién 20:1, en donde se observa un complejo de mayor tamano
(app. 132 nm de diametro), y que luego se estabiliza a un nano complejo de 100 nm de
diametro en las siguientes proporciones. Segun Boisguérin y colaboradores (2021) (44).
Que observaron decenas de distintas nano particulas basadas en péptidos, concluyeron
que tamarfos entre los 60 -150 nm de didmetro son ideales para la correcta funcién de

los complejos (44).

El siguiente paso fue medir las cargas presentes en la superficie de las nano-particulas
formadas mediante el ensayo de ZP, en donde se observd que desde la proporcion 40:1
las cargas entregadas por la lectura fueron positivas (+1.87 mV). Estos valores positivos
entregados en el ensayo ZP nos indicarian que las cargas negativas propias de los
miRNAs se ven contrarrestadas por las cargas positivas de los péptidos, por lo tanto,

que el complejo posea cargas positivas facilitaria el ingreso al interior de la célula (83).

Una vez formados y caracterizados los complejos se fijd6 como objetivo analizar su
capacidad citotdxica, por lo que las tres lineas celulares de mama, la linea no tumoral
MCF-10A y las dos lineas tumorales MDA-MB-231 y MCF7 fueron expuestas a distintos
tiempos (24-72 hrs) al complejo péptido ss-IL-8a/mir-433-3p en relacion 40:1 (16 uM
de péptido : 400 nM de miRNA).Nuestra hipotesis se enfoco en que el mir-433-3p podria
modular GCL disminuyendo las concentraciones de GSH intracelular viéndose asi las
célula tumorales afectadas por la sobreproduccién de ROS, generando estrés oxidativo
y causando la muerte de estas (84). Sin embargo, la linea mas afectada por la exposicién
al complejo ss-IL-8a/mir-433-3p fue nuestra linea control MCF10-A. (p<0,0005 a las 48
y 72 hrs). Una forma de mejorar la selectividad del complejo es la adiciéon de folatos al
esqueleto del péptido, se ha demostrado que la adicién de folato permite un mayor

ingreso del complejo en células con fenotipo cancerigeno (85).
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Lo siguiente fue analizar la capacidad del complejo ss-IL-8a/ mir-433-3p de translocar
al interior de la célula, para esto se realizé microscopia de fluorescencia donde se utilizé
el complejo marcado en proporcion 40:1 (16 uM de péptido: 400 nM de miRNA). Los
resultados que observamos nos indica la translocacion por parte del complejo marcado
en todas las lineas celulares estudiadas, sugiriendo que el péptido no pierde su capacidad
de ingresar al interior de la célula mientras esta unido al mir-433-3p, ademas en un
analisis mediante el programa de analisis de imagen Image], se realizd la cuantificacion
(CTCF), entregandonos que la mayor fluorescencia fue captada en la linea célula MDA-
MB-231, estos valores se condicen con los obtenidos en el ensayo de fluorescencia en
donde se utilizd solo el péptido ss-IL-8a. Chugh A y colaboradores (2010) mencionaron
que los CPP a pesar de ser secuencias cortas de aminoacidos son capaces de asociarse
con moléculas que superan en 100 veces su peso molecular, y ser capaces de funcionar
como vector de transporte para estas translocandolas al interior de la célula. También
es mencionada la facilidad con la que los CPP pueden transportar acidos nucleicos (AN),
debido a las interacciones entre las cargas positivas del CPP y las negativas de los ANs,

similar a lo que ocurre en la presente investigacion (86).

El siguiente ensayo que se realizé para dar respuesta al OE 2, fue la técnica de gPCR
dirigida hacia el mir-433-3p, con el fin de evidenciar si el péptido es capaz de transportar
al interior de la célula al mir-433-3p, aumentando como consecuencia sus niveles
intracelulares. Los resultados obtenidos en ese ensayo nos mostraron que en el
tratamiento con el complejo ss-IL-8a/ mir-433-3p en cada linea celular estudiada hubo
una diferencia significativa (p<0.0001) en el incremento de la expresion relativa del mir-
433-3p con respecto del control negativo, sugiriendo que el mimic del mir-433-3p
efectivamente ingreso por medio de la utilizacién del péptido ss-IL-8a. Ademas, se
encontré que el mir-433-3p desnudo también entro en las dos lineas celulares tumorales,
con una diferencia significativa respecto del control (p<0,5). Si bien, se desconoce la
forma en que este ingresé a la célula, Buonfiglioli A y colaboradores (2019) sugieren que
los miRNAs desnudos podrian entrar a la célula, mediante la interacciéon con receptores
(87), asi como también asocidndose a lipoproteinas de baja densidad (LDL) como

sugiere Desgagné V y colaboradores (2016) (88), e incluso se desconoce el mecanismo
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de entrada de algunos. Sin embargo, cabe destacar que no todos los miRNAs pueden
entrar mediante estos mecanismos mencionados debido a su naturaleza anionica,
demostrandose que el uso de péptidos penetrantes mejora sustancialmente el ingreso
de miRNAs al interior de la célula (83,89). Esto ademas se valida con el presente estudio

ya que el complejo multiplica al menos por 5 la concentracion intracelular del mir-433-

3p.

Con el fin de medir las variaciones en la concentracion de la proteina GCL, posterior a
realizar los tratamientos (Control, solo péptido (16 uM), solo mir-433-3p (400 nM),
complejo ss-IL-8a/mir-433-3p (40:1) y el complejo ss-IL-8a/anti-mir-433-3p (40:1)),

se extrajo proteina y se analizé mediante el ensayo ELISA.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre cada tratamiento
lo que indica que el mir-433-3p no realizo su funcién sobre el mMRNA de GCL. Por esta
razon, es importante recalcar las diferencias que tuvimos en nuestro trabajo con otras
investigaciones en las que se ha usado una metodologia similar. En el trabajo de
Espinosa-Diez et al. (2015), se reportd la modulacién a la baja de la enzima GCL
mediante la transfeccion del mir-433-3p, a diferencia de la investigacion presente en la
que no se encontraron diferencias posterior a la transfeccion del mir-433-3p, cabe
destacar que ellos utilizaron un modelo celular distinto (HUVEC) las cuales son celulas
derivadas de vena de corddn umbilical, que a pesar de derivar de tejido epitelial como
las celulas utilizadas en este estudio, las celulas HUVEC derivan de epitelio plano en
donde el transporte de macromoléculas es mayormente facilitado por su morfologia, por
otra parte ellos realizaron su transfeccion mediante lipofectamina elemento que genera
el ingreso mediante vesiculas lipidicas que liberan su contenido directamente al

citoplasma (43).

Otro punto a tener en cuenta, es que desconocemos el mecanismo de internalizacion del
complejo ss-IL-8a/mir-433-3p, que puede ser a través de mecanismos de endocitosis o
mediante translocacién directa, o pudiendo participar ambos procesos. Lo anterior dicho
puede variar dependiendo de varios factores, como la naturaleza del péptido, la
concentracion en que se encuentra, el tipo de cargo al que se une y el tipo celular con
el que interactia (67,83,90). Estos puntos son importantes ya que en otros trabajos

donde ocupan CPPs junto con miRNAs, suelen acompafiar la transfeccion con un reactivo
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que bloquea la endocitosis, mejorando sustancialmente la efectividad del miRNA al
interior celular. Algunos ejemplos de esto son el trabajo de Lockhart et al. (2021), en
donde utilizan el farmaco cloroquina junto con el complejo péptido:miRNA al momento
de transfectar, la cloroquina es conocida por poseer actividad endosomolitica, de esta
forma, evitaria que el complejo péptido:miRNA quede atrapado en el interior del
endosoma, en el caso en que la entrada de este sea por la via endocitica (75). Otro
ejemplo de la utilizacion de mecanismos para aumentar la eficiencia de transfeccion en
pruebas de uso de complejo péptido:miRNA, es la unidon de un PMAP como el péptido
HA2, un péptido con capacidad disruptora del endosoma (91), o también la unidn de
residuos de histidina a un péptido base, si bien el mecanismo no es claro, se teoriza que
el anillo de imidazol presente en la histidina, al ser una base débil funcione a modo de
“esponja de protones”, generando la disrupcidn y liberacién del contenido endosomal
(92). Otro importante punto a discutir en este resultado es que basados en la
metodologia de Espinosa-Diez y colaboradores . (2015), realizamos nuestra medicion en
la variacion de la proteina a las 48 hrs. post-tratamiento. El efecto del mir-433-3p pudo
resultar afectado debido al tiempo en que se realizaron las mediciones post-transfeccion,
esto sustentado en que los miRNAs muchas veces tienen un tiempo de vida media menor
alas 24 h, que en algunos casos resulta menor a 4 horas, en investigaciones posteriores
se sugiere no ocupar tiempos tan prolongados para la pesquisa de resultados mas fieles
(93).

La ultima actividad para dar respuesta al tercer objetivo, buscaba medir cambios en las
concentraciones intracelulares de glutation reducido (GSH) y glutatién oxidado (GSS)

post-tratamiento con el complejo ss-IL-8a/mir-433-3p.

En los resultados se aprecian cambios solo en dos de las tres lineas celulares estudiadas
(MCF-10A y MDA-MB-231) siendo el tratamiento con el complejo ss-IL-8a/mir-433-3p
el que presenta una diferencia significativa con respecto al control en cada linea. Los
resultados no son los esperados, puesto que se hipotetizaba que la disminucién en la
expresiéon de la enzima GCL produciria como consecuencia una disminucion en la sintesis
de GSH, obteniendo un resultado contrario al esperado, que se repitié en tanto en la

linea MCF-10A como en la linea MDA-MB-231. Este aumento inesperado en las
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concentraciones de GSH en nuestros experimentos puede deberse a multiples factores,

a continuacion, se discutiran algunas posibles explicaciones de esta disparidad.

En primer lugar, se debe contrastar con el articulo de investigacién desde donde
sustentamos el uso del miRNA mir-433-3p. La primera diferencia es la linea celular
utilizada por Espinosa-Diez y colaboradores (2015) en su investigacion, siendo esta la
linea celular HUVEC mencionada anteriormente. Sabiendo que estamos ocupando un
modelo celular distinto encontraremos diferencias tanto en el nivel de expresion de sus
genes, como en los distintos miRNAs que actlan regulando esta expresion. Por lo tanto,
desde esta primera mirada podemos encontrar diferencias en los resultados (94,95). Por
otra parte un solo miRNAs posee multiples objetivos, ya que muchas veces su secuencia
semilla se une a MREs en distintos transcritos, asi como un transcrito es regulado por
distintos miRNAs (96). También es importante mencionar que como dice Bracken CD.
(2023), los miRNA actian bajo un sistema llamado “Crowd control” o control de
multitudes en espafol, que significa que la regulacion de un gen no depende de solo un
miRNA sino que este responde a la regulacion por muchos miRNAs distinto a la vez, por
lo que se sobreestima la habilidad de un solo miRNA al momento de regular la expresién
de un gen en especifico (97). Otro punto importante por mencionar es la regulacion
propia de miRNAs que posee cada tejido en especifico, debido a la red de RNAs
competitivos enddgenos (ceRNA). Esta red nos describe que existen “esponjas de RNA”
que son transcritos de RNAs no codificantes largos (IncRNA) que poseen la misma
secuencia que el gen diana en donde el miRNA hara su efecto regulador, de esta manera
los miRNAs son “capturados” por los IncRNA, y el transcrito queda libre de la accién
reguladora del miRNA pudiendo expresarse con normalidad (98). Por ultimo tenemos un
claro ejemplo de un miRNA con un rol antagénico dependiendo del tejido en el que actue,
este es el mir-125b que se ha encontrado sobre-expresado en multiples canceres como
cancer de colon o tumores hematopoyéticos, induciendo crecimiento tumoral vy
proliferacién celular, mientras que en otros canceres como el carcinoma hepatocelular o
tumores mamarios se encuentra regulado a la baja, induciendo la pérdida de la apoptosis
celular, promoviendo la migracién e invasién celular, asi como el proceso de
angiogénesis (99). Todos estos puntos son importantes a la hora de analizar los

resultados obtenidos de esta investigacién, sobre todo en las Ultimas actividades que
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buscaban dar respuesta al objetivo 3, que es con lo que nos encontramos mas resultados

dispares respecto de lo esperado.

Como futuras proyecciones se sugiere contar con el miRNA marcado con alguna molécula
senalizadora para demostrar la co-localizacién junto con el péptido, ademas de agregar
la captura de microfotografias con un microscopio confocal, para asi robustecer los
resultados de fluorescencia. Otra proyeccion es la de estudiar la via de ingreso del
péptido ss-IL-8a, mediante un marcador de endosoma, de esta manera si la via de
ingreso se esclarece y resulta ser mediante la via endocitica, se podria utilizar un agente

endosomolitico para asi mejorar la eficiencia del mir-433-3p.

Otra posible proyeccién es generar un analisis del efecto del mir-433-3p en distintos
tiempos de exposicidn, asi como poder contar con células HUVEC para poder contrastar
con los efectos generados por la transfeccion del mismo miRNA pero con diferentes

métodos, como son el uso de lipofectamina y un CPP.

Por ultimo, ademas de la caracterizacion del complejo mediante DLS y ZP, la captura de
microfotografias a través de un microscopio electrénico, nos hubiera permitido comparar
los resultados obtenidos con la caracterizacidn, observar la distribucion de tamafios del
complejo y robustecer los datos obtenidos con la metodologia realizada en esta

investigacion.
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CONCLUSIONES

1. Respecto de la hipdtesis planteada se demostrd que el péptido ss-IL-8a y el mir-
433-3p forman un complejo capaz de translocar al interior de lineas celulares
tumorales y no tumorales de mama, sin embargo, hubo un aumento en la
actividad de GSH contrario a lo que se planted. Adicionalmente no afecto los
niveles de proteina GCL.

2. Respecto al objetivo general se demostrd que el péptido ss-IL-8a es capaz de
transportar al mir-433-3p en lineas celulares tumorales y no tumorales de mama,
sin embargo, no se report6 capacidad de modular la actividad de GCL

3. Respecto del OE1: El péptido ss-IL-8a no posee citotoxicidad en concentraciones
desde 0.625 hasta 50 uM y ademas es capaz de translocar al interior de lineas
celulares no tumorales y tumorales de mama.

4. Respecto del OE2: El péptido ss-IL-8a se une de forma espontanea con el miRNA
mir-433-3p, para dar lugar al nano-complejo ss-IL-8a/mir-433-3p y es capaz de
translocarlo al interior de lineas celulares no tumorales y tumorales de mama.

5. Respecto del OE2: El nano-complejo ss-IL-8a/mir-433-3p no afecto los niveles
de GLC, sin embargo, genera aumento de la concentracion de GSH en las lineas
celulares MCF-10A y MDA-MB-231.
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