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BIODIRIGIDO A CELULAS DE CANCER DE MAMA HER2-POSITIVO
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Resumen

Actualmente, el cancer de mama es aquel con mayor incidencia en la poblacién femenina a nivel mundial y destaca como la primera causa de muerte por tumores malignos en
Meéxico, causando cerca de 8 mil fallecimientos en el afio 2020. Alrededor del 20% de los cdnceres de mama sobreexpresan el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2), por lo tanto, tienden a ser mas agresivos debido a la desregulacion del control del ciclo celular, diferenciacion, migracion y apoptosis. Por ello, se han desarrollado
terapias contra cancer de mama dirigidas al receptor HER2, sin embargo estas terapias no son completamente efectivas, y algunas pueden provocar graves efectos adversos al
paciente. Para resolver estas problematicas, la implementacion de péptidos penetrantes de células (CPP), puede potenciar la efectividad de las terapias actuales. De igual manera,
el acoplamiento de péptidos tumor-homing, que permiten reconocer biomarcadores especificos de la célula cancerosa, mejoraria la selectividad, reduciendo efectos adversos. Por
lo antes mencionado, se propone como alternativa en el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a cancer de mama HER2-positivo: a la proteina quimérica TAT-PTEN-LTV.
Conformada por el CPP TAT, el péptido tumor-homing LTV (especifico para HER2) y la proteina supresora de tumor PTEN, capaz de inhibir la via PI3K-AKT-mTOR: regulando
negativamente la proliferacién celular, supervivencia y metabolismo. En el presente proyecto, se obtuvieron las secuencias correspondientes a los péptidos TAT, LTV y la proteina
PTEN a través de la base de datos GenBank®. Se realizé la construccion de la secuencia codificante y un analisis predictivo de la estructura de la proteina quimérica por medio de
recursos bioinformaticos. El gen se integré en el vector pCEFL para su posterior produccion en células HEK293T. Los resultados obtenidos en el desarrollo de la proteina TAT-PTEN-
LTV sugieren un gran potencial anticancerigeno biodirigido a células de cancer de mama HER2-positivo.
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Objetivos

* Disefiar la secuencia codificante para la proteina TAT-PTEN-LTV.

* Predecir la estructura tridimensional e interaccién con HER2 por métodos
bioinformaticos.

* Clonar la secuencia codificante en el vector de expresién pCEFL.
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Resultados

En este trabajo se logro realizar el disefio racional de la proteina quimérica TAT-PTEN-
LTV y su secuencia codificante (Fig 1-A). Se obtuvieron los datos correspondientes a su
prediccion estructural con el objetivo de corroborar que se mantenga la propiedad
supresora de tumor de PTEN, puesto que la estructura predictiva de la proteina
quimérica comparte las mismas estructuras secundarias reportadas para PTEN (Fig 1-
B). Ademas de conservar su actividad antitumoral, se realizé el andlisis de docking para
identificar la posible interaccion del segmento tumor-homing con HER2. Este modelo
propone una interaccidn principalmente por medio de puentes de hidrégeno entre los
residuos de Val436 y Trp439 (del péptido LTV) con Arg316 y Glu325 (de HER2)
respectivamente (Fig 1-C).

Una vez obtenidos todos los datos de andlisis de secuencia y predicciones
bioinformaticas, se realizd la construccidon recombinante pCEFL-TatPtenLtv, se cloné en
Escherichia coli DH5a y se confirmé por medio de PCR (Fig 1-D). Esto con el objetivo de
transfectar células HEK293T para producir la proteina TAT-PTEN-LTV y evaluar su
actividad anticancerigena sobre células de cancer de mama HER2-positivo.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo demuestran de manera preliminar que la proteina TAT-
PTEN-LTV conserva la estructura 3D original y por ende su efecto supresor de tumor,
asimismo, seria capaz de reconocer el receptor HER2 de manera especifica. Sin embargo,
aun falta obtener resultados experimentales para confirmar su efectividad en una futura
aplicacidn clinica.
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Fig 1. A) Secuencia codificante para la proteina TAT-PTEN-LTV. B) Prediccion de estructura 3D
de TAT-PTEN-LTV y su alineamiento con la estructura reportada de PTEN. C) Docking
Proteina-HER2. D) Confirmacion de construccion pCEFL-TatPtenlLtv por PCR (Carril 1:
Marcador de peso molecular. 2: Control negativo. 3: Control positivo. 4 — 6: Productos de
amplificacion positivos para pCEFL-TatPtenLtv).
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