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RESUMEN

Siendo una de las problematicas mas grandes a nivel mundial, el cancer, es una
de las patologias méas estudiadas y actualmente existen diversas formas de
diagnostico y tratamiento disponibles. En la etapa de diagndstico, es de
conocimiento general el uso de técnicas de imagenologia, asi como el uso de
técnicas inmuno-histoquimicas. Una vez diagnosticada la enfermedad, se pasa al
uso de farmacos como los quimioterapéuticos, a la radioterapia y a la extirpaciéon
quirdrgica como primera linea de tratamiento.

En las uUltimas décadas, comienzan a surgir nuevas alternativas a los métodos
convencionales para la deteccion y tratamiento del cancer. Estas alternativas
presentan ciertas ventajas ya que suelen mostrar una mayor especificidad por un
blanco molecular dado. Entre dichas alternativas estan los aptameros que son
oligonucleétidos cortos de ADN o ARN simple cadena. Gracias a su potencial de
plegarse en muy diversas conformaciones estructurales en tres dimensiones, los
aptameros pueden producirse de forma sintética y dirigida contra virtualmente
cualquier blanco de interés, tal como moléculas aisladas, células en cultivos vivos
e incluso animales. Suelen ser de menor tamafio y peso molecular que otros
biofarmacos, lo que los convierte en excelentes candidatos para su uso en
deteccion y tratamiento de muchas enfermedades y patologias distintas.

Entre las diferentes alteraciones fisicas, bioquimicas y fisioldgicas que
experimentan las células cancerigenas, varios tipos de cancer manifiestan una
sobreexpresion del receptor Tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2). Aprovechando esta caracteristica y el extenso conocimiento que existe
sobre HERZ2, el grupo de Aptameros de la Facultad de Ciencias seleccion6 cuatro
aptameros que se unen con alta afinidad a la porcién extracelular de HER2 en
solucion. Este trabajo de tesis se centré en tomar dichos aptdmeros, denominados
F17,F21,F23 y F30, y llevar a cabo su caracterizacion. Para esto nos basamos en
ensayos comparativos de viabilidad celular, de citotoxicidad, de afinidad y
llevamos adelante un anadlisis de la estructura 3D, flexibilidad y caracteristicas de
uniéon aptamero-blanco molecular. Los resultados muestran caracteristicas
interesantes para el aptamero F21, que tendran que ser confirmadas con mas
estudios.
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A. ANTECEDENTES GENERALES

1. Introduccion al cancer

1.1 Definicién y epidemiologia

El cancer es un conjunto de enfermedades que se origina en la activacién de oncogenes
y la desactivacién de genes supresores de tumores, produciendo crecimiento celular
descontrolado y la invasiéon de tejidos a distancia conocida como metastasis. La
metdastasis requiere una disminucién en la regulacién de los receptores de adhesion
celular necesarios para la unidon célula-célula especifica en un tejido, asi como la
regulacion al azar de los receptores que mejoran la motilidad celular (S. Sarkal 2013).

En el afio 2000, Douglas Hanahan y Robert Weinberg recopilaron los conceptos claves
que caracterizan el cancer. Estos son: la sefializaciéon proliferativa sostenida de las
células tumorales, la resistencia a la muerte, la desregulacién a nivel celular de los
procesos energéticos, la activaciéon de los mecanismos de invasiéon y metastasis, la
inmortalidad replicativa, la induccién de la angiogénesis, la posibilidad de evadir la
respuesta inmune por parte de las células tumorales y la evasién de supresores de
crecimiento. Todos estos aspectos tienen como base la inestabilidad del genoma, las
mutaciones en el mismo y el hecho de que los tumores promueven procesos
inflamatorios (ver Figura 1).
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Figura 1: Diversos factores que caracterizan el cancer. Representacion de la “flor” de marcadores
con los factores que caracterizan que una célula sea tumoral (Traducido y adaptado de S. Senega 2021).

Sasi S. Senega y Richard P. Grose presentan cuatro aspectos nuevos fundamentales
basados en el lenguaje que utilizan las células cancerosas para interactuar con el
microambiente y asi facilitar su proliferacion y supervivencia. La des-diferenciacién y
transdiferenciacion, la desregulacion epigenética, la alteraciéon del microbioma y la
alteracion de sefiales neuronales (S. Senega 2021).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. En el afio 2020,
casi 10 millones de personas fallecieron por esta causa (J. Ferlay 2020). Los tipos de
cancer mas comunes en dicho aflo, en términos de nuevos casos de cancer, fueron, como
se observa en la figura 2:



e mama (2,26 millones de casos)

e pulmén (2,21 millones de casos)

e colony recto (1,93 millones de casos)

e prostata (1,41 millones de casos)

e piel (no melanoma) (1,20 millones de casos)
e estomago (1,09 millones de casos)

Colon; 5,90%

Pulmén; 8,40%

Estémago; 7,10%

Préstata; 14,10%

Figura 2: Casos de cancer mas comunes en 2020. (A) Gréfico de porcentaje de incidencia de distintos
tipos de cdncer en hombres. (B) Igual que (A) para mujeres. (Traducido y adaptado de Ferlay 2020).

Mientras que las causas mas comunes de muerte por cancer en 2020 fueron:

e pulmdn (1,80 millones de muertes)
e colonyrecto (916 000 muertes)

e higado (830 000 muertes)

e estomago (769 000 muertes)

e mama (685 000 muertes)




1.2 Causas

En forma general se asocian varios factores de riesgo como posibles causantes de esta
enfermedad. Entre estos, encontramos el consumo de tabaco, el consumo de alcoho], la
falta de actividad fisica y dietas poco saludables. Aun asi, el cancer es muy heterogéneo
y no es posible adjudicar los motivos recién enumerados como dnicos causantes de
cancer. Se destaca también como posibles causantes los carcin6genos ocupacionales,
como por ejemplo las aminas aromadticas y otros compuestos capaces de generar
afectaciéon en nuestro organismo. Se debe tener en cuenta también la exposicién a
agentes biolégicos. Un claro ejemplo de esto fue el descubrimiento entre la relacién del
virus del papiloma humano, conocido por sus siglas en inglés como VPH, y la
predisposicion al cancer de cuello de atero (P. Vinelis 2014).

Es asi que podemos decir que la transformacién de una célula normal en una célula
tumoral surge como resultado de la interaccion entre los factores genéticos de una
persona y tres categorias de agentes externos, que incluyen:

e cancerigenos fisicos, como la radiacion ultravioleta la radiacién ionizante.

e carcindgenos quimicos, como el asbesto, los componentes del humo del tabaco,
el alcohol, la aflatoxina (uno de los muchos posibles contaminante de los
alimentos) y el arsénico (un contaminante del agua potable).

e carcinogenos biolégicos, como infecciones por ciertos virus, bacterias o
parasitos.

Ademas de los factores externos mencionados, también existen causas endégenas en las
células que generan el crecimiento descontrolado y la diseminacion. Entre ellos estan las
alteraciones epigenéticas, alteraciones cromosdémicas, mutacién y activacion de
oncogenes, e inactivacion mutacional de supresores tumorales (ver figura 3). El
envejecimiento celular es también un factor importante para destacar. A mayor edad, los
procesos celulares van perdiendo su capacidad de regulacidn, asi como el control y
capacidad para eliminar posibles células tumorales que puedan surgir (S. Senega 2021).
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Figura 3: Esquematizacién de los efectos que generan las causas enddégenas. Proceso general de la

formacién de un tumor local y las etapas que ocurren para que la metdstasis se lleve a cabo (Traducido y
adaptado de S. Senega 2021).

En la actualidad se estan desarrollando estrategias novedosas tanto para la deteccion
temprana de tumores primarios, como para la deteccién de la metastasis. Ejemplos de
esto son la nanomedicina, la terapia génica, terapia fototérmica y terapia fotodinamica,
asi como constantes mejoras en técnicas convencionales de tratamiento como la
radioterapia y en técnicas imagenoldgicas como son la tomografia por emision de
positrones y la resonancia magnética, como se observa en la figura 4.
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Figura 4: Esquema de diagnésticos, terapias y nanomedicina actuales. Diferentes técnicas de
diagndstico y terapia en cdncer junto con la nanomedicina como recursos innovadores actual (Traducido
y adaptado de A. Bhushan 2021).

1.3 Diagndstico

Actualmente existe una gran variedad de técnicas para el diagnéstico del cancer en
diferentes estadios de desarrollo de la enfermedad. Las técnicas han avanzado y han sido
perfeccionadas en el correr de las décadas, no solo para el diagnostico primario de la
enfermedad sino también para el correcto seguimiento de dicha patologia. Muchas de
ellas son técnicas de imagenologia no invasivas y por lo tanto de amplia utilizacién en
pacientes con cancer o sospechas de este.

Se utiliza ampliamente la imagen por resonancia magnética conocida por sus siglas en
inglés MR, la tomografia computarizada, conocida por sus siglas en inglés como CT, la
tomografia por emisidn de positrones, conocida por sus siglas en inglés como PET, e
imagenes generadas con ultrasonido, entre otros. Existen también técnicas mas
invasivas como las técnicas endoscopicas que ademas de brindar imagenes de cavidades
internas, también permiten la extraccion de muestras de tejido para su posterior analisis
sin la necesidad de pasar posteriormente por una cirugia.



1.3.1 Imagen por tomografia computarizada

En la CT, se obtiene un conjunto de imagenes mediante el uso de rayos X. Las imagenes
del conjunto son luego superpuestas una encima de la otra para crear una imagen
tridimensional de la zona del cuerpo que quiere ser estudiada. En esta técnica, un tubo
generador produce un haz estrecho de rayos X que atraviesa al paciente y es captado por
una fila de detectores al otro lado. El tubo y los detectores estan colocados en lados
opuestos de un anillo que gira alrededor del paciente. Después de cada rotacion, el
escaner debe detenerse y girar en la direccién opuesta. Cada rotaciéon adquiere una
imagen axial, normalmente con un espesor de corte de 1 cm, y tarda aproximadamente
1 segundo por rotacion. La mesa mueve al paciente una distancia determinada a través
del escaner entre cada corte. Existen variantes de esta técnica que generan imagenes a
partir de haces de rayos unicos alrededor del paciente (escaner espiral) y multiples haces
de rayos alrededor del paciente (escaner multislice) (C. Garvey 2002).

1.3.2 Imagen por resonancia magnética

La MR, utiliza las propiedades magnéticas naturales del cuerpo para producir imagenes
detalladas de cualquier parte. En la obtenciéon de imagenes se suele sacar ventaja de las
propiedades magnéticas que tienen los nucleos de hidrogeno presentes en toda la
materia, pero particularmente abundantes en agua y grasa. Esto permite obtener buenas
imagenes de tejidos blandos que otras técnicas muestran con menor precision.

El protén de hidrégeno se comporta como una pequefia barra magnética. En
circunstancias normales, estas “barras magnéticas” de protones de hidrogeno giran en el
cuerpo con sus ejes alineados aleatoriamente. Cuando el cuerpo se coloca en un campo
magnético fuerte, como un escaner de resonancia magnética, todos los ejes de los
protones se alinean. Esta alineacién uniforme crea un vector magnético orientado a lo
largo del eje del escaner de resonancia magnética. Cuando se agrega energia adicional
(en forma de onda de radio) al campo magnético, el vector magnético se desvia. La
frecuencia de las ondas de radio (RF) que hace resonar los nticleos de hidrégeno depende
del elemento buscado (hidrogeno en este caso) y de la fuerza del campo magnético. La
fuerza del campo magnético se puede alterar electronicamente de la cabeza a los pies
utilizando una serie de bobinas eléctricas de gradiente y, al alterar el campo magnético
local en estos pequefios incrementos, diferentes partes del cuerpo resonaran a medida
que se apliquen diferentes frecuencias. Cuando se apaga la fuente de radiofrecuencia, el
vector magnético vuelve a su estado de reposo, lo que provoca que se emita una sefial
(también una onda de radio). Es esta sefial la que se utiliza para crear las imagenes que
logran definir bien tejidos blandos, principalmente. Se utilizan bobinas receptoras
alrededor de la parte del cuerpo que actian como antenas para mejorar la deteccion de
la sefial emitida (A. Berger 2002).
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La MRI, tiene varias ventajas sobre las imagenes por CT, incluida la velocidad de
obtencion de imagenes, la no utilizacién de radiacién ionizante, la capacidad de
identificar las caracteristicas del tejido y el potencial para obtener informacién sobre
diferentes nucleos como carbono, nitrégeno y fésforo (E. Van Beek 2009).

1.3.3 Imagen por tomografia por emision de positrones

La técnica imagenolégica PET es una técnica de imagenologia nuclear, en donde se
administra al paciente un radiofirmaco emisor de positrones. La !8F-
fluorodesoxiglucosa, conocida por sus siglas en inglés como FDG, es uno de los
radiofAirmacos mas utilizados para diagnostico por imagenologia molecular para
detectar tumores pequefios, monitorear la respuesta al tratamiento y predecir el
prondstico de los pacientes en una variedad de tipos de cancer. Esta técnica se basa en
evaluar el metabolismo de la glucosa en los tejidos mediante la medicion del
radiotrazador acumulado, un analogo de la glucosa (K. Kawada 2016).

1.3.4 tomografia de emision de fotdn tnico

Existen otros radiofdirmacos emisores de positrones para el diagndstico del cancer, asi
como otras técnicas de imagenologia nuclear. Un ejemplo de esto es la tomografia de
emision de fotén Unico conocido por sus siglas en inglés como SPECT. Esta técnica
produce una imagen tridimensional de la distribucién de un marcador radiactivo
inyectado en el torrente sanguineo. Los isétopos mas comuinmente utilizados son el
tecnecio-99m, el yodo-123 y, en menor medida, el talio-201. Estos radiofarmacos son
absorbidos por tejidos especificos, actuando como emisores gamma convencionales. A
diferencia del PET, donde se detecta la emision de dos fotones producidos por la emision
de un positrén y su aniquilacion por la colision con un electrén, en el SPECT se identifica
un solo haz de fotén emitido por el isotopo radiactivo (S. Yandrapalli 2022).

Ambas, PET y SPECT son consideradas técnicas de imagenologia molecular ya que
permiten visualizar, medir y/o cuantificar procesos a nivel bioldgico o celular a través de
una imagen de alta resolucion relacionada con un patrén molecular diferenciable.

La imagenologia molecular se define como la caracterizacién y mediciéon in vivo de
procesos biolégicos a nivel celular y molecular. A diferencia del diagnostico porimagenes
convencionales, se busca investigar e identificar anomalias moleculares que son
causante o caracteristicas de una enfermedad en lugar de visualizar los efectos a gran
escala que producen estas alteraciones moleculares (R. Weissleder 2001).



1.3.5 Imagen por ultrasonido

La imagen por ultrasonido, o ecografia, se implement6 inicialmente en el campo médico
a principios de los afios 60. Se basa en el principio de que las ondas de presién mecanicas
con una frecuencia superior a la del oido humano (> 20 kHz) pueden penetrar en el
cuerpo para obtener imagenes de los érganos internos, asi como medidas estructurales
y funcionales. La ecografia, es una modalidad de uso comun en la rutina clinica porque
tiene ventajas como su portabilidad, facilidad de adquisicién, procesamiento de
imagenes en tiempo real, y un bajo costo (M. Siragusa 2020).

Todas las técnicas mencionadas presentan diferencias y similitudes, asi como ventajas y
desventajas para la obtencién de informacidén biolégica a diferentes niveles de
organizacion, las cuales se resumen en la Tabla 1 e ilustran en la Figura 5.



Tabla 1: Caracteristicas de las técnicas de imagenologia mas usuales. Se resumen las ventajas y desventajas
de la tomografia computarizada (CT), resonancia magnética (MRI), tomografia por emisién de positrones (PET),
tomografia computarizada de emisién monofotdnica (SPECT) y ultrasonido. (Traducido y adaptado de A. EL-

Ghani 2015).

Caracteristica
principal

Ventajas

Desventajas

Contraste

Aplicacién

Costo

Fuente de
radiacion y tipo

Escanea 6rganos utilizando
rayos X y produce una serie
de imagenes
computacionales
transversales

- Amplio campo de
visidn

- Deteccion de
diferencias sutiles
entre tejidos
corporales

- Laadquisicion
tomografica elimina la
superposicion de
imagenes de la
estructura
superpuesta
Resolucién espacial
alta

- Alta profundidad de
penetracion

- Sensibilidad limitada

- Utiliza radiacién

- Altadosis de
exposicién por examen

- No especifico de algin
tejido

- Pobre contraste de
tejidos blandos

Alto

Anatémica y funcional

Intermedio

Rayos X (lonizante)

Produce “rebanadas” que
representan el cuerpo
humano mediante la
aplicacion de una sefial
magnética

Resolucién mas alta
Capaz de mostrar
detalles anatémicos
No utiliza ningtin tipo
de ionizacion

No se observan efectos
a corto plazo

- Fuerte perturbacion
del campo magnético

- No puede ser utilizado
en pacientes con
dispositivos metalicos

- Alto costo

- Bajo rendimiento

alto

Anatémica, funcional y
molecular

Intermedio

Eléctrico y campo
magnético (No ionizante)

Es una técnica de imagen
nuclear donde se utilizan
trazadores para

diagnosticar enfermedades

- Efectivo para
diferenciar entre
tumores benignos y
malignos en una sola
imagen

- Puede dar imagenes de

fenémenos
bioquimicos y
fisiologicos

- Altasensibilidad

- Limitada resolucién
espacial

- Uso de radiacién

- Alto costo

- Eslatécnica mis
costosa

- Losartefactos de
movimiento causan
serios problemas

- Mejor resolucion en

comparacién con CT y

MRI
- Dificil interpretacién
- Lacantidad de
componentes
radioactivos

disponibles es limitada

Funcional, metabdlica y
molecular

Alto

Positrén (lonizante)

Técnica no invasiva donde
se estructuran imagenes
transversales de un
radiotrazador dentro del
cuerpo humano

- Imagen libre de
background

- Confirma
enfermedades
neurodegenerativas
como Alzheimer y
Parkinson

- Alta sensibilidad
(menor que la del PET)

- Alta profundidad de
penetracién

- Seproducen efectos
borrosos

- Lacompensacion de
atenuacion no es
posible debido ala
dispersién multiple de
electrones

- Nopuede predecir
deficiencias
neurofisiologicas

- Utiliza radiacion

Funcional

Alto

Fotén (ionizante)

Ultrasonido

Técnica basada en ondas

sonoras que posee una alta

frecuencia temporal y es
capaz que producir
informacién diagnostica
cuantitativa y cualitativa,

Alta resolucion
espacial

Bajo costo

Perfil seguro

No invasiva
Ampliamente
disponible

Fécil de usar

No utiliza radiacion

Es dependiente del
operador

- Imagen limitada a
compartimentos
vasculares

- Dificultad en las

imagenes de huesos y

pulmones
- Resolucion limitada
- Laatenuacién puede
reducir la resolucion
de las imdgenes
Se refleja muy
fuertemente el pasar
del tejido al gas o
viceversa

Anatémica y funcional

bajo

Ondas sonoras (No
ionizante)

PET

SPECT

Ultrasound

2015).

Figura 5: Imagenes obtenidas por diferentes metodologias del cerebro de un paciente. Imagenes
tomadas mediante las técnicas CT, MRI, PET, SPECT y ultrasonido de izquierda a derecha (A. EL-Ghani
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1.3.6 Identificacion de biomarcadores

Segun el Instituto Nacional del Cancer, conocido por sus siglas en inglés NCI, los
biomarcadores se definen como: “una molécula bioldgica que se encuentra en la sangre,
otros fluidos o tejidos corporales y que proporciona informaciéon sobre un proceso
normal o anormal, o de una condiciéon o enfermedad”, como el cAncer. Los biomarcadores
suelen distinguir a un paciente de un individuo sano. Numerosas variables, incluidas
mutaciones somaticas o de la linea germinal, cambios transcripcionales y modificaciones
postraduccionales, podrian causar los cambios. Los biomarcadores existen como
proteinas (como una enzima o un receptor), acidos nucleicos (ARN mensajeros
(conocidos por sus siglas en inglés como mRNA) u otros ARN no codificantes (conocidos
por sus siglas en inglés como como ncRNA)), anticuerpos y hormonas, entre otros (N.
Henry 2012).

Los biomarcadores de origen proteicos usados para la detecciéon del cancer, surgen
generalmente de las células cancerosas u otras células como resultado del cancer y han
demostrado ser blancos moleculares atractivos para el diagnostico temprano, el
seguimiento de la respuesta al tratamiento, la deteccion de recurrencia o el seguimiento
del pronéstico del cancer (C. Borrebaeck 2017).

En la actualidad hay 19 biomarcadores proteicos oficialmente aprobados por la
administracion de alimentos y medicamentos, conocida por sus siglas en inglés como
FDA (ver Tabla 2). De todos ellos, el antigeno prostatico especifico (conocido por sus
siglas en inglés como PSA), el antigeno carcinoembrionario (conocido por sus siglas en
inglés como CEA), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (conocido por sus
siglas en inglés como HER2) y el antigeno de carbohidratos (conocidos por sus siglas en
inglés como CA) se consideran muy importantes (T. Thenrajan 2023).



Tabla 2: Biomarcadores proteicos. Listado de los 19 biomarcadores proteicos aprobados por la FDA
(Traducido y adaptado de Thenrajan 2023).

1 AFP Testicular
2 Beta- hGC Testicular
3 CA19-9 Pancreético
4 CA125 De ovario
5 CA15.3 Mamario
6 CA27.9 Mamario
7 CEA Colorrectal
8 FDP De Vejiga
9 HE4 Ovario
10 PSA Préstata
11 TG Tiroideo
12 EGFR Colorrectal
13 KIT Gastrointestinal
14 ER Mamario
15 PR Mamario
16 HER2 Mamario
17 NMP/22 De vejiga
18 BTA De vejiga
19 Mw CEA De vejiga

La identificacion de biomarcadores, ya sean proteicos, acidos nucleicos o glucidicos entre
otros, conlleva la aplicaciéon de diferentes técnicas especificas. Para la deteccién de
marcadores proteicos es de amplio uso las técnicas de inmunohistoquimica, conocida
por sus siglas en inglés como IHC.

En el caso de los acidos nucleicos las técnicas de hibridacién in-situ fluorescente,
conocida por sus siglas en inglés como FISH (ver figura 6), para buscar secuencias
especificas en cromosomas, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, conocida
por sus siglas en inglés como PCR, para amplificar regiones particulares y la
secuenciaciéon masiva para encontrar anomalias en el genoma son técnicas muy
utilizadas (N. He 2022).
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Figura 6: Imdgenes de hibridacion in-situ fluorescente (FISH). Se observan una muestra amplificada
para el gen HERZ utilizando sondas anti-HERZ2 y el centrémero del cromosoma 17 (en rojo). En A se observa
la imagen del niicleo con tinicamente dos sefiales verdes, en la B se observa amplificado con mayor ntimero
de sefiales en las células tumorales (M. Aznab 2022).

La IHC (ver figura 7), es una técnica potente que aprovecha la unién especifica entre un
anticuerpo y un antigeno para detectar y localizar antigenos especificos en células y
tejidos, que se detectan y examinan mas comunmente con el microscopio 6ptico. Una
herramienta estdndar en muchos campos de investigacién, la [HC se ha convertido en
una técnica auxiliar esencial en el diagndstico clinico de patologias anatémicas. La [HC
se utiliza con frecuencia para ayudar en la clasificacion de neoplasias, la determinacion
del sitio de origen de un tumor metastasico y la deteccién de pequefios focos de células
tumorales que pasan desapercibidos en la tincién de rutina con hematoxilina y eosina
(H&E). Ademas, se utiliza cada vez mas para proporcionar informacién predictiva y para
el pronoéstico, como en pruebas de amplificacion de HER2 en cancer de mama (S. Magaki
2020).
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Figura 7: Microscopia confocal de células HER2 positivas y HER2 negativas expuestas a ZHER2-
DyLight-488. En el panel superior (A) se observan la linea células SK-BR-3 HER2+ y en el panel inferior
(B) la linea celular MDA-MB-468 HER2- ambas expuestas Z nerz -DyLight-488 (Un Affibody que es una
proteina producida de forma artificial, unida a un fluoréforo llamado DyLight-488). Es posible observar

el proceso de unidn y disociacién de la molécula al receptor HER2 en un lapso de 24 horas en las células
HERZ2+ mientras que en las negativas no se observa sefial de fluorescencia (R. Zielinski 2012).

Hoy en dia, los métodos mas habituales para detectar HER2 son el ensayo de
inmunohistoquimica (IHC) y la hibridacién fluorescente in situ (FISH). Sin embargo,
estos dos métodos tienen algunas deficiencias en la deteccion del contenido de HER2 y
consumen mucho tiempo y son costosos, porque requieren muestras de tejido de alta
calidad y métodos de medicion complejos. Para detectar concentraciones bajas de HER2
y otros marcadores de cancer, se necesita con urgencia un nuevo método con respuesta
rapida, alta sensibilidad y operacidn conveniente (N. He 2022).

1.4 Tratamiento

Existen muchas formas de tratar el cancer una vez diagnosticado. A principios del siglo
XIX era comunmente utilizada la cirugia radical, es decir, la extirpacién completa de una
parte del cuerpo, como método principal de tratamiento. Un claro ejemplo de esto era la
mastectomia radical que se utiliz6 para tratar el cancer de mama durante
aproximadamente 90 afios, entre 1891 y 1981. El uso de esta practica se redujo luego de
que la cirugia local en combinacién con terapia adyuvante sistémica probara resultados
similares.

Cuando hablamos de terapias adyuvantes nos referimos a la radioterapia y la aplicacién
de farmacos, las cuales son necesarias para el tratamiento no solo del tumor en cuestion,
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sino para tratar y prevenir la diseminacién y metastasis del cancer. A finales de los 70,
farmacos como la bleomicina, la vinblastina y el cisplatino eran considerados farmacos
novedosos en quimioterapia; sin embargo, producian efectos secundarios graves que
resultaban dificiles e incluso imposibles de controlar (V. Schirrmacher 2019).

1.4.1 Cirugia

La cirugia es la modalidad mas antigua de terapia contra el cancer y todavia constituye
la base del tratamiento de los tumores s6lidos. Actualmente e incluso dentro de la terapia
multimodal contra el cancer, la mayoria de los pacientes con este tipo de tumor necesitan
atravesar por un proceso de intervencion quirurgica. Muchas veces la cirugia se realiza
no solamente para el tratamiento en si, sino para una reconfirmaciéon de estudios
previamente realizados y para determinar los siguientes pasos del tratamiento, por
ejemplo, realizando pruebas de caracterizacién del tumor extraido por anatomia
patolégica. La cirugia es mas eficaz en el tratamiento del tumor primario localizado y los
ganglios linfaticos regionales asociados. Inicialmente el enfoque se mantenia en la
remocion macroscopica del tumor, pero con los ano se descubrié que, debido a
remanentes de células tumorales en las periferias de los tumores, la tasa de reincidencia
era muy alta (R. Pollock 2003).

Mencionamos hasta ahorala extirpacién manual de los tumores, pero en los tltimos afios
se han desarrollado otras modalidades de extraccion. El desarrollo de métodos robéticos
y laparoscépicos ha sido un enorme avance tanto en la modalidad de la extraccién de los
tumores como en la precisién. Actualmente se utilizan tres categorias principales de
sistemas quirurgicos robdticos: sistemas activos, semiactivos y maestro-esclavo. Los
sistemas activos funcionan esencialmente de forma auténoma y llevan a cabo tareas
preprogramadas como por ejemplo las plataformas PROBOT y ROBODOC. En sistemas
semiactivos, el componente ya programado de estos equipos roboticos se puede
complementar con un componente manual del cirujano como por ejemplo en las
plataformas da Vinci® y ZEUS y estos sirvieron como prototipos para sistemas formales
maestro-esclavo, que estan libres de funciones preprogramadas o auténomas (S. Bramhe
2022).
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1.4.2 Quimioterapia

La quimioterapia utiliza compuestos téxicos y medicamentos para destruir las células
cancerosas y funciona principalmente evitando que las células cancerosas crezcan y se
dividan. Las células cancerosas se dividen y crecen a un ritmo mucho mas acelerado que
las células normales y fisiol6gicamente tienen un estrés endégeno mucho mas alto. Por
lo tanto, los farmacos pueden destruirlas de forma mas rapida y eficaz en comparacion
con otras células circundantes. La selecciéon de medicamentos quimiopreventivos o una
combinacién de medicamentos se basa principalmente en el tipo y estadio del
cancer. Algunas de las terapias inhibidoras actuales para tratar canceres s6lidos son:

e Inhibidores de la poliadenosina difosfato-ribosa polimerasa

e Inhibidores de la angiogénesis

e Inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC)

e Inhibidores del objetivo mecanicista de la rapamicina (mTOR)

e Inhibidores de la poli (adenosina difosfato-ribosa) polimerasa (PARP)
e Inhibidores del homélogo doble minuto 2 de p53/ratéon (MDM2)

e Bloqueadores de la via hedgehog

e Inhibidores de la tirosina quinasa

e Inhibidores del proteosoma

Al igual que en el tipo de intervencion quirtrgica o en la intensidad y duracion de la
radioterapia, el conjunto de farmacos que se utilicen dependera de del tipo de tumor, su
localizacion y caracterizacion, asi como si se trata de un tratamiento contra un tumor
primario o un estadio metastasico (U. Anand 2023).

Estos abordajes de terapias, a pesar de haber demostrado su efectividad y de seguir
siendo perfeccionados hoy en dia, siguen presentando grandes problemas. El principal
es la generacion de grandes efectos secundarios, muchas veces con niveles de riesgos de
muerte muy altos para un paciente que, luego de ser sometido paulatinamente a estos
tratamientos, se encuentra con su sistema inmunolégico debilitado. Por otro lado,
estamos hablando de métodos terapéuticos que, en su gran mayoria, no presentan
especificidad contra las células tumorales que se busca destruir y atacan también células
que son sanas (M. Amjad 2023).

Al igual que en imagenologia, se estan desarrollando terapias nuevas, principalmente
basadas en biofdrmacos para lograr un tratamiento mas especifico y dirigido contra las
células tumorales con la finalidad de no dafiar, o dafiar lo menos posible, el resto del
organismo.
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1.4.3 Radioterapia

En la radioterapia se utilizan rayos X o particulas subatémicas, usados principalmente
para el tratamiento del cancer. Esta técnica se puede aplicar de forma externa como
interna. La radiaciéon de haz externo, conocida como teleterapia, es la mas comun e
involucra una fuente radiactiva fuera del paciente, con la energia del haz enfocada y
modulada hacia el area a tratar. Por otro lado, la braquiterapia se refiere a la practica de
colocar fuentes radiactivas naturales que se desintegran con el tiempo y producen altas
dosis de radiacion en un area focal. Los ejemplos incluyen procedimientos
intracavitarios (como la colocacidn en tindem y ovoide para el cancer de cuello uterino),
la colocacion de semillas radiactivas intersticiales (cominmente utilizadas para el cancer
de préstata) o la colocacion superpuesta a un tumor cutaneo. La forma mas comun de
radiacién ionizante es el fotén, pero también se suele utilizar electrones para aumentar
la dosis de radiacion que recibe la piel cuando es necesario.

Se pueden utilizar particulas menos frecuentes, como protones, iones de carbono o
neutrones, pero usando equipos y procedimientos mas costosos y que solo se encuentran
en centros especializados. El principio de esta técnica se basa en las diferencias en las
interacciones del ADN en una célula cancerosa frente a las de una célula normal.

La catastrofe mitotica es la principal forma de muerte celular inducida por radiaciones
ionizantes. Por lo tanto, la radiosensibilidad de una linea celular depende de su tasa de
division celular. En general, las células tumorales poco diferenciadas son mas
radiosensibles ya que una mayor proporcién de su poblacién celular se esta dividiendo
al mismo tiempo. Esto también se aplica a las células de tejidos normales que se dividen
rapidamente, como las de la mucosa gastrointestinal, y explica por qué reacciones como
la mucositis y la diarrea pueden ser comunes. Es decir, el efecto de la radiacién ionizante
dependera de varios factores bioldgicos como la redistribucién de las células en un ciclo
celular coordinado, la reparacién del ADN, la repoblacién celular y la oxigenacién de
areas hipoxicas del tumor (E. Maani 2022).



1.4.4 Terapias con biofarmacos

Los biofarmacos son productos farmacéuticos de origen bioldgico o fabricados a partir
de material bioldgico. La cantidad de medicamentos bioldgicos disponibles es amplia
entre las cual cuales se incluyen sustancias aisladas de material biolégico, moléculas de
ARN recombinante, ADN, proteinas, asi como anticuerpos completos, fragmentos de
anticuerpos o conjugados anticuerpo-fairmaco (J. Wohlrab 2019). En los dltimos afios, la
terapia con anticuerpos monoclonales (conocidos por sus siglas en inglés como mAb) y
terapia celular, tal como se muestra en la Tabla 3 y Figura 8 han revolucionado el
tratamiento oncolégico y estan siendo explorados varios enfoques novedosos. Son
enfoques dirigidos estricta y especificamente contra la célula tumoral. Existe también la
terapia que involucra virus oncoldgicos, productos celulares, citoquinas modificadas,
vacunas y terapia celular adoptiva (A. Tsimberidou 2020). Mas recientemente fue
aprobada la terapia celular que consiste en células T transfectadas con un receptor
quimérico especifico de antigeno (CAR) (Células CAR-T) (V. Schirrmacher 2019).

Tabla 3: Clasificaciones de terapias farmacolégicas. Terapias actuales en base a su estructura y
naturaleza quimica (Columnas 1 y 2), mecanismo de accién (columna 3) y ejemplos de fdrmacos
disponibles actualmente (columna 4) y clasificacién en niveles segtin sus efectos secundarios del 1 al 4
siendo 1 efectos secundarios ausentes o minimos hasta 4 donde los efectos secundarios son muy graves
(columnas 5). (Traducido y adaptado de V. Schirrmacher 2019)

uimioterapia .
: : Q Lerap [.Q] Mecanismo de : Efectos
Tipo de terapia o terapia bioldgica . Ejemplos :
(B) accion secundarios
PArIacos CItOSTALICOS 0 Interferencia con proliferacion 1-4
celular
Inhibidores de Teraplaidirlelda:interfiere con ) W o e BiSoTafoniD)
, - Q la transduccion de sefiales P 1-4
moléculas pequeifias e Lapatinib
5 L Cetuximab, Trastuzumab,
mAb antitumorales B Inmunoterapia dirigida e — 1-3
!J . . B Inhibicién de angiogénesis Bevacizumahb, Ramucirumab 1-3
antiangiogenesis
mADb inhibidores de . Ipilimumab, Atezolizumab,
B Regulacion inmune I b 1-4
puntos de control Druvalumal
- Linfocitos T citotdxicos
Células CAR-T B dirigidos 1
Vacunas anti- B Vacuna especifica activa 0-2
tumorales
Oncolisis, induccién d " Virus de ARN incluido el virus
Virus oncoliticos B MECTISIS, INAUECon €& MUEILE 4o 3 enfermedad de Newcastle 0-2

celular inmunogénica
g de cepas naturales atenuadas

Otra gran area que se encuentra en desarrollo exponencial es el area de la terapia génica.
Los avances tecnologicos han permitido la sintesis quimica de una gran variedad de
acidos nucleicos. El hecho de poder mezclar la versatilidad funcional de los acidos
nucleicos con la capacidad de sintetizarlos segiin sea necesario, ofrece oportunidades
ilimitadas para desarrollar acidos nucleicos funcionales.
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Figura 8: enfoque de terapias contra el cdncer. Representacion de las estrategias mds innovadoras para
el tratamiento de cdncer, combinando diferentes disciplinas para obtener la terapia mds eficiente y
personalizada para el paciente (Traducido y adaptado de C. Pucci 2019)

La terapia contra el cancer es un campo emergente en el que las terapias con acidos
nucleicos tienen un enorme potencial. Por ejemplo, a través del silenciamiento de genes
mediado por ARN de interferencia (conocidos por sus siglas en inglés como iRNA), se han
explorado intervenciones terapéuticas que utilizan pequefios ARN de interferencia
(conocidos por sus siglas en inglés como siRNA) o pequefios ARN en horquilla (conocidos
por sus siglas en inglés como shRNA) que pueden inhibir la produccién de una proteina
patoldgica para la inmunoterapia contra el cancer. También se han estudiado otros tipos
de terapias con &cidos nucleicos, como oligonucleétidos antisentido, aptdmeros,
ADN/ARN inmuno-estimulantes, plasmidos, ARN mensajeros (conocidos por sus siglas
en inglés como mRNA) y, mds recientemente, sistemas de edicién de genes CRISPR/Cas9
para la inmunoterapia contra el cancer (T. Shen 2020).

A continuacion, se muestra una ejemplificacion de los posibles usos de las terapias con
acidos nucleicos basados en una célula presentadora de antigeno, un linfocito T y una
célula tumoral como blanco de tratamiento (ver figura 9).
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Figura 9: Ejemplificaciéon de terapias con dcidos nucleicos. Representacién esquemdtica de las terapias
mds comunes con dcidos nucleicos. En rojo se muestra una célula presentadora de antigeno (APC), en azul
una célula T y en violeta una célula tumoral, junto con las biomoléculas que son blanco de estudio para

estimulacion del sistema inmune y el tratamiento del cdncer (Traducido y adaptado de T. Shen 2020)

En este caso se muestra de forma esquematica las terapias comunes con acidos nucleicos
para inmunoterapia contra cancer. Los acidos nucleicos inmunoestimulantes de los
patrones moleculares asociados a patégenos, conocidos por sus siglas en ingles PAMP,
se detectan mediante receptores de reconocimiento de patrones, conocidos por sus
siglas en inglés como PRR. Los receptores Toll (TLR) en la membrana del endosoma y la
GMP-AMP sintasa ciclasa conocida por su siglas en inglés como (cGAS) en el citosol son
algunos de estos ejemplos que culminan en la produccién interferén de tipo I y citoquinas
proinflamatorias que conducen a la respuesta inmunes anticancerigenas. Los acidos
nucleicos reguladores como el piRNA/shRNA y los 4cidos nucleicos activadores de genes
pueden regular genes relacionados con el sistema inmune para la activacién de
respuestas contra el cancer.

Otros oligonucleétidos como los aptameros pueden funcionar como agonistas o
antagonistas contra objetivos moleculares relacionados con el sistema inmunolégico
para generar respuestas anticancerigenas. Estos acidos nucleicos inmunoterapéuticos se
pueden diseflar para que sean funcionales frentes una gran variedad de blancos, tanto
celulares, como moleculares. Ejemplificado en la figura 9 se ven las células presentadoras
de antigenos en rojo, conocidas por sus siglas en inglés como APC, las células T o las
células natural killer (NK) en azul y las células tumorales en violeta. Como se observa en
la figura 9 algunos de estos acidos nucleicos utilizados en inmunoterapia son el ADN
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doble cadena (conocido por sus siglas en inglés como dsDNA), ARN doble cadena
(conocido por sus siglas en inglés como dsRNA), ADN de simple cadena (conocido por
sus siglas en inglés como ssDNA), ARN de simple cadena (conocidos por sus siglas en
inglés como ssRNA), islas CpG (conocidas por sus siglas en inglés como CpG), ARN
silenciador (por sus siglas en ingles ipRNA), ARN mensajero (conocido por sus siglas en
inglés como mRNA).

La idea principal se basa en la capacidad de estos acidos nucleicos de activar/desactivar
cascadas de sefializacion intracelular y proteinas como factores de transcripcién como
por ejemplo los mostrados en la figura 9, STING, cGAS, quinasa 1 de unién a TANK
(TBK1), transductor de sefal y activador de la transcripcién 6 (Stat6), factor regulador
de interfer6n 3 (IRF3), IkB quinasa (IKK), factor nuclear potenciador de la cadena ligera
kappa de células B activadas (NF- k B), recetores de tipo TOLL (TLR), interfer6n beta
inductor de adaptador que contiene dominio TIR (TRIF), complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), receptores de antigenos quiméricos (CAR), dinucleétidos ciclicos (CDN),
antigenos asociados a tumores (TAA), etc.

Muchas estas terapias con acidos nucleicos para el cancer estan todavia en desarrollo y
son muy variadas. Cabe destacar que la que la ejemplificacién de la figura es un caso
ilustrativo de como pueden interaccionar los acidos nucleicos, ya que las vias de
sefializacion intracelular o los blancos moleculares pueden ser mas complejos y llevarse
a cabo en otros tipos celulares involucrados en la terapia y no solamente en las APC (S.
Shen 2020).

2 CANCER DE MAMA
2.1 Epidemiologia y clasificacion de subtipos

Este cancer es la principal neoplasia maligna no dermatoldgica y la segunda causa mas
comun de muerte por cancer entre las mujeres en nuestro pais y en el mundo (Breast
Cancer in Uruguay). Aunque las tasas generales de mortalidad por cancer de mama han
seguido disminuyendo desde 1989, la tasa de mortalidad entre las mujeres negras no
hispanas sigue siendo desproporcionadamente alta. Se estimaron las tasas de mortalidad
estandarizadas por edad por 100.000 mujeres-afio (J. Torres-Roman 2023). Hasta el
80% de los canceres de mama invasivos son carcinomas ductales infiltrantes conocidos
por sus siglas en ingles CDI (E. Watkings 2019), que son neoplasias premaligna de los
conductos mamarios que se limita a la luz de los conductos, esta revestida por una capa
de células mioepiteliales semicontinuas y no traspasa la membrana basal (D. Kalwaniya
2023). El carcinoma lobulillar invasivo es la segunda forma histolégica mas comun
de cancer de mama y representa del 5% al 15% de todos los canceres de mama
invasivos y esta compuesto por células no cohesivas dispersas individualmente u
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organizadas en un patron lineal de una sola fila en un estroma fibroso (F. Limaiem

2023). De los carcinomas in situ no invasivos, mas del 80% son ductales y alrededor del
10% son lobulares (E. Watkins 2019).

Solamente en el afio 2012 se registraron 1.676.000 casos nuevos a nivel mundial,
521.900 decesos a causa de esta enfermedad y 6.232.100 de mujeres diagnosticadas en
los cinco afios precedentes (prevalencia) como se muestra en la figura 10. Los distintos
tipos de cancer de mama pueden ser clasificados segtn la expresion de los receptores
que se encuentran en su membrana y dependiendo del patrén de expresién de mismos,
los tratamientos pueden ser muy diferentes (C. DeSantis 2015).

e Norte America;
Norte America; 15%
Latino America
i ica Caribe; 9%
Caribe; 9%

Asia; 37% Asia; 39%

Figura 10: grdficos de casos nuevos, deceso y prevalencia (A, By C respectivamente) a nivel mundial
durante el 2012. Datos epidemiolégicos a nivel continental mostrando los porcentajes para Europa, Asia,
Latino América junto con el caribe, Norte América, Oceania y Africa (Los porcentajes pueden no sumar 100%
debido al redondeo) (Traducido y adaptado de C. DeSantis 2015).

Los cuatro subtipos de cancer de mama (ver tabla 4) se asocian con histologias y
prondsticos especificos. El cAncer de mama también se clasifica por su origen anatémico,
ya sealobulillar o ductal, y su receptividad hormonal y expresion del receptor 2 del factor
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de crecimiento epidérmico humano (HERZ2). La receptividad hormonal se refiere a la
presencia o ausencia de expresion del receptor de estréogeno y progesterona en la
neoplasia maligna. El cdncer de mama con receptor hormonal positivo, en particular
cuando no es metastasico, es susceptible de terapia de bloqueo hormonal. Los tumores
malignos positivos para HER2 generalmente responden a los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra HERZ. El cdncer de mama triple negativo se refiere a tumores malignos
que no expresan receptividad hormonal o HER2 (E. Watkins 2019).

Tabla 4: Subtipos de cancer de mama. Subtipos y sus caracteristicas inmunohistoquimicas, prognosis y

notas a tener en cuenta (Traducido y adaptado de E. Watkins 2019).

Subtipos de cancer de mama

Subtipos Inmunohistoquimica Prognosis Notas

Receptor de estrégeno positivo Subtipo mds comtin
»  Receptor de progesterona positivo Usualmente tumores de bajo grado
Luminal A +  Receptor HER2 negativo Bueno *  Responde a terapias hormonales como SERMs e inhibidores de la
aromatasa
Baja tasa de reincidencia

Receptor de estrogeno positivo

L inal B * Recepiorde PT“EE“EI_"DHE P“Silﬁ_"“ Intermedio + Tendencia a tumores de alto grado
umina *  Receptor HER2 negativo o positivo + Tendencia a mayor reincidencia que el subtipo luminal A
Receptor de estrégeno negativo + Algunos casos pueden ser susceptibles a terapia con anticuerpos
. *  Receptor de progesterona negativo 1
HER?Z positivo S DT EE S Malo monoclonales anti-HER2 pero otros no

« Posibilidad de generar resistencia frente a los anticuerpos monoclonales
particularmente Trastuzumab

. ) Receptor de estrgeno negativo i + Subtipo mas comiin entre mujeres negras
Trlple negativo - Receptor de P""E“m‘_""na R Malo + Suele observarse en personas mds jévenes que el resto de los subtipos
[Basal) *  Receptor HER2 negativo * No es susceptible a terapias hormonales o con anticuerpos monoclonales

+ Tiende a ser agresivo con altas tasas de recurrencia

2.2 Diagnostico en cancer de mama

Los estudios de imagenologia de mama se utilizan para la deteccidn, el diagnoéstico y el
tratamiento clinico (S. Juanpere 2011). Las técnicas convencionales y mas utilizadas para
el diagnéstico del cancer de mama son el ultrasonido, la biopsia guiada por imagenes y
el diagnostico de ganglios linfaticos. La mamografia, la MRI, la gammagrafia, el SPECT y
el PET son otras modalidades de imagenes cominmente utilizadas, siendo varias de
estas mucho mas recientes y todavia en desarrollo y en constante perfeccionamiento
(ver figura 11) (J. Basilion 2001, S. Iranmakani 2020, X. Zhang 2018).
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Figura 11: diferentes enfoques para la deteccion de cancer de mama. Diferenciacion entre exdmenes
de mama clinicos, generacion de imdgenes por rayos X, induccién de campos magnéticos y por medicina
nucleary estudios por biopsias (Traducido y adaptado de A. Bhushan 2021).

2.3 Tratamiento en cancer de mama

Una vez que es identificado el cancer de mama mediante las modalidades de diagndstico
mencionadas, se debe proporcionar un tratamiento inmediato y riguroso para extirpar
el tumor y prevenir una mayor propagacién del cancer. Uno de los principales desafios
para el tratamiento del cancer de mama es su naturaleza heterogénea, que afecta la
respuesta al tratamiento (K Polyak 2001). Al evaluar la presencia de biomarcadores
como receptores hormonales (HR), niveles excesivos de proteina del receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y/o copias adicionales del gen HER2,
los tratamientos que son mas efectivos contra un tipo u otro se puede determinar y
administrar un plan de tratamiento particular de cancer de mama (ver tabla 5). Segtin la
regulacion positiva de los genes, existen cinco subtipos principales intrinsecos o
moleculares de cancer de mama como se muestra en la tabla 4 mas una variante llamada
cancer de mama normal que es idéntico al cancer luminal A, ya que es HER2-, HR+
(receptor de estrogeno y/o progesterona positivo) con niveles reducidos de la proteina
Ki-67. Sin embargo, el pronéstico del cancer de mama normal es ligeramente peor que el
del cancer luminal A (M. Hammond 2010, A. Wolff 2014).



Existen muchos farmacos aprobados por la FDA que se utilizan en el tratamiento del
cancer de mama, y sus efectos y probabilidad de éxito depende en gran medida de la
combinacidn con otros tratamientos como la radioterapia y la extirpacién quirurgica (ver
Tabla 5 a continuacién publicada por A. Bhushan en 2021).

Tabla 5: lista de medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de cancer de mama.
Clasificacién segtin el tipo de fdrmaco, el tipo subtipo de cdncer a tratary el estado de aprobacion en el que
se encuentran (Traducido y adaptado de A. Bhushan 2021)

Tamoxifeno

Aminoglutetimida
Fadrozol
Vorozol

Anastrozol
Letrozol
Exemestano

Groserelina
Leuprorelina

Fluvestrant
Ribociclib
Palbociclib
Abemaciclib
Buparlisib
Pictilisib
Pilaralisib
Voxtalisib

Trastuzumab
Pertuzumab

Neratinib
Patritumab
Bevacizumab

T-DM1

Enhertu
Pembrolizumab

Atezolizumab con nab-
paclitaxel

Anti-estrégeno

Inhibidores de aromatasa de primera y
segunda generacion

Inhibidores de aromatasa de tercera
generacion

Degradadores selectivos de los receptores
de estrégeno (SERD)

Inhibid

es de las qui dependi
de ciclina 4 y 6 (CDK4/6)

Pan-PI3 Ki

Inhibidores de la fosfoinositol 3-
quinasas (PI3K)

Anticuerpo monoclonal (mAb)

Inhibidor de tirosin quinasa (TKI)

Anti-HER3 mAb

Anti-GF mAb

Conjugado Droga-mAb

Conjugado Droga-mAb

1gG4-k mAb

Estrégeno positivo (ER+)

ER+

ER+

Céancer de mama susceptible a la hormona
liberadora de hormona luteinizante

HR+

HER2 negativos avanzados o cincer de
mama metastasico

HER2 negativo, gen PIK3CA mutado,
cancer de mama avanzado o metastésico

Cancer de mama avanzado receptor
hormonal positivo (HR+) / HER2 negativo

Céncer con sobreexpresion de HER2

Céncer de mama avanzado o metastasico
HER2+

Cancer de mama avanzado HER2+

Céncer de mama triple negativo (TNBC)
con mutaciones en lineas germinales /
cancer de mama HER2-

Tr i dy cuando el paci
ha realizado t i con Tr

h

y Taxano y presenta metastasis HER2+

HER2+ metastésico reincidente sin
posibilidad de remocién quirtrgica

TNBC ico o TNBC reincid sin
posibilidad de remocion quirtrgica

PD-L1 + TNBC

Aprobado

Aprobados

Aprobados

Aprobados

Aprobado

Aprobados

Aprobado

Pruebas clinicas fase |

Estudios de escalacion de dosis fase /11

Aprobados

Aprobado

Modelos preclinicos

Aprobado

Aprobado

Aprobado

Aprobado

Aprobado
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3. Receptor de crecimiento epidérmico de tipo 2

3.1 Familia EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) fue uno de los primeros
receptores tirosina quinasa (RTK) para los que se estudi6 la unién del ligando y para los
que se establecié la importancia de la dimerizacidn inducida por el ligando. Son cuatro
los receptores de tipo RTK que comprenden la familia de receptores de crecimiento
epidérmico humano o EGFR (ver figura 12) (M. Lemmon 2014).
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Figura 12: esquematizacion de la familia EGFR. A la izquierda se muestra la estructura completa de la
proteina transmembrana con sus cuatro dominios extracelulares, la regiéon transmembrana y los dominios
tirosin quinasa y el carboxilo terminal, ambos intracelulares. A la derecha se muestran los miembros de la
familia EGRF y sobre ellos los ligandos conocidos para cada uno (Traducido y adaptado de M. Lemmon
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Los cuatro miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico
son: HER1 (o EGFR), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3), y HER4 (erbB4). Todos ellos se
expresan de forma constitutiva y son glicoproteinas de subunidad tinica transmembrana
que tienen un dominio de unién a ligando extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio catalitico de tirosina quinasa intracelular. En la activacion del ligando, los
receptores se dimerizan formando homodimeros o heterodimeros como se observa en
la figura 13. A esto le sigue la transfosforilaciéon que activa varias vias de sefializacion
intracelular (ver figura 13), como la via de la proteina quinasa activada por
mitégeno/Ras, la via de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) /Akt, la via de la quinasa
Janus/transductor de sefales y activador de la transcripcion, y la via de la fosfolipasa C.
via, que finalmente afecta la proliferacidn celular, la supervivencia, la motilidad y la
adhesion (Moasser 2007).

Espacio extracelular

HER2-HER2 HPR“IC[R HER2-HER3 HER2-HER4
/-//’// & T
Moy L -~ -
; / — PI3K VAPRE  Espacio intracelular
’ =t v
PKC NFxB ——  AKT > mlOR MAPK

Ntcleo celular

Progresion del
ciclo celular

celular

Proliferacion

Figura 13: Dimerizacion del receptor HER2 consigo mismo y con otros miembros de la familia
EGFR. Ilustracion de la cascada de sefiales intracelulares que siguen a la dimerizacién del receptor HER2
que conlleva a la activacién de otras proteinas como factores de transcripcién y que eventualmente
resultan en la progresion del ciclo celular, la supervivencia celular y la proliferacion (Traducido y
adaptado de N. Iqubal 2014)
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Si bien estos receptores estan presentes en forma normal en la célula, su desregulaciéon
ha sido reportada en cancer de pulmén (T Mok 2011), en cancer de mama (C Arteaga
2011), y glioblastoma (T Libermann 1985; ] Lee 2006; I Vivanco et al. 2012), entre
otros. Los inhibidores de estos receptores se encuentran entre los ejemplos mas exitosos
de terapias dirigidas contra el cancer hasta la fecha (C Arteaga 2003; M Moasser 2007;
H Zhang 2007).

3.2 Receptor HER2

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Figura 14) es uno
de los cuatro receptores de la familia EGFR. El oncogén HER2 esta ubicado en el
cromosoma 17q12 (Popescu 1989). Primero se identific6 como un gen nuevo de
neuroblastomas de rata en células NIH-3T3 (Shih 1981). Luego, King y colaboradores
(King 1985) informaron que el DNA del carcinoma de mama humano mostraba
amplificacién de este gen. La secuencia del oncogén neu era homéloga al oncogén erb-B
y su fosfoproteina de 185 kDa estaba antigénicamente relacionada con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (Akiyama 1986).

Herceptin Fab

¥

Figura 14: Receptor HERZ2. Cristalografia de rayos X de la estructura de la regién extracelular del receptor
HERZ2 (dominios 1-4) (A). Cristalografia de rayos X de la estructura de la region extracelular del receptor
HERZ2 (subdominios 1-4) y su unién a la regién Fab del mAb trastuzumab por el subdominio 4 (B) (Cho
2003).
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Actualmente, no se conoce ningin ligando para el receptor HER2. Sin embargo, puede
formar homodimeros como heterodimeros con otros miembros de la familia HER. La
conformacion de la porcion extracelular de HER2 sin ligando unido es similar a la
conformacion activada de RTK con ligando unido (Cho 2003) (Krishnamurti 2014).

HER2 se encuentra sobreexpresado en una variedad importante de diferentes tipos de
cancer. Entre ellos destacan el cancer de mama que ha sido explicado con mayor
profundidad en apartados anteriores de este trabajo. Pero también es un receptor
sobreexpresado en otros tumores primarios con gran capacidad metastasica, entre ellos
el cancer colorrectal y cancer gastrico. Existen, por ejemplo, amplios estudios en
carcinomas colorrectal primario y sus metastasis (L. Achalla 2022) y en
adenocarcinomas gastroesofagicos (A. Bartley 2016).

3.3 Terapias anti-HER2

Las terapias anti-HER2 han avanzado considerablemente (ver figura 15). El tratamiento
depende en gran medida del estadio del cancer en el momento del diagnéstico. Las
terapias dirigidas para neoplasias malignas positivas para HER2 pueden ser, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales como el Trastuzumab, Pertuzumab y Margetuximab
y conjugados anticuerpo-farmaco como Ado-Trastuzumab emtansina (T-DM1) y Fam-
Trastuzumab Deruxtecan (T-DXd) e inhibidores de quinasa como Lapatinib, Neratinib y
Tucatinib (S. Giordano 2022).

Ado-Trastuzumab Emtansina (T-DM1) fue el primer conjugado farmaco-anticuerpo
conocido por sus siglas en inglés como ADC anti-HER2 desarrollado y esta compuesto de
Trastuzumab unido covalentemente a DM1, un derivado de maitansina. Los resultados
recabados llevaron a la aprobacién por parte de la FDA de T-DM1 para HER2+. T-DXd es
un ADC de HER2 que comprende un anticuerpo HERZ humanizado con la misma
secuencia que Trastuzumab conjugado con Deruxtecan (DXd). Este conjugado libera el
farmaco directamente dentro de las células y gracias a su corta vida media, reduce su
tiempo en el organismo, con el objetivo de reducir la toxicidad. La alta permeabilidad de
la membrana frente a DXd permite efectos secundarios locales, que conducen a la muerte
de las células tumorales en el microambiente tumoral (S. Swain 2023).



Preclinica

Descubrimiento de
EGF

Descubrimiento que Di D llo del mAb

launion de EGF a su de la funcion humanizado
receptor induce énica de T anti-

crecimiento celular HER2 HER2

1935 1962-1965 Mid-1970s 1978 Mid-1980s 1985-1986 1987 1990-1992

Descubiimi D y Localizacion de Importancia clinica
:szu g::" descripcion de AHFRZ = chr. 17, de HER2 en cancer
Lo oncogenes distinguido de EGFR emana
(HERT1)
©. 60 ®
Lapatinib (M) Pyrotinib+(M)  Neratinib (M)
Terapias anti-HER2 aprobadas '
P P 000 | ece
Neratinib (A) Tucatinib (M)

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Trastuzumab (A) Pertuzumab (M)

(M)

Trastuzumab (M)

.60 .60 ©.60 e T
trastuzumab-
Feitiamab ) hyaluronidase-
[ 8] 2 MA)
| 00
T-DM1(M) T-DM1(A) T-DXd (M)-2L
TKI mAb ADC ‘ oo 0 qo o
T-DXd (M)
®usa EU Australia @ Japan
» 0. 00

Figura 15: Linea temporal del descubrimiento de la familia EGFR y HER2. En la parte superior de la
ilustracion se detallan los acontecimientos mds importantes relacionados con el descubrimiento y la
caracterizacion de EGFR y HER2. En la parte inferior de la ilustracién se detallan los acontecimientos y
avances mds relevantes en el tratamiento del cdncer de mama que sobreexpresa HER2 (Traducido y
adaptado de S. Swain 2023).
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4. Aptameros

Los aptameros son oligonucle6tidos monocatenarios cortos que se unen a moléculas de
forma blanco-especifica. Es decir que los aptameros tienen una alta afinidad y una
excelente especificidad hacia sus blancos moleculares. Son oligonucle6tidos de ADN o
ARN que se producen de forma sintética y cuya estructura tridimensional es dependiente
de secuenciay, por ende, pequefios cambios en la secuencia nucleotidica pueden generar
una gran diversidad de estructuras tridimensionales (M. Kaushik 2016).

5 Primer Forward Dominio variable

3¢ Primer Reverse 5°

Figura 16: Estructura bdsica de un aptamero y su secuencia complementaria. El dominio variable
representado en azul es el responsable de la diversidad de moléculas posibles mientras que los dominios
constantes en rojo y verde (Primer Forward y Primer Reverse) son se utilizan para la amplificacion de las
secuencias (M. Vorobyeva 2018).

Los aptameros se obtienen de un proceso in vitro de seleccion, denominado evolucion
sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX), el cual fue
desarrollado por primera vez en 1990 por Tuerk y Gold (C. Tuerk 1990), y por Ellington
y Szostak (A. Ellington 1990). El método SELEX convencional consiste principalmente en
los siguientes tres pasos: seleccion, particién y amplificacién como se representa en la
figura 17 a continuacion. Se parte de una biblioteca de oligonucleé6tidos sintética, que
generalmente contiene 1014-1015 diferentes secuencias unicas. Cada secuencia unica
contiene bases aleatorias (20-50 nt) flanqueadas por dos secuencias conocidas de uniéon
a cebadores, que se utilizan para la amplificaciéon por PCR (ver figura 16).

En el paso de seleccidn, la biblioteca se incuba con moléculas diana en condiciones de
tiempo, temperatura, pH, fuerza idnica estrictamente controladas. Posteriormente se
realiza la particidn, en donde las secuencias no unidas se separan de las unidas utilizando
diferentes estrategias. Las secuencias unidas al blanco se amplifican mediante PCR o PCR
de transcripcion inversa (cuando se parte de ARN). Los productos PCR, al ser un nuevo
subgrupo, se utilizan para la siguiente ronda de seleccién. Después de varias rondas de
seleccidn, se secuencian las secuencias enriquecidas y se evalian adicionalmente sus
capacidades de union.
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Por lo general, las tasas de éxito aplicando esta metodologia son bajas (J. Zhou 2017). De
este modo, la obtencién de aptameros de alta calidad contra blancos relevantes sigue
siendo un cuello de botella. Con el fin de mejorar el éxito de la seleccién, se han
establecido variantes del SELEX convencional. Estas variantes, como pueden ser el
SELEX negativo (A. Ellington 1992), counter SELEX (R. Jenison 1994), SELEX por
electroforesis capilar (S. Mendonsa 2004, S. Mendonsa 2004), SELEX microfluidico (G.
Hybarger 2006), Cell-SELEX (D. Dabueks 2003) e In-Vivo SELEX (J. Mi 2010), pueden
presentar ventajas en comparacion con el método tradicional, pero también desventajas.
Mientras que el nivel de complejidad del sistema aumenta, también aumenta la cantidad
de variables a tener en cuenta durante los ensayos y esto puede significar un desafio para
el investigador (Z. Zhuo 2017).
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Figura 17: Representacién esquemdtica del proceso de SELEX. Los aptdmeros son representados por
una variedad de colores (arriba a la derecha), mientras que los ligandos se representan como “estrellas”
rojas. Se observa una disminucién a medida que avanza el proceso de SELEX en la variedad de los
aptdmeros (Traducido y adaptado de M. Vorobyeva 2018).
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Hasta la fecha, se han generado miles de aptameros dirigidos contra aminodacidos,
proteinas, iones metdlicos pequefios, moléculas organicas, bacterias, virus, células
enteras y animales. Los aptameros se han aplicado ampliamente en campos analiticos,
bioanaliticos, de imagen, diagndsticos y terapéuticos (Z. Zhuo 2017).

Los aptdmeros se unen al blanco mediante interacciones débiles y asimismo se pliegan
en formas 3D complejas (ver figura 18) lo cual les otorga una diversidad estructural
caracterizada por bucles, horquillas, etc. Esto les permite unirse virtualmente a cualquier
blanco molecular. Aunque algunos aptdmeros existen de forma natural como elementos
de unioén a ligandos de los riboswitches presentes en bacterias y otros organismos, la
mayoria se genera in vitro y se puede adaptar a cualquier objetivo especifico deseado (M.
Dunn 2017).

Figura 18: Estructura terciaria de un aptdmero. Ejemplo de una estructura tridimensional obtenida por
resonancia magnética nuclear (J. Flinders 2004). En verde y gris se muestran purinasy en blanco y rosa las
pirimidinas.

Estos oligonucle6tidos presentan caracteristicas que los distinguen de otro tipo de
biomoléculas como los anticuerpos, los péptidos y los nanobodies (ver Tabla 5 para una
comparativa detallada). Su naturaleza quimica y caracteristicas fisicoquimicas los hacen
muy versatiles para diversas aplicaciones. Presentan un tamaifio pequefio que va desde
5 a 30 kDa (ver figura 19) y son muy estables en disolucion y altamente resistentes a
cambios de pH y temperatura.
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Figura 19: comparacién del tamario entre diferentes moléculas. Representacion de un compuesto
orgdnico (A), un hairpin de ADN o RNA (B), un péptido (C), un aptamero (D), una proteina globular de
tamano promedio (E)y un anticuerpo (F) (M. Vorobyeva 2018).

A su vez, presentan una gran resistencia a ciclos de desnaturalizacién y renaturalizacién
permitiendo conservar o readquirir la conformacién estructural responsable de la unién
con su blanco. También presentan diversos grupos funcionales que pueden ser post-
modificados con facilidad por ejemplo para incrementar su estabilidad. Se modifican de
forma racional sin perder afinidad por su blanco y estas modificaciones ademas pueden
otorgarles nuevas funcionalidades, asi como protegerlos de la degradaciéon por
nucleasas.

Los costos de produccién son mucho menores que otras biomoléculas que deben
producirse utilizando animales, sistemas complejos como hibridomas u otros sistemas
in vitro que requieren otros factores bioldgicos. Adema3s, el proceso de seleccidn via el
método SELEX y sus variaciones permite generar un proceso rapido de seleccién y
produccién de entre 2 a 8 semanas. Tienen generalmente facil incorporacién sitio-
especifico de grupos funcionales para la conjugacién, por ejemplo, de radionucleidos o
compuestos fluorescentes. A posteriori de las modificaciones, los aptameros suelen
presentar gran resistencia a entornos mas estrictos, como pH mas extremos, fuerzas
idnicas mayores, temperaturas muy altas, entre otros. Desde el punto de vista de sus
caracteristicas biologicas, presentan una gran capacidad de penetracién en los tejidos y
una rapida eliminacién por via renal y tienen una muy baja probabilidad de generar
inmunogenicidad (M. Koerselman 2023).

En diciembre de 2004, la FDA, aprobé el primer tratamiento basado en un aptamero
denominado Pegaptanib (Macugen), el cual se usa para el tratamiento de la degeneracion
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macular relacionada con la edad y esta dirigido hacia el factor de crecimiento endotelial
vascular (T. Adachi 2019). Recientemente en 2023 fue aprobado por la FDA el segundo
aptdmero de Iveric Bio/Astellas’s avacincaptad pegol (Izervay), un biofarmaco para el
tratamiento de la atrofia geografica (AG) secundaria que inhibe la proteina C5 del
sistema del complemento interrumpiendo la formacién del complejo de ataque a la
membrana, retrasando la degeneracién de las células de la retina (L. Sahkeel 2024).

Tabla 6: Tabla comparativa de biofarmacos ampliamente estudiados. Comparacién de las ventajas y
desventajas de los aptdmeros en relacion con los anticuerpos, péptidos y nanobodies (Traducido y adaptado
de M. Koerselman 2023).

-

5-30 kDa

Tamafio

Estabilidad

Almacenamiento

Produccién y
Seleccion

Modificaciones

Posibilidad de
conjugacion

Penetracion en
tejidos

Eliminacién del
organismo

Inmunogenicidad

- Muy estables

- Resistencia a altas
temperaturas,
superioresa 95 °C

- Resistencia a ciclos de
desnaturalizacién y
renaturalizacién

- Degradables por
nucleasas

- Resistentes a proteasas

- Almacenamiento a largo
plazo

- Capacidad de
liofilizacién y transporte
atemperaturas
regulares

- Bajos costos de
produccion

- Seleccion y produccion
rapida entre 2-8
semanas

- Seleccionados por
método SELEX

- Convenientesy
controlables

- Pueden realizarse sin
perder afinidad por el
blanco

- Pueden optimizar la
vida mediayla
estabilidad

- Incorporacion sitio-
especifica ficil de
grupos funcionales por
conjugacion

- Resistencia a entornos
mas rigurosos luego de
las etapas de
maodificacion

- Alta penetracién en tejidos

- Rapida eliminacion via
renal

- Baja inmunogenicidad

Anticuerpos

150 kDa

- Inestables

- Susceptibilidad frente a
rangos de temperatura

- Desnaturalizacion
irreversible

- Degradables por
proteasas

- Resistentesa nucleasas

- Tiempo de vida limitado
- Requiere transporte y
almacenamiento en frio

- Altos costos de seleccién
y produccién, mayores a
6 meses

- Producci6n en lineas
células de mamiferos

- Escala de produccién en
g/L

- Restringidas e
incontrolables

- Gran probabilidad de
perdida de actividad

- Incorporacion sitio-
especifico dificil de
grupos funcionales por
conjugacion

- Susceptibilidad a
entornos mas rigurosos
luego de las etapas de
modificacién

- Baja penetracién en tejidos

- Lenta eliminacion via
catabolismo

- Humanizaciéon de mAb
sigue resultando en
respuestas inmunogénicas

Péptidos

Menor a 5 kDa

Baja estabilidad en
condiciones de
desnaturalizacién o
altas temperaturas
Degradables por
proteasas

- Suestabilidad puede ser
mejorada dristicamente
por modificaciones
quimicas

- Tiempo de vida limitado

- Capacidad de
liofilizacién y transporte
a temperaturas
regulares

- Seleccién y produccién
rapida entre 2-8
semanas

- Lafase de sintesis
puede ser sdlida o
liquida

- Escala de produccién de
mgakg
Seleccién por Phage-
Display

- Convenientesy
controlables

- Pueden realizarse sin
perder afinidad por el
blanco

- Pueden optimizar la
vida mediayla
estabilidad

- Incorporacion sitio-
especifica ficil de
grupos funcionales por
conjugacion

- Resistencia a entornos
mas rigurosos luego de
las etapas de
modificacién

- Alta penetracién en tejidos

Rapida eliminacién via renal
y degradacién enzimatica

- Baja inmunogenicidad

Nanobodies

15 kDa

- Muy estables

- Resistencia a altas
temperaturas entre 80-
90 °C, alta presion y
bajo pH

- Resistencia frente a
proteasas

- Posibilidad de
replegamiento luego de
exposicién a entornos
mas rigurosos

- Almacenamiento a largo
plazo

- Capacidad de
liofilizacién y transporte
a temperaturas
regulares

- Seleccion y produccion
hasta 2 o 3 meses

- Produccion en E. coli,
levaduras o fungi

- Escalade produccién en
g/L

- Seleccién por Phage-
Display

- Convenientesy
controlables

- Pueden realizarse sin
perder afinidad por el
blanco

- Pueden optimizar la
vida media y la
estabilidad

- Incorporacion sitio-
especifica facil de
grupos funcionales por
conjugacion

- Resistencia a entornos
mas rigurosos luego de
las etapas de
modificacién

- Alta penetracién en tejidos

- Rapida eliminacion via
renal

- Baja inmunogenicidad
debido a la alta homologia
con los dominios IgG
humanos
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4.1 Aptameros reportados

Existen aptameros reportados contra una gran variedad de blancos. Entre estos estan
aptameros dirigidos contra receptores celulares especificos que estan expresados en
diversas patologias. Zhe Liu y Jin-Hong Duan reportan en el afio 2012 un aptdmero anti-
HER2 denominado HB5 de 86 nt utilizado para transportar un farmaco citotéxico,
Doxorrubicina, para el tratamiento de cancer que sobreexpresan este receptor. Este
aptamero de DNA no presenté citotoxicidad por si solo, presenté minima reactividad
cruzada con la albumina y la tripsina y su constante de disociaciéon (Kd) de HER2, medida
por fluorometria, fue de 316 nM (Z. Liu 2012, Q. Zeng 2022). Otro aptdmero ssDNA
reportado por J. Niazi et al en 2015 y nombrado H2, mostré resultados para el uso en
deteccion de HER2 unido a una sonda fluorescente. La disociacion del aptamero H2 del
complejo molecular utilizado para su transporte (denominado MB-CNT-H2) fue inducida
por la unién del aptdmero a la proteina HER2, con una constante de disociacién (Kd)
calculada por ensayos de resonancia de plasmon superficial (SPR) de 270 nM (]. Niazi en
2015). M. Gijs et al reportan en 2016 dos aptameros de DNA, HeA2_1 y HeA2_3, que se
unen a HER2 con afinidades de 28 nM y 6.2 nM respectivamente, medidas usando SPR.
Ademas, demostraron que el aptdmero HeA2_3 se internaliza en las células cancerosas y
tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento y la viabilidad celular (M. Gijs 2016). Los
resultados presentados G. Mahlknecht et al en 2013, muestran un proceso de seleccidén
donde los aptameros DNA seleccionados B212, 2-2 y 2-1 pudieron unirse
especificamente a HER2 (G. Mahlknecht 2013).

Los resultados presentados en estos y otros estudios no son ideales para llevar a cabo
estudios in vivo. Asimismo, se espera que las Kd estén verificadas y sean comparables
por mas de una metodologia segin recomienda la sociedad internacional de aptameros
por sus siglas en ingles INSOAP (M. McKeague 2022).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu%20Z%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Duan%20JH%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mahlknecht%20G%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mahlknecht%20G%5BAuthor%5D

4.2 Antecedentes experimentales

Como se mencion6é anteriormente, existen aptameros contra HER2 que han sido
reportados por otros grupos de investigacién como se mencion6 anteriormente. Estos
presentan caracteristicas prometedoras, pero, aun asf, es posible encontrar aptdmeros
que presenten mejores caracteristicas fisicoquimicas como, por ejemplo, una menor Kd
(mayor afinidad por su blanco), poseer capacidad citotéxica, presentar mayor
estabilidad en diferentes medios, entre otros.

Previo al comienzo de este proyecto de grado, se realiz6 SELEX con la colaboracion del
Laboratorio de aptdmeros del Instituto Ramon y Cajal de Investigaciéon Sanitaria
(IRYCIS) en Madrid, Espana. Este proceso fue realizado con la porcién extracelular del
receptor HER2 (ERBB2 recombinante de humano, HEK293) como blanco molecular.

El proceso de seleccidn se realizé utilizando una biblioteca de DNA de 40 nucleé6tidos de
region random (RND40) y constd de 6 rondas de seleccion: cuatro rondas positivas (en
las cuales se conservan los aptameros unidos al blanco molecular) y dos rondas negativas
(en las cuales se eliminan los aptameros unidos a blancos inespecificos o no deseados).
Una vez finalizados estos ensayos, la tiltima ronda fue clonada, purificada y se realiz6 una
secuenciacion Sanger. Se encontraron cuatro aptameros candidatos que fueron
nombrados F17 (76 nt), F21 (77 nt), F23 (75 nt) y F30 (76 nt).

Posteriormente se realizaron estudios iniciales en la Universidad de Missouri, Estados
Unidos, para evaluar la afinidad de estos aptameros por la porcién extracelular del
receptor HER2 mediante termoforesis a microescala, ensayo conocido por sus siglas
MST. Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron constantes de disociacion (Kd)
reproducibles, destacando en particular la del aptdmero F21, que presentaba una Kd de
42 nM (ver figura 20).

Figura 20: Resultado del MST para el aptamero F21. Grdfico de concentracién de ligando en molar vs
Fnorm %.




Previo al comienzo de la tesina de grado el equipo de investigacion de bioinformatica del
CENUR litoral norte realizo un alineamiento de prueba para encontrar motivos de
secuencia conservados (Figura 21). Los datos procesados utilizando MEME (T. Bailey
2015) mostraron secuencias conservadas en rojo, celeste, verde y azul. De éstas solo dos
motivos consensos fueron encontrados en los cuatro aptdmeros y en otros dos
aptdmeros reportados por otros equipos de investigacion, considerando un largo de
secuencia de 86 nt para el aptdmero HB5 y 55 nt para el aptamero H2.

Las secuencias de los aptameros no son mostradas en este trabajo por aspectos de
confidencialidad.

Aptamero p-value  Localizaciéon de motivos

F17 148e-4 * — Motivo ~Simbolo  Motivo consenso

F21  562e-6 o= e — é % SIS T

F23 147e-6 .1.—_ 4. A CACGCAC

F30 1.46e-3 T s —

HB5 530e-7 t__=———m ——— 00000 s
H2 569e-5 T e ——

Figura 21: Alineacion de 6 secuencias diferentes de aptdmeros. Las primeras 4 secuencias
corresponden a los aptameros obtenidos por nuestro equipo de investigacion, la quinta corresponde al
aptdmero HBS5 y la sexta al aptdmero HZ2, ambos reportados por otros equipos de investigacién (ver
aptdamero reportados mds arriba). En la seccién de la figura donde se especifican los motivos consenso
(derecha de la figura), Y representa pirimidina, R representa purina, K representa T o G, M representa A o
C, Srepresenta C o G, N representa A/T/C/G,y W representa Ao T.




B. ANTECEDENTES METODOLOGICOS

1. Ensayos de viabilidad celular

En la actualidad existen diferentes técnicas para evaluar el nimero de células vivas (o
bien de células muertas) en un cultivo celular. Estos ensayos se utilizan para determinar
el efecto de diversos componentes que pueden ir desde pequefias moléculas naturales o
sintéticas hasta grandes polimeros y macromoléculas biolégicas. Es de esperar entonces
que estas técnicas sirvan no solo para evaluar posibles agentes toxicos sino también
agentes que puedan inducir la proliferacién y supervivencia celular o que puedan ejercer
un efecto protector sobre las mismas.

La integridad de la membrana es la caracteristica mas utilizada para detectar si las
células eucariotas cultivadas in vitro estan vivas o muertas. Las células que han perdido
la integridad de la membrana y permiten el movimiento de moléculas que de otro modo
no serian permeables se clasifican como no viables o muertas. La deteccién de células
muertas se logra midiendo el movimiento de moléculas dentro o fuera de las células a
través de membranas que se han vuelto permeables y no pueden repararse.

Para esto existen tinciones que penetran selectivamente las células muertas. El ejemplo
mas conocido es el Tripan Blue o azul de tripan y el principio general es que este puede
atravesar Unicamente aquellas células dandoles una coloracién azul que luego puede ser
visualizada bajo el microscopio y contadas en un hemocitémetro (cAmara de Newbauer).
Otro ejemplo conocido es las tinciones fluorescentes de unién al DNA y que pueden ser
utilizados para observacion bajo microscopio o mediante técnicas de citometria de flujo.
En este caso existe una gran variedad de formas de tincidn y la eleccién dependera de las
condiciones del ensayo.
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Figura 22: Representacion de los procesos que ocurren en un cultivo celular expuesto al reactivo
MTT. Factores que interfieren en los resultados del ensayo y por ende en la densidad dptica (Traducido y
adaptado de M. Ghasemi 2021).

De manera anéloga existen compuestos que en lugar de penetrar o unirse a componentes
celulares se unen a componentes que la célula expulsa al medio extracelular como las
enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), adenilato quinasa (ADK), entre otras (T. Riss
2019).

Ademas de los ensayos mencionados, también existen otros tipos de ensayos que no se
basan en la visualizacién de las células ya sea mediante microscopio o técnicas como
citometria de flujo, sino que usan métodos colorimétricos para la deteccién de células
viables. Estos ensayos, realizados en placas de cultivo, se basan en la medicién de la
absorbancia a una longitud de onda determinada que mide un producto generado por las
células viables.

Los compuestos mas utilizados para este tipo de ensayos son: MTT, MTS, XTT y WST-
1. Estos compuestos se dividen en dos categorias béasicas: 1) MTT, que tiene carga
positiva y penetra facilmente en las células eucariotas viables, y 2) aquellos como MTS,
XTT y WST-1 (ver figura 22) que tienen carga negativa y no penetran facilmente en las
células. La ultima clase (MTS, XTT, WST-1) se usa tipicamente con un aceptor de
electrones intermedio que puede transferir electrones desde el citoplasma o la
membrana plasmatica para facilitar la reduccion del tetrazolio al producto coloreado de
formazan (T. Riss 2013).



2. Resonancia de plasmon superficial

La técnica de SPR es una de las mdas utilizadas para determinar la afinidad y los
parametros cinéticos durante la unién de dos moléculas sin necesidad de un marcado (lo
que en inglés se denomina label-free). Esta técnica 6ptica mide los cambios del indice de
refraccion en las proximidades de capas metdlicas delgadas (peliculas de oro, plata o
aluminio) en respuesta a interacciones biomoleculares.

Primero, los agentes de captura, como anticuerpos, enzimas, péptidos y DNA, se
inmovilizan en la superficie del SPR. Luego la solucién de muestra puede fluir a través de
dicha superficie.

Los cambios en el dngulo de SPR (ver figura 23), que es el angulo de reflectividad minima,
se pueden determinar variando el angulo de incidencia y registrando la intensidad de la
luz reflejada durante las reacciones de unidn bioldgica entre varias biomoléculas.

Chip sensor (recubrimiento de oro) Chip sensor (recubrimiento de oro)

Figura 23: Concepto de biosensor de resonancia de plasmon superficial (SPR). Incidencia de la luz
policromdtica sobre el prisma y el chip sensor (Generalmente recubierto de oro). Esquematizacion del
cambio del dngulo en la incidencia de la luz policromdtica gracias a la unién de un analito. El cambio en el
indice de refraccién se rastrea por el acoplamiento de la luz incidente en un plasmén de superficie de
propagacion (PSP) en la interfase (Traducido y Adaptado de H. Nguyen 2015).

La resonancia de plasmoén superficial se produce cuando un fotén de luz incidente incide
en una superficie metalica (normalmente una superficie de oro). En un cierto angulo de
incidencia, una parte de la energia luminosa se acopla a través del revestimiento metalico
con los electrones de la capa superficial del metal, que luego se mueven debido a la
excitacion. Los movimientos de los electrones ahora se denominan plasmones y se
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propagan paralelos a la superficie del metal. La oscilacién del plasmon, a su vez, genera
un campo eléctrico cuyo rango es de alrededor de 300 nm desde el limite entre la
superficie del metal y la soluciéon de muestra. En la configuraciéon de un biosensor SPR
comercial, la luz incidente se emplea utilizando un prisma de vidrio de alto indice
reflectante. El angulo SPR definido, en el que se produce la resonancia, depende del
indice de refraccion del material cerca de la superficie del metal. Cuando hay un pequefio
cambio en el indice de reflexién del medio sensor (por ejemplo, a través de la unién de
una biomolécula), no se puede formar plasmén. De este modo, la deteccién se logra
midiendo los cambios en la luz reflejada obtenidos en un detector. Normalmente, un
biosensor SPR tiene un limite de deteccion del orden de 10 pg/mL.

4 Intensidad
1 A Angulo
W Respuesta
B 1l
| Tiempo
Recubrimiento de oro Recubrimiento de oro

Figura 24: Diserio del chip de reconocimiento. Espectro de luz reflejada antes (A) y después del cambio
del indice de refraccion (B), seguido de cambios en el indice de refraccién causados por las interacciones
moleculares en el medio de reaccién. Elementos de biorreconocimiento de analitos que se unen a la
superficie del sensor SPR (C) (Traducido y Adaptado de H. Nguyen 2015).

En los biosensores SPR, las moléculas sonda (es decir las de captura) se inmovilizan en
la superficie del sensor (ver figura 24). Cuando la solucién de las moléculas blanco entra
en contacto con la superficie, se produce una unién sonda-blanco lo que induce un
aumento en el indice de refraccion en la superficie del sensor SPR. En los experimentos
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de SPR, se utilizan unidades de resonancia o respuesta (RU) para describir el cambio de
sefial, donde 1 RU equivale a un cambio de angulo critico de 10 -* grados. Con esta
técnica, la constante de asociacion (kon) durante la fase de unién, la tasa de disociacién
(kofr) cuando las moléculas objetivo se eliminan del flujo continuo mediante lavado con
tampoén, y otros parametros relacionados a la cinética de la interaccion pueden
determinarse mediante SPR (H. Nguyen 2015).

3. Bioinformatica estructural y dinamica molecular de ADN

Lograr alcanzar una compresion a nivel molecular de la interaccién entre los aptameros
y el receptor, requiere del conocimiento de la estructura molecular 3D con detalle
atomico. Ese conocimiento puede alcanzarse usando técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear de protones (tH-RMN), cristalizacién y difraccidon de Rayos-X, o usando métodos
de la bioinformatica y quimica computacional. Estos tltimos resultan muy convenientes
para predecir la estructura molecular por su bajo costo frente a las otras dos técnicas que
son muy caras y que requieren de expertos en acidos nucleicos (la mayoria de los grupos
del mundo trabajando en RMN o Rayos-X centran sus esfuerzos en la elucidacion de la
estructura de proteinas (P. Dans 2016).

Sin embargo, predecir la estructura tridimensional de un acido nucleico a partir de la
secuencia es un desafio que requiere de la integracion de varias modelos y herramientas
tedricas y computacionales. Tipicamente, la obtenciéon de una estructura 3D y el
conocimiento sobre su flexibilidad requiere de varias etapas concatenadas que implican:
i) predecir la estructura secundaria; ii) predecir una primera aproximaciéon a la
estructura 3D; iii) llevar cabo simulaciones de dindmica molecular.

3.1 Prediccion de la estructura secundaria de oligonucledtidos

El estudio de las estructuras 2D comenz0 a finales de la década de los ochenta cuando M.
Zuker desarrolla un algoritmo recursivo para atacar el problema del plegamiento de
moléculas de ARN a partir de la secuencia (M. Zuker 1989). Dicho algoritmo se base en
parametros termodinamicos sobre los apareamientos canénicos, la formacién de
horquillas y loops internos. A finales de la década de los noventa se desarrolla un
programa llamado mfold que permite predecir la estructura 2D de moléculas de ADN
utilizando los datos termodindamicos aportados por J. SantaLucia (] SantaLucia 1998).
Otra alternativa para ADN/ARN, que incluye una etapa de minimizacion de la energfa, se
conoce como RNAstructure y cuenta con parametros especificos para predecir pseudo-
nudos (Z. Xu et al. 2016). La suite de programas ViennaRNA cuenta con un programa
denominado RNAfold que también permite la predicciéon secundaria de moléculas de
ADN (R. Lorenz 2011).



Estos servidores brindan, ademas de una representacion grafica de la estructura
mostrando el plegamiento 2D, un archivo en formato texto dénde la estructura 2D esta
descripta usando el llamado formato VIENNA o notaciéon de dot-brackets (A. Gruber
2008). Como puede verse en la Figura 25, las bases se representan con un paréntesis o
un punto segin se encuentren en regiones que estan apareadas con una doble hebra
candnica (stem) o se encuentran desapareadas (loops, horquillas, etc.), respectivamente.
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Figura 25: plegamiento de una molécula de ssARN. Izquierda: Ejemplificacion de la estructura
secundaria adoptada por una secuencia de ARN de simple cadena. Derecha: se muestra la secuencia
nucleotidica y la notacién en formato VIENNA que permite observar en forma de texto cuales bases se
encuentran apareadasy cuales sin aparear.

Esta notacién en formato VIENNA es importante para la prediccién de una estructura
inicial en 3D, ya que los programas disponibles para tales fines usualmente toman como
datos de entrada la secuencia y la informacién sobre la estructura secundaria.

3.2 Prediccidn de estructuras terciarias de oligonucleétidos

Inicialmente los predictores de estructuras tridimensionales estaban centrados en la
predicciéon de moléculas de RNA (P. Dans et at. 2018, P. Dans 2022). En la actualidad
sigue habiendo significativamente mds desarrollos para la prediccién de la estructura 3D
de ARN que ADN. Sin embargo, existen algunas alternativas para ADN que toman como



punto de partida la secuencia y la topologia de la estructura segundaria. En la mayoria
de los casos, se divide la estructura secundaria en fragmentos y luego el algoritmo busca
en un diccionario de elementos 3D aquellos fragmentos que mejor coincidan con la
estructura de interés. El modelo 3D es construido por un montaje de elementos 3D
seleccionados y luego se refina la estructura 3D final mediante la minimizacién de la
energia interna. Estas predicciones iniciales 3D no suelen ser muy exactas, pero son un
buen punto de partida para simulaciones de dindmica molecular donde se pueda agregar
las condiciones de laboratorio (temperatura, presion) y hasta reproducir el buffer
utilizado.

Varios de estos servidores brindan méas de una estructura tridimensional posible al igual
que los predictores 2D. 3dDNA (Y. Zhang et al. 2022) y RNAcomposer (R. Das et al. 2022)
son dos ejemplos que funcionan con ADN. El resultado final es una o varias estructuras
con sus coordenadas X, y, z en un archivo en formato PDB (M. Biesiada 2016).

3.3 Dinamica molecular de ADN

La dindmica molecular es una técnica que se basa en propagar a lo largo del tiempo las
ecuaciones de newton de la cinematica para un conjunto de esferas (representan los
atomos) unidas por resortes (representan los enlaces covalentes). Las esferas tienen
carga y parametros de van der Waals que permiten modelar las interacciones no-
enlazantes, incluyendo puentes salinos, enlaces de hidrégeno, efecto de apilamiento, etc.
Las esferas también tienen cierta valencia asignada y estados de hibridacién (sp, sp2,
sp3) que dan cuenta de la quimica de los &tomos mas comunes que se encuentran en los
sistemas biolédgicos (C, N, O, H, Fe, Mg, etc.) (M. Badar 2022).

Para poder propagar las ecuaciones de la cinematica y poder predecir como se
desplazaran los atomos de la molécula en un tiempo t+At, es necesario calcular las
fuerzas ejercidas sobre cada atomo del sistema. Si se conocen las fuerzas y se usa un paso
de tiempo lo suficientemente pequefio para asegurar microreversibilidad (tipicamente 1
a 4 fs), es posible construir una trayectoria clasica que representa cémo se mueven los
atomos de una molécula (y la molécula como un todo) sobre una cierta superficie de
energia potencial (D. Frenkel 2002) (ver figura 26).
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Figura 26: Propagacion de las ecuaciones de Newton a lo largo del tiempo. Esquema de las etapas
necesarias para obtener las posiciones y velocidades de un sistema molecular (formado por esferas
rigidas unidas por resortes), usando un paso de tiempo (At) lo suficientemente pequefio cémo para
asegurar micro-reversibilidad (condiciones de equilibrio). La energia interna del sistema que se necesita
para calcular las fuerzas se obtiene del campo de fuerza (D. Frenkel 2002).

Como la fuerza se puede calcular como la derivada parcial de la energia interna en
funcién de las posiciones de los dtomos, si se cuenta con una funciéon que permite
determinar la energia interna molecular el problema estaria resuelto. Dicha funciéon se
denomina Hamiltoniano y es parte fundamental de lo que llamamos un campo de fuerza.
Un campo de fuerza se compone por una serie ecuaciones que permiten relacionar las
posiciones de los atomos con la energia, un conjunto de parametros (como las cargas
parciales atédmicas) y los llamados tipos de d&tomos. El tipo de atomo permite distinguir
y aplicar parametros diferentes a un O que pertenece a un grupo alcohol o a un carbonilo.
Por ejemplo, existe un tipo de &tomo para C formando simples, dobles y triples enlaces
con otro C, o con N, o simplemente con H, etc. En los campos de fuerza clasicos para el
estudio de biomoléculas se suele usar como Hamiltoniano una suma de términos
harmonicos (ver figura 27) (D. Case 2023).
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Figura 27: Hamiltoneano de energia clasico. El cdlculo de la energia interna molecular en funcion de
las posiciones de los dtomos se obtiene sumando términos para las interacciones enlazantes (enlaces,
dngulos, diedros) y no enlazantes (van der Waals y electréstica). Para los enlaces y dngulos se usan
términos armonicos, para las fuerzas de van der Waals el potencial de Lennard-Jones y para la
electrostdtica la ecuacién de Couloumb. El término denominado diedros se usa para corregir inexactitudes
de los campos de fuerza por las aproximaciones que se toman, y los impropios permiten controlar la
planaridad y quiralidad de varios grupos quimicos (D. Case 2023).

Para iniciar una simulacién de dindmica molecular se necesita una estructura inicial que
puede ser tomada del PDB o puede provenir de una prediccién como las mencionadas en
la seccion anterior.

La dindmica resulta fundamental para refinar las interacciones moleculares internas y
con el solvente, reproduciendo las condiciones de temperatura, presion y buffer usadas
en el SELEX. Ademas de optimizar las interacciones, estas simulaciones permiten
muestrear el espacio conformacional, tener una idea de los sub-estados
conformacionales que el aptdmero puede adoptar y analizar en detalle su flexibilidad.
Hoy en dia, lo que se considera estdndar para moléculas del tamafio de los aptameros es
propagar las ecuaciones hasta alcanzar la escala de los microsegundos, usando el campo
de fuerza estado del arte PARMBSC1 para representar al ADN (I. Ivani et al. 2015).
PARMBSC1 ha demostrado ser capaz de producir estructuras de ADN indiferenciables de
las que se obtienen experimentalmente por rayos-X o RMN (P. Dans etal. 2017). También
se debe especificar un campo de fuerza para los iones, el agua, elegir un termostato y un
barostato, entre otros aspectos que se especifican en los Materiales y Métodos.



3.4 Herramientas de Docking Molecular

Las herramientas de docking sirven para predecir los posibles modos de unién de dos
moléculas. Puede tratarse de dos macromoléculas o también es usual que uno de los
componentes sea un pequefio ligando, como un farmaco. Los programas dedicados a
macromoléculas que realizan este tipo de predicciones por lo general pueden predecir
interacciones proteina-proteina y proteina-acido nucleico a partir de dos estructuras
tridimensionales en formato PDB (P. Agu 2023). Estos algoritmos pueden generalmente
ajustarse para hacer busquedas rapidas asumiendo que ambas moléculas son rigidas
(docking rigido) y una vez encontradas las regiones de ambas moléculas que mejor se
complementan en base a forma, volumen, superficie y carga, refinar la buisqueda
agregando cierto grado de flexibilidad en los ligandos. Las distintas poses que el ligando
puede adoptar dado el receptor son evaluadas usando una funcién de puntaje.
Generalmente, para mantenerse del lado de la quimica, que es terreno conocido, la
funcién de puntaje tiene en cuenta la atraccion/repulsién que proviene de las cargas
(usando la ecuacién de Coulomb) o de las interacciones de van der Waals (usando la
ecuacion de Lennard-Jones). La superficie accesible al solvente suele ser otro parametro
usado para generar un puntaje de las mejores poses. Algunos programas presentan esos
puntajes reportandolos como energias, cuanto mas negativo el valor mas favorable es
esa pose. HADDOCK (F. Ambrosetti 2023) y HDOCK (P. Agu 2023), son dos de esos
programas disponibles gratuitamente para hacer docking proteina-acido nucleico de
forma rapida a través de un servidor web. Cuando se usan los servidores web (que
funcionan en gran medida como una caja negra, dénde sélo se pueden definir unas pocas
variables), una manera posible de introducir cierto grado de flexibilidad en las hipétesis
de unién que se van a generar es elegir de la dindmica molecular algunas conformaciones
3D representativas de la flexibilidad de la molécula y hacer docking partiendo de cada
una de ellas.



C. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

1. Hipotesis

Los aptameros seleccionados mediante SELEX contra el receptor HER2, que mostraron
resultados preliminares prometedores, tienen por si solos efectos citotéxicos en células
tumorales que sobreexpresen el receptor. Mas alla de los efectos citotoxicos posibles, los
aptameros se unen con alta afinidad a la porciéon extracelular de HER2. La caracterizacion
estructural y dindmica permite determinar la forma de los aptameros en 3D y cdmo
interactiian a nivel molecular con el receptor.

2. Objetivo general

Usando un enfoque interdisciplinario, aplicar un conjunto de métodos experimentales y
tedricos que permitan evaluar los aptameros F17, F21, F23 y F30 como posibles agentes
de terapia o diagndstico para tumores en cancer de mama que sobreexpresen HER2.

3. Objetivos especificos

1. Realizar ensayos de viabilidad en células que sobreexpresan el receptor HER2
(linea celular BT474) y comparar los resultados con células con niveles basales
(linea celular MDA-MB-231) para evaluar la capacidad citotoxica de los 4
aptameros mencionados.

2. Evaluar la afinidad de los cuatro aptameros por la porciéon extracelular del
receptor HER2 mediante la técnica de resonancia de plasmon superficial.

3. Caracterizar desde el punto de vista molecular la estructura y la flexibilidad de
los 4 aptameros seleccionados y predecir su modo de unién a la porcién
extracelular del receptor HER2.



D. MATERIALES Y METODOS

1. Ensayos de viabilidad celular

Para los ensayos de viabilidad celular se utilizaron los siguientes reactivos y materiales:

Linea celular BT474 (ATCC); linea celular MDA-MB-231 (ATCC); medio RPMI 1640
(Capricorn); Suero fetal bobino (SFB) (Capricorn); Tripsina (Capricorn); PBS
(Capricorn); frascos T25 y T75 (Nest); placas de 96 pocillos (CellStar y Nest); pipetas de
5y 10 mL (Nest); CellTiter 96® (Promega); Aptameros F17, F21, F23, F30 modificados
en extremo 3’ con un grupo aminohexilo (obtenidos de IDT); Aptameros F17, F21, F23,
F30 modificados en el extremo 5’ con un grupo aminohexilo (obtenidos de IDT;
anticuerpo trastuzumab, Herceptin (Roche®); H.0 mQ autoclavada.

Los equipos utilizados para los ensayos fueron:

Incubadora de CO; (Biobase bjpx-C80); Microscopio de contraste de fases (Labomed
TCM 400); Centrifuga (Thermo Scientific Sorvall ST 8R); cAmara de flujo laminar vertical
(Holten LaminAir 1.5); lector de placas TECAN Infinite® F50; lector de placas Thermo
electron corporation Varioskan™.

Previo al inicio de los ensayos se resuspendieron los liofilizados de cada uno de los
aptameros mencionados en H;O0 mQ autoclavada, llevandolos todos al volumen
necesario para una concentracion final de 10 pM. El volumen requerido estuvo
determinado por la masa de aptamero disponible en el liofilizado.

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizados en placas de 96 pocillos tratadas para
cultivo celular. Se realizaron dos tipos de ensayos:

1- Ensayos comparativos para evaluar la capacidad citotoxica entre los
diferentes aptameros modificados en diferentes extremos.

2- Ensayos IC5o para evaluar la capacidad citotoxica del aptamero que
presento mayor citotdxica.



Se realizaron estos ensayos en dos lineas celulares en paralelo, la linea celular BT474,
como se ve en la figura 28, caracterizada por la sobreexpresion de receptor HER2 (++++)
y que es una linea celular aislada de un carcinoma ductal invasivo sélido.

Esta linea fue crecida en frascos T25 en medio RPMI 1640 SFB 10% hasta llegar a
confluencia (90% de la superficie del frasco cubierta por células aproximadamente) para
luego realizar los plaqueo necesarios.

La segunda linea celular utilizada fue la linea MDA-MB-231 como se ve en la figura 28,
que es una linea celular aislada de un adenocarcinoma de mama que expresa una
cantidad basal de receptor HER2 (+).

Esta linea fue crecida en frascos T25 en medio RPMI 1640 SFB 10% hasta llegar a
confluencia (90% de la superficie del frasco cubierta por células aproximadamente) para
luego realizar los plaqueo necesarios.
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Figura 28: Cultivos celulares de las lineas utilizadas vistos bajo microscopio de contraste de fases.
Cultivo celular de la linea BT474 (A) y de la linea celular MDA-MB-231 (B)

Se pusieron a punto varias condiciones para los ensayos (ver tablas 7 y 8), variando el
numero de células plaqueadas, entre ellas, el tiempo de crecimiento de las células, la
concentracion de los farmacos, tiempo de incubacién con los farmacos y el tiempo de
medicion post agregado el reactivo MTS (ver figura 29).
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Figura 29: Reaccion quimica llevada a cabo por enzimas deshidrogenasas en el reactivo MTS
(Molécula a la izquierda de la reaccion). Generacién de Formazan (Molécula de la derecha de la
reaccion) por enzimas deshidrogenasas que se localizan en las mitocondrias celulares.

1.1 Ensayos comparativos

Se realizaron ensayos de MTS comparativos utilizando los aptameros modificados con
un grupo aminohexilo en el extremo 3’ y los modificados en el extremo 5’ con el mismo
aminohexilo.

A pesar de que la secuencia de los aptameros modificados en 3’ y 5’ son las mismas, el
hecho de estar modificados en extremos diferentes puede significar que la molécula
presente cambios estructurales y cambios en la estructura final. Por eso la misma
secuencia modificada en un extremo u otro son considerados farmacos diferentes.

Como control positivo se utiliz6 el anticuerpo monoclonal Trastuzumab (Herceptin®) a
la misma concentracién que los aptameros. Este mAb fue usado como control positivo ya
que es utilizado en el tratamiento de cancer de mama que sobreexpresa HER2 por su
capacidad citotoxica.

Como control negativo se utilizé6 H,O0 mQ autoclavada y aptameros anti-HER2 fueron
previamente caracterizados por otros grupos de investigacién y que se sabia que no
presentaban citotoxicidad sobre estas lineas celulares.

Las células se incubaron en estufa de CO25% a 37 C durante 72 h. La incubacion con los
farmacos se realiz6 durante una hora. Luego se procede a agregar el reactivo MTS e
incubar en estufa de CO25% a 37 C durante 1 hr. Se realizo la primera medicién en TECAN
a 492 nm luego de 1 hora de agregado el reactivo MTS, a las 4 h y las 24 h.

Previo a la incubacién de los aptameros con las células se reestructuraron los aptameros
a 95 °C durante 10 minutos para separar los oligonucleétidos en solucién y asi quedar
en su forma abierta para luego ponerlos en hielo y generar un shock térmico durante 10



min. Este cambio brusco de temperatura genera que el aptamero se cierre y se pliegue
sobre si mismo.

Este proceso debe ser llevarse a cabo cada vez que se realiza un ensayo in vitro con
aptameros, por lo que también fue realizado en los ensayos posteriores.

Tabla 7: Variables modificadas en distintos ensayos comparativos. Se ven en la primera columna las
variables que fueron modificadas y en la segunda y tercera columna los valores utilizados para las lineas
celulares BT474 y MDA-MB-231 respectivamente.

Numero de células plaqueadas

. 6000 - 12000 3000 - 6000

por pocillo
Ti d imiento de |

iempo de crecimiento de las 79k
células
[] final por pocillo de farmacos 1uM
Tiempo de incubacion con los

1h

aptameros
Tiempo de incubacion con 1h
reactivo MTS
Tiempo de lectura post
agregado reactivo MTS a 492 1Th-4h-24h

nm

El disefio de la placa de los ensayos comparativos const6 de sextuplicados para cada
tratamiento. Los bordes de la placa de 96 pocillos fueron llenados con 100 pL de blanco,
compuesto por 90 pL. de medio RPMI 1640 sin SFB + 10 pL de H-O0. El blanco fue utilizado
luego para el procesamiento de los datos y, no menos importante, para evitar la
evaporacion del medio en los pocillos donde se encontraban las células sembradas (ver
figura 30).
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B B B B B B B B B B B B
B TIM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C-) B
B TIM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C) B
B TZM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C-) B
B TZM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C-) B
B TIM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C-) B
B TIM(C+)  5F17 5F21 3F17 3F21 .. H,0 (C-) B
B B B B B B B B B B B B

Figura 30: Diseiio de la placa de 96 pocillos para los ensayos comparativos. En los bordes de los pocillos se
observa el blanco. De izquierda a derecha de observa primero el control positivo Trastuzumab (TMZ (C+)),
seguido por los aptdmeros modificados en el extremo 5’ en gradiente de azules de mds claro a mds oscuro,
seguido por los aptdmeros modificados en el extremo 3’ (con el mismo patrén de coloracién que los
anteriores) y por ultimo en verde el control negativo con agua (H,0 (C-)).

Posterior a la lectura de la absorbancia a 492 nm en el lector de placas, se procedié a
realizar el procesamiento de los datos.

Primero de calculo el promedio de los valores de absorbancia de los pocillos de los
blancos y el promedio de la absorbancia de los pocillos del control negativo (células sin
tratar en verde de la figura 30).

Una vez obtenidos estos resultados, se procedio a calcular el porcentaje de células viables
por pocillo de la siguiente forma:

% DE CELULAS VIABLES POR POCILLO
_ Abs pocillo problema — Abs pocillo blanco

~ Abs Control negativo — Abs pocillo blanco
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Finalmente se calculé el promedio de los porcentajes de células viables para cada
tratamiento (sextuplicados) y el correspondiente desvié estandar para cada uno.

1.2 Ensayos de citotoxicidad

Para los ensayos de citotoxicidad, cuyo fin fue evaluar el IC50 (concentracion a la cual el
50% de las células se encuentran muertas) se evaluaron diferentes concentraciones
realizando triplicados o cuatriplicados de cada concentracién para poder obtener
promedios significativos. Se realizaron diferentes esquemas en la utilizacién de los
farmacos.

Fueron realizadas diluciones seriadas en la placa de 96 pocillos. También fueron
realizados ensayos utilizando diluciones seriadas de los fArmacos preparadas en tubos
eppendorfy por tltimo distintas diluciones preparadas en tubos eppendorf, pero a partir
del stock de aptamero, realizando diferentes tomas.

El control positivo que se utilizo fue Trastuzumab y como control negativo se utilizé H,0
mQ estéril autoclavada al igual que los ensayos comparativos.

Tabla 8: variables modificadas en distintos ensayos de IC50. Se muestran en la primer columna las
variables que fueron modificadas y en la segunda y tercera columna los valores utilizados para las lineas
celulares BT474 y MDA-MB-231 respectivamente.

Nuamero de células plaqueadas 12000 - 15000 3000 - 6000

por pocillo
Tiempo de crecimiento de las
células (h)

g{:gl;lal por pocillo de aptamero 10nM-12,5 M

Tiempo de incubacién con los 24
aptameros (h)

24-48

Tiempo de incubacién con i
reactivo MTS 40Min-1h

Tiempo de lectura post agregado . .
reactivo MTS a 492 nm 40 min - 1h 30 min

Los disefios de la placa de los ensayos de citotoxicidad para calcular el indice ICs0
constaron de triplicados o cuatriplicados para cada concentracién diferente de
aptamero. Los bordes de la placa de 96 pocillos fueron llenados con 100 ul. de blanco (90
puL de medio RPMI 1640 sin SFB + 10 pL de H,0) Medio RPMI utilizado luego para el
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procesamiento de los datos y, no menos importante, para evitar la evaporacion del medio
en los pocillos donde se encontraban las células sembradas (ver figura 31).

B B B B B B B B
B H,0 (C) 19 39 156 312 TZ;:I)(E?;] B
B H,0 (C) 19 39 156 312 TZ]I:(EEﬂ B
B H,0 (C) 19 738 156 625 Tzl':ég"] B
B H,0 (C) 19 78 156 625 Tzl':')(gg*] B
B H,0 (C) 39 78 312 625 TZ;:I)(E?;] B
B H,0(C) 3.9 78 312 625 Tz{:égﬂ B
B B B B B B B B

Figura 31: Disefo de la placa de 96 pocillos para los ensayos de citotoxicidad. En los bordes de los pocillos se
observa el blanco. De izquierda a derecha de observa primero el control negativo en verde, con agua (Hz0 (C-
)), sequido por concentraciones crecientes del aptdmero F21 de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha.
Por ultimo, en positivo en rojo Trastuzumab (TMZ (C+)).

2. Resonancia de plasmon superficial

Para los ensayos de SPR se utilizaron los siguientes reactivos y materiales:

Aptameros F17, F21, F23, F30 modificados en extremo 3’ con un grupo aminohexilo y los
mismos aptdmeros modificados en el extremo 5 con el mismo grupo funcional
Aptameros F17, F21, F23, F30 sin modificaciones en los extremos; Aptdmero HB5; chip
CM5 derivatizado con estreptavidina; porcion extracelular del receptor HER2 con un
streptag en la porcion C-terminal (YCP5458); Buffer Hepes Salino adicionado con 1mM
MgCl; y 0.005% Tween20; Herceptin (Roche®).

Los equipos utilizados para estos ensayos fueron: Liofilizador (Biobase BK-FD10PT);
equipo de SPR Biacore instituto Pasteur (IP) Montevideo, Uruguay.

En primer instancia se realizaron diluciones de cada uno de los aptdmeros mencionados
en los materiales para llegar a una concentracion final de 2 nM de cada uno.
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De igual forma se realizaron diluciones para llegar a la misma concentracién del receptor
HER2 modificado con streptavidina.

Estas muestras fueron liofilizadas durante 24 h para extraer el solvente en el que se
encontraban, en este caso H,0 mQ autoclavada.

Una vez obtenido el liofilizado se resuspendieron las muestras en el Buffer Hepes Salino
adicionado con 1mM MgCl, y 0.005% TweenZ20. Los aptameros fueron reestructurados
a 95°C durante 10 minutos y luego puestos en hielo para shock térmico.

En el Instituto Pasteur de Montevideo, el personal a cargo del equipo de SPR se encargo
de la preparacion del chip CM5 derivatizado con estreptavidina y la sensibilizacién con
el receptor HER2 modificado con un streptag en la porciéon C-terminal tal como se
muestra en la figura 32. Esto genera direccionalidad y a su vez la posibilidad de regenerar
el sistema para volver a ser utilizado

En esta etapa comienza el ensayo y luego de la primer medicion de difraccidon del haz de
luz policromatico sobre el prisma luego de haber unido el receptor HER2-Streptag al
chip, se agregan las muestras de interés, es decir los aptameros F17, F21, F23, F24, F30
y el aptamero HB5. Luego se agreg6 solvente de menor a mayor concentracién para
separar las muestras del receptor HER2 y poder medir el cambio en el indice de
refraccion sobre el prisma que eventualmente es medido en unidades de respuesta en
funcién del tiempo en minutos.

Proteina
Recombinante .
Strep-Tactin
l (Estreptavidina)
Streptagll . '

Figura 32: Estrategia para la realizacion del ensayo de SPR. Esquematizacion de la unién de la
proteina recombinante HERZ2 con su streptag, unida a la estreptavidina que se conjuga al chip CM5. Esta
técnica genera direccionalidad y permite la reutilizacion del chip luego de cada muestra de aptdmero
eluida.
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3. Analisis bioinformatico y modelado molecular

Para la caracterizacion estructural y dinamica de los aptameros usando herramientas
bioinformaticas y modelado molecular se trabajé en Linux en los servidores de calculo
del grupo de Biofisica Computacional que cuenta con GPUs modelos RTX 3080, 3090 y
4080.

3.1 Prediccion de estructuras secundarias de oligonucleé6tidos

Para el estudio de las estructuras 2D se recurri6 inicialmente a tres programas: mfold,
RNAstructure y RNAfold y se realizaron las predicciones para los cuatro aptameros en
estudio. Los tres servidores permiten la selecciéon de varios parametros bajo los cuales
se realiza la prediccién. Para todos los casos se fijé la concentracién a 1 M de Na+Cl-auna
temperatura de 37°C. Para mfold y RNAstructure se determiné en 10 el ndmero maximo
de estructuras a predecir, mientras que RNAfold solo arroja una dnica estructura
secundaria posible. En todos los casos se seleccion6, entre la opcién molécula lineal o
circular, la opcion lineal. La estructura secundaria se puede clasificar en motivos
estructurales como los que se muestran en la Figura 32. Las regiones apareadas segin
Watson-Crick se encuentran en los “tallos” (stem en inglés), los cuales estan intercalados
por horquillas (hairpin en inglés), protuberancias (Bulge en inglés), uniones (junction en
inglés), etc. Estos servidores arrojan mas de una estructura posible junto a una energia
asociada al AG. Cuanto mas negativa es la energia, mas estable es la estructura predicha.
Esto ayuda a elegir entre las distintas soluciones que brindan los programas.

Uniones
(Junction)

Tallos
(Stem)

Extremo colgante

Figura 33: posibles motivos estructurales encontrados en estructuras secundarias. En rosa se
observa una protuberancia, en verde unién mds conocidas por su nombre en inglés como junction, en
violeta los tallos mds conocidos por su nombre en inglés como stems, en azul oscuro extremos colgantes, en
amarillo bucles internos mds conocidos por su nombre en inglés como loops internos y en celeste horquillas
mds conocidas por su nombre en inglés como hairpin.




3.2 Prediccion de estructuras terciarias para oligonucleétidos

Para la obtencion de los archivos PDB con las estructuras 3D iniciales se utilizaron dos
aproximaciones: 3dDNA y RNAcomposer. El primero permite trabajar con ADN, mientras
que RNAcomposer solo acepta secuencias de ARN. Para poder usarlo, hay que cambiar
las T por U en la secuencia y no olvidarse volver a las T cuando se haga la prediccién 3D
(la correcciéon en 3D se hace editando el archivo PDB en modo texto, ver mas abajo). En
esta etapa se debe contar con la secuencia lineal del aptamero y la representacion de la
estructura secundaria en formato VIENNA. Estos servidores estdn accesibles en

http://biophy.hust.edu.cn/new/3dRNA y  https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/,

respectivamente.

3.3 Dinamica molecular de ADN:

Una vez obtenidos los archivos PDB con las estructuras tridimensionales de los
aptameros y sus posibles conformaciones se procesaron los archivos PDB como archivos
de texto, con un editor de texto tradicional. En las predicciones 3D iniciales arrojadas por
RNAcomposer hay que volver a hacer la conversion ARN a ADN. Por lo tanto, se tuvo que
modificar los archivos PDB eliminando los grupos hidroxilo (OH) en las ribosas para asi
obtener el azucar desoxirribosa y reemplazar los hidrégenos (H) en el carbono 5 de los
uracilos por grupos metilo (CH3) para asf transformar los uracilos en timinas. De esta
forma se vuelve a la forma DNA de los aptdmeros y se pueden realizar los estudios de
dindmica molecular. El programa tleap, parte de la suite AMBER22 (D. Case 2023) se
utilizé para asistirnos en la conversion de ARN a ADN. También se utilizé tleap para
generar la topologia que requiere AMBER para poder hacer una simulacién. Asi se
obtuvieron los archivos:

- prmtop: Contiene la topologia molecular y los pardmetros del campo de fuerza
que son necesarios para el sistema especifico que se va a simular.

- rst7: Contiene las coordenadas de los atomos de la molécula, velocidades
(opcional) y las dimensiones de la caja de simulacién y su forma.

Luego de minimizar, termalizar y equilibrar por 50 ns la estructura del aptamero F21, se
llevaron a cabo 3 simulaciones de dindmica molecular de produccién. Se hizo una
simulacién libre durante 500 ns a 252C que se utilizé para caracterizar la flexibilidad del
aptamero, llevando a cabo un andlisis de dindmica esencial. Finalmente, del analisis
visual con VMD (W. Humphrey 1996) de la trayectoria de produccién se escogié una
estructura representativa para llevar a cabo los experimentos de docking (ver mas
abajo). En todos los casos se us6 PARMBSC1 para caracterizar al ADN (Ivani et al, Nature
Methods, 2016), el solvente usado fue TIP3P (en una caja octaédrica de 10 A alrededor
del aptamero) (S. Boonstra 2016), y el aptamero fue neutralizado con Na+ (se aplicaron
los parametros de Cheatham para iones divalentes) (I. Joung 2008). Para correr la
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simulacidn se us6 el médulo pmemd.cuda (J. Harris 2022) de AMBER22 que corre sobre
las tarjetas graficas de los servidores de calculo, llamadas GPU.

Las trayectorias obtenidas fueron analizadas con cpptraj de AMBER22 para calcular por
ejemplo el RMSD (desvio cuadratico medio, del inglés Root Mean Square Deviation) de
las posiciones de cada atomo durante la simulacién respecto a la estructura de partida.
También se us6 VMD como herramienta de analisis visual. Se analizé por ejemplo la
conservacién de los enlaces de hidréogeno de Watson-Crick en los segmentos de doble
hebra en forma B.

3.4 Herramientas de Docking molecular

Para generar hipoétesis sobre la unién entre las estructuras obtenidas de la dindmica
molecular y la molécula diana, que en este caso es la porcién extracelular del receptor
HER2, se debe contar con la estructura del receptor en formato PDB. Para eso se realizo6
una busqueda de todas las estructuras de HER2 disponibles en el Protein Data Bank.

Se utilizaron dos filtrados de bisqueda. Uno solo con las siglas HER2 y otro con las siglas
HER2 y ERBB2. Con estas palabras claves se encontraron 26 estructuras. Muchas de las
estructuras se encuentran unidas a complejos proteicos como anticuerpos, péptidos y
otros compuestos moleculares. De este modo, las 26 estructuras se procesaron con el fin
de eliminar cualquier componente que no fuera la porcién extracelular del receptor de
interés. Se procedié luego a alinear las estructuras usando el programa Pymol. Este
programa permite realizar un alineamiento de las secuencias aminoacidicas y
superponer las estructuras en la misma posicion en los ejes X, Y y Z.

El alineamiento realizado en pymol se bajé en formato jvp. para luego fue analizarlo con
mas detalle usando el visualizador Jalview. De dicho alineamiento se descartaron 21
estructuras y se volvieron a alinear y analizar los 5 restantes. Finalmente se selecciond
la estructura con cédigo PDB 6]71 para llevar a cabo los experimentos de docking
molecular.

Pararealizar el docking se debe procesar el archivo PDB seleccionado agregando en este
caso los protones (en las estructuras que provienen de difracciéon de rayos-X no estan
determinadas las posiciones de los &tomos de H, ya que no se observan). Para calcular el
estado de protonacidn correcto de los residuos de HER2 a pH 7, se utiliz6 el servidor H++
(https://wenmr.science.uu.nl/), fijando la constante dieléctrica interna a 4 para las
proteinas (A. Cuervo 2014). Los experimentos de union se llevaron a cabo online usando
el algoritmo de docking rigido-rigido implementado en HDOCK Server
(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) usando las opciones por defecto.
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E. RESULTADOS

1. Ensayos de viabilidad comparativos

1.1 Resultados para la Linea celular BT474 (++++)

El grafico que se observa a continuacién muestra el porcentaje de células viables vs los
aptdmeros a una concentracion final por pocillo de 1 uM. Se observa el control negativo
en verde a la izquierda del grafico y los diferentes aptameros a continuacién. De
izquierda a derecha se graficé primero los aptameros modificados en el extremo 5’, luego
los aptameros modificados en el extremo 3’ y por ultimo en rojo se observa el control
positivo Trastuzumab que se sabe que inhibe la proliferacién celular.

El reactivo MTS metabolizado a formazan y es expulsado por las células vivas para luego
medir la coloracién en un lector de placas a 492 nm y cuanto mas reactivo MTS sea
reducido a formazan y expulsado al medio de cultivo, mayor serd la coloracién y habra,
por ende, mayor nimero de células vivas en dicho pocillo.

En forma general, cuando expusimos las células BT474 con alta expresién de HER2, se
observé una disminucidén en la viabilidad celular en los pocillos con las células tratadas
con fAirmacos en comparacion con el control negativo (sin farmacos). Se vio una mayor
capacidad citotoxica en los aptdmeros modificados en el extremo 3’ en comparacién con
los aptdmeros con la modificacion en el extremo 5’ (ver figura 34).

Dentro del grupo de los aptdmeros modificados en el extremo 3’ se pudo observar una
mayor capacidad citotdéxica por parte del aptdmero 3F21, seguido por el aptdmero 3F23,
3F17 y 3F30 respectivamente (ver figura 34). El control positivo Trastuzumab presenté
una mayor disminucién en la viabilidad celular que el resto de las condiciones.

Los resultados mostrados corresponden a un tiempo de 24 horas de incubacion con los
aptameros, luego de las cuales se agrego6 el reactivo MTS y se dejd incubando durante 1
hora antes de realizar las medidas.

Se realiz6 un andlisis estadistico para confirmar que las diferencias observadas entre el
control negativo y los farmacos son estadisticamente significativas en la linea BT474.
Utilizando el ordinary one-way ANOVA en Graphpad, se observo un F (9, 50) = 5,45 y un
p <0,05.

El andlisis estadistico (ver figura 35) por t student entre el control negativo y el aptdmero
F21 modificado en el extremo 5’ mostré un t (5,52) = 3,45 yun p = 0,01. Para el aptdmero
F21 modificado en el extremo 3’ mostr6 un t (5,35) = 5,07 y un p = 0,003. Por ultimo,
para el control positivo Trastuzumab indic6é un t (9,63) = 25,05 y un p < 0,0001.

Los resultados observados muestran que la media del porcentaje de células viables para
la linea BT474 fue mayor para el grupo Trastuzumab que para el aptamero F21



modificado en el extremo 5’, para el modificado en el extremo 3’ y para el grupo del
control negativo. A su vez la media del porcentaje de células viables fue mayor para el
aptamero F21 modificado en el extremo 3’ en comparaciéon con el aptamero F21
modificado en 5’ y el control negativo.
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Figura 34: Citotoxicidad mediada por drogas en linea celular BT474. Grdfico de barras mostrando
el % de viabilidad celular para los aptdmeros modificados en extremo 5’ azul de cuadrados chicos y
modificados en extremo 3’ barras azules de cuadrados grandes. Control negativo (sin tratar) en verde y
control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab (BT474).

*okkk
*k
*
1004 =

7]

1D

Q

8 1

>

(]

L)

2 504

‘o

o

[}

T -

ES

0 T

[Aptamero]f 1 pM

Figura 35: Media (+SD) del % de viabilidad celular para la linea BT474. Prueba t student; en verde
se observa el control negativo, en azul (con rayas) el aptdmero F21 modificado en el extremo 5’, en azul
(con puntos) aptidmero F21 modificado en el extremo 3’y en rojo el trastuzumab. * diferencia significa
con un p = 0,01 con respecto al control negativo. ** diferencia significa con un p = 0,003 con respecto al
control negativo. **** diferencia significa con un p = 0,003 con respecto al control negativo. p < 0,0001.




1.2 Resultados para la Linea celular MDA-MB-231 (+)

El grafico que se observa en la figura 34 sigue el mismo disefio que el anterior con
respecto al orden de los farmacos y los controles positivos y negativos.

Para la linea celular MDA-MB-231 que tiene baja expresion del receptor HER2, no se
logré observar diferencias entre los aptameros modificados en ninguno de los dos
extremos en comparacion con el control sin firmaco. Tampoco se logra observar efecto
citotdxico por parte del anticuerpo monoclonal Trastuzumab (control positivo) como era
de esperar (ver figura 36).

Aligual que enla BT474, los resultados mostrados corresponden a un tiempo de 24 horas
de incubacidn con los aptameros, luego de las cuales se agreg6 el reactivo MTS y se dejo
incubando durante 1 hora antes de realizar las medidas.
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Figura 36: Citotoxicidad mediada por drogas en linea celular MDA-MD-231. Grdfico de barras
mostrando el porcentaje de viabilidad celular para los aptdmeros modificados en extremo 5’ azul de
cuadrados chicos y modificados en extremo 3’ barras azules de cuadrados grandes. Control negativo (sin
tratar) en verde y control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab (MDA-MB- 231).




2. Ensayos de citotoxicidad

2.1 Resultados para la Linea celular BT474 (++++)

Para los ensayos de citotoxicidad, cuya finalidad era llegar a calcular el ICsg, se graficé el
porcentaje de células vivas en funcién de la concentracién del aptamero F21. De derecha
a izquierda se grafica primero el control negativo en verde sin tratar, luego
concentraciones finales por pocillo de aptamero en orden ascendente desde 1,9 nM hasta
1259 nM, con un total de 12 concentraciones diferentes y por ultimo a la derecha se ve
el control positivo con el mAb Trastuzumab. los resultados mostrados corresponden a
un tiempo de incubacién de 24 horas con las diferentes concentraciones de aptamero
3F21, luego de las cuales se agrego6 el reactivo MTS y se dej6 incubando durante 1 hora
antes de realizar las medidas.

En el caso delalinea celular BT474, se logré observar que el aumento de la concentraciéon
del aptdmero 3F21 no genera ningtin cambio significativo en el nimero de células viables
entre las primeras siete concentraciones (1,9 nM hasta 125 nM). Cuando la
concentracion aumenta a partir de 250 nM hasta 1250 nM se comienza a observar una
disminucidn en la viabilidad celular (ver figura 37).

El mAb utilizado como control positivo, en concentraciones equivalentes a la pentltima
concentraciéon mas alta de aptdmero probado, muestra una mayor capacidad citot6xica
que el resto de las condiciones, incluso mayor a la concentracién mas alta de 1250 nM.
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Figura 37: Citotoxicidad mediada por drogas en linea celular BT474. Grdfico de barras mostrando el
porcentaje de viabilidad celular para el aptdmero modificado en extremo 3’ F21 representado como
gradiente de celesta a azul oscuro para concentraciones mds bajas a mds altas respectivamente. Control
negativo (sin tratar) en verdey control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab. (BT474).




2.2 Resultados para la Linea celular MDA-MB-231 (+)

En la figura 34 se observa el mismo disefio de grafico que para el ensayo de citotoxicidad
mencionado en la figura 33. A diferencia de lo mencionado anteriormente, y
coincidiendo con los ensayos comparativos entre los diferentes aptdmeros, no se observa
respuesta ni a altas ni a bajas concentraciones en la linea celular MDA-MB-231 por parte
del aptamero 3F21 (ver figura 38). El control positivo (Trastuzumab) tampoco presento
diferencias con el control negativo, como se esperaba por ser una linea celular con baja
expresion del receptor HER2. Al igual que en la linea celular BT474 los resultados
mostrados corresponden a un tiempo de incubacién de 24 horas con las diferentes
concentraciones de aptameros 3F21, luego de las cuales se agregé el reactivo MTS y se
dejé incubando durante 1 hora antes de realizar las medidas.
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Figura 38: Citotoxicidad mediada por drogas en linea celular MDA-MB-231. Grdfico de barras
mostrando el % de viabilidad celular para el aptdmero modificado en extremo 3’ F21 representado como
gradiente de celesta a azul oscuro para concentraciones mds bajas a mds altas respectivamente. Control
negativo (sin tratar) en verdey control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab. (MDA MB
231).




3. Resonancia de plasmon superficial

En una primera instancia en el ensayo de SPR, se verific6 la uniéon del mAb Trastuzumab
por el receptor HER2 (curva en verde) unido a STII donde se logré observar una
respuesta de union por parte del anticuerpo (ver figura 39).

Eventualmente se realizé el mismo ensayo para los aptdmeros modificados en el extremo
3’ y los modificados en el extremo 5’ pero no se logr6 observar sefial de unién al
conjugado.

Luego se realizaron ensayos de uniéon por SPR, pero utilizando los 4 aptameros sin
modificar en los extremos, que corresponden a las sefiales de apariencia basal en escala
de grises) (ver figura 39). Dichos aptameros fueron utilizados previamente para calcular
la constante de disociacién mediante el ensayo de MST en la universidad de Missouri,
donde fue posible calcular la Kd.

A pesar de los resultados obtenidos mediante la técnica MST, por el ensayo de SPR
realizado en el IP de Montevideo no se logré observar afinidad por los aptameros al
receptor HER2. En el caso el aptamero HB5, previamente reportado por otros equipos
de investigacidn, que ha sido analizado y su Kd ha sido determinada, no mostro respuesta
al igual que ninguno de los aptameros de nuestro equipo. Este aptdmero fue utilizado
como un segundo control positivo, al igual que el Trastuzumab (ver figura 39). En
resumen, solo se pudo ver respuesta de unién entre proteina-proteina (HER2-
Trastuzumab) y no proteina-acido nucleico (HER2-Aptamero).
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Figura 39: Resonancia de plasmon superficial (SPR). Grdfico de unidades de resonancia o respuesta
versus tiempo en minutos para la unién del anticuerpo Trastuzumab en verde. En gradiente de grises se
ven los cuatro aptdmeros utilizados incluyendo un aptdmero de prueba F24y un control positivo en celeste
de un aptdmero reportado por otro equipo de investigacion llamado HB5.




4. Prediccion estructural y modelado molecular

4.1 Predicciones de la estructura secundaria 2D

Luego de analizar las posibles estructuras secundarias utilizando las tres alternativas
descriptas en la metodologia, se opt6 por utilizar el mfold, que, de todos los servidores
probados, parece brindar estructuras secundarias mas coherentes, tanto en relaciéon con
las formas de plegamiento, como en relacién con las energias libres brindadas y la
cantidad de variantes disponibles que permite tener en cuenta. Con el mismo, se
obtuvieron entre 3 a 8 predicciones de apareamientos diferentes para cada aptamero.
Las cuatro propuestas que presentaron una menor energia libre (AG) para cada
aptamero estan reportadas en la Figura 40 con sus respectivos AG. También se destaca
un numero variable de motivos estructurales en cada una de las estructuras como se
muestra en la tabla 9.

La prediccion que se obtuvo con menor AG, es la del aptamero F30 de -8.64 kJ/mol,
seguida por el aptamero F17 de -8.50 k] /mol, el aptdmero F23 -8.42 k] /mol y por ultimo
el aptamero F21 con un AG de -6.22 k] /mol.

Una vez obtenidas todas las posibles representaciones de los cuatro aptameros para
evaluar y comparar dichas predicciones se observo que el que tenia una variedad mas
estables de conformaciones era el aptamero F21. A pesar de que la estructura con la
menor energia libre es la representada (ver figura 40) para estudios posteriores no se
utilizé la estructura secundaria de menor AG ya que esta presenta un motivo estructural
de tipo unién (junction) muy largo, que no es estructuralmente favorable y por eso se
decidi6 utilizar la tercer prediccion obtenida para el aptdmero F21 (Figura 41),
denominada a partir de ahora como F21c, para proseguir con el andlisis de la
conformacion tridimensional. La misma mostré contener, 2 hairpins, 3 loops internos y
una junction. Se muestra la estructura 2D junto a su correspondiente cédigo VIENNA en
la figura 41.

No se estudiaron todas las conformaciones posibles para todos los aptdmeros de interés
por un tema de costo computacional y los limites en tiempo de dedicaciéon que imponen
la realizacion de una tesina de grado, ademas se estudi6 el aptamero que
experimentalmente habia mostrado una menor Kd como se menciona en los
antecedentes experimentales.
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Figura 40: Estructuras secundarias con menor AG para cada aptdmero. Primeras estructuras
secundarias obtenidas utilizando mfold para el aptdmero F17 (A), F21 (B), F23 (C) y F30 (D). Se pueden ver
los motivos estructurales mencionados en la tabla 9 asi como el valor de energia libre AG de cada uno de los
aptdmeros en la esquina inferior derecha de cada estructura.

Tabla 9: Motivos estructurales en las predicciones 2D. Motivos estructurales encontrados en los cuatro
aptdmeros estudiados. Se contabiliza el niimero de horquillas, tallos, bucles, uniones, protuberancias y
extremos colgantes.

N° N° Extremos
S il H o o kd H
Aptamero N° Horquillas N° Tallos N° Bucles N° Uniones Protuberancias e

F17 2 3 1 2 1 2
F21 3 4 1 2 1 2
F23 1 3 2 3 1 2
F30 3 5 2 2 0 2
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Figura 41: estructura secundaria del aptamero F21. Tercer estructura obtenida con menor AG para el
aptamero F21, con 6 loops y sus bases apareadas. Observar la diferencia entre la estructura con menor AG
del aptdmero F21 en la ilustracién 31. Las estructuras mds estables no son tinicamente las de menor AG,
sino aquellas que presentes patrones de apareamientos coherentes. Grandes tramos de bases sin aparear
muestras estructuras simple hebra que fluctian en el espacio y no son termodindmicamente estables
cuando se piensa en la conformacion final.

4.2 Predicciones estructurales 3D del aptamero F21

Una vez pasada la etapa de evaluacién de estructuras secundarias se utilizd6 como se
menciona en métodos dos predictores de estructuras terciarias, el RNAcomposery el 3D
RNA Xiao Lab. Luego de introducir la secuencia nucleotidica del aptamero F21 y el
formato VIENNA, se obtuvieron cinco posibles estructuras tridimensionales usando cada
uno de los algoritmos.

El primer paso fue comparar las estructuras brindadas. Se opto por utilizar las
estructuras obtenidas mediante RNAcomposer luego de ver que las estructuras
obtenidas por 3D RNA Xiao Lab presentaban irregularidades y formas de plegamiento
poco favorables para los aptdmeros en solucidn (grandes regiones desapareadas).

A continuaciéon, se muestran de las cinco estructuras posibles obtenidas por
RNAcomposer, la segunda, tercera y cuarta en la figura 42, las otras dos estructuras
(primera y quinta estructuras) también presentaban irregularidades y motivos que,
como en el otro servidor utilizado, no parecian razonables y por eso fueron descartadas



(grandes zonas de ADN simple hebra desapareadas, o loops enormes). El orden de las
estructuras esta relacionado con un puntaje interno del algoritmo, donde se supone que
las primeras predicciones son “mas confiables” que las subsiguientes. En definitiva, nos
quedamos con dos estructuras A y C, que tienen una conformaciéon mas lineal, y la
estructura B déonde se ve un claro quiebre en la estructura. Posteriormente se identificg,
marcando con colores, los dos motivos comunes presentes analizados previamente por
alineamiento de secuencias en MEME.

En el motivo consenso simbolizado en rojo se obtiene mayormente ADN simple cadena
desapareado. En el motivo consenso en azul en todos los casos se puede observar
claramente una base nitrogenada que queda expuesta hacia fuera del aptamero y en dos
de los tres casos un motivo de hairpin comun. Una vez evaluadas las tres posibles
estructuras candidatas a ser sometidas a dindmica molecular se opté por utilizar la
segunda estructura (B). Se eligio la estructura mas plegada para optimizar la cantidad de
moléculas de agua en la simulacién de dindmica molecular. Al usar cajas octogonales, las
estructuras lineales ocupan mucha agua que es lo mas costoso de una simulacion de
dindmica molecular.
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Figura 42: Estructuras tridimensionales posibles para el aptdmero F21c. Segunda estructura
tridimensional obtenida (A). Tercer estructura obtenida tridimensional (B). Cuarta estructura obtenida (C).
Debajo de las predicciones se muestran los motivos consenso de los 4 aptdmeros estudiados.




4.3 Dinamica molecular del aptamero F21

Luego de la minimizacidn, termalizacion y equilibracién durante 10 ns, se simularon 500
ns de dindmica que se denomina de producciéon. Una medida de la convergencia de la
estructura se puede obtener midiendo el desvio cuadratico medio de los atomos a lo
largo del tiempo. Si la simulacién esta en equilibrio, la fluctuacidn de los &tomos deberia
ser mas o menos constante alrededor de un determinado valor medio.

Durante los primeros 50 ns de simulacién, la estructura se aparté mas de 10 A de la
estructura del RNAcomposer para luego estabilizarse en los primeros 100 ns (estos
datos no se muestran). De todos modos, descartamos los primeros 200 ns y solo se
analizaron los 300 ns finales (ver figura 43). En la etapa que consideramos convergida,
el RMSD medio fue de 5.2 A + 1.2, un valor bajo si se considera que tenemos 77 residuos.

Capturamos tres instantes de la dindmica donde se muestra el movimiento de bending
de los extremos del aptdmero. También podemos ver que el quiebre que existia en la
estructura de RNAcomposer (figura 42 B), yano estd presente. Esa parte se ha linealizado
como mostraban las estructuras A y C del RNAcomposer. Sin embargo, las estructuras
obtenidas durante la dinamica luego de convergencia muestran un quiebre en “t” (“t” en
analogia a los ARN de transferencia), o dos quiebres formando una “U”, que no habian
sido predichos por RNAcomposer.

RMSD (Angstroms)
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Figura 43: RMSD promedio durante los iiltimos 300 ns de 500 ns totales. Se muestra el desvio
cuadrdtico medio de los dtomos respecto al promedio de la simulacién luego de equilibrar. Los primeros
200 ns se consideraron de equilibracién y no se tomaron en cuenta. El promedio de 5.2 A + 1.2 (linea roja)
se obtuvo de la linea negra vertical en adelante. Antes de la equilibracién el RMSD se aparte 10 A de la
estructura inicial (RNAcomposer). Se ilustran 3 sub-estados que aparecen durante la simulacién.




Ese movimiento de bending de los extremos uno hacia el otro se hace evidente al mirar
la dindmica esencial (ver figura 44). La dindmica esencial no es otra cosa que un analisis
de Componentes Principales (PCA) aplicado a las coordenadas x,y,z a lo largo del tiempo.
Mientras que el primer modo esencial (colecciéon de atomos que tienen un movimiento
comun durante la dindmica) es un movimiento de reorganizacién de los loops internos,
los modos 2 y 3 son modos de bending.

Estos 3 modos esenciales o componentes principales juntos (que son ortogonales entre
si) representan el 59 % de todo el movimiento que tiene el aptamero durante la
simulacién.
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Figura 44: Tres primeros modos de la dindmica esencial. Se muestra 3 estructuras que se corresponden
con los 3 primeros modos. El grosor del backbone (cinta blanca) es representativa de cuanto se mueve esa
regién. Cudnto mds anchas las cintas, mds mdévil es esa coleccion de dtomos en ese modo en particular. Para
facilitar la compresién, se aifiadieron flechas negras que intentan explicar cémo se da el movimiento
colectivo en cada modo. Entre los tres, estos modos representan el 59% del movimiento total del aptdmero
durante la simulacién.

Si bien lo ideal es llevar a cabo varias réplicas de la simulacién, o mejor aun hacer
simulaciones de muestreo avanzado a diferentes temperaturas para capturar todos los
sub-estados conformacionales estables, en los tiempos de una tesina, elegimos la tltima
estructura de la simulacién como representativa del conjunto de estructuras después de
equilibracién. La estructura en cuestién (ver figura 45), siendo ADN, muestra gran
similitud con un ARN de transferencia con un quiebre en forma de “t”. Los dos extremos
desapareados forman enlaces intermoleculares dando lugar a una doble hebra casi
candnica, donde es dificil discernir las puntas de la secuencia. Esa estructura fue usada
en los experimentos de docking que se presentan mas adelante.
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Figura 45: estructura final obtenida luego de la ultima dindmica molecular realizada para el
aptamero F21. Las cuatro bases nitrogenadas se ven coloreadas de diferente forma para mejorar la
visualizacion de los cada nucleétido y sus interacciones. También se observan de diferentes colores la
ultima base de los extremos 5’y 3’ de oligonucleétido.

4.4 Evaluacion de las estructuras de HER2 en el PDB:

Usando las palabras claves explicitadas en los materiales y métodos, se obtuvieron 26
estructuras del receptor HER2. La mayoria determinadas por rayos-X y otras por cryo-
EM. Las estructuras obtenidas en formato PDB fuero post procesadas para dejar solo el
receptor HER2 de interés (muchas estructuras en el PDB incluian otras moléculas unidas
a HER2 que fueron eliminadas). Las estructuras relevadas, junto a informacién clave
sobre su obtencion, se muestran en la tabla 10. Esto es, de izquierda a derecha, el nimero
de residuos aminoacidicos de las estructuras de HER2, el método experimental de
obtencidn Cryo-EM o difraccion de rayos X (X-RAY Dif), la resolucidn de las estructuras
en Armstrong y por ultimo el organismo del que provienen y el sistema de expresion.
Ademas, se agreg6 a la tabla el codigo de buisqueda (PDB id) de cada estructura en la
segunda columna, asi como el enlace DOI en la ultima para facilitar la localizaciéon de los
archivos en la base de datos del PDB. En la columna “imagen original” se hace referencia
a la o las moléculas que se encontraban unido el receptor HER2 antes de ser eliminadas
de los PDB. Se observa que hay varios ligandos estudiados para HER2 como mAbs,
péptidos, compuestos organicos pequeiios, homodimerizaciones del receptor HER2 y
dimerizaciones con otros miembros de la familia EGFR, entre otros.

Con respecto al largo de las estructuras se puede observar que hay grandes diferencias
entre el nimero de residuos aminoacidicos de la estructura con menor numero de



residuos y la de mayor, siendo estos 510 la estructura 2A91 (N° 11 en tabla 10) y 644 la
estructura 8FF] (N° 5), es decir un total de 134 residuos aminoacidicos de diferencia.

También se observan diferencias en el limite de resolucién siendo la estructura con
menor resolucién de 7.50 A la estructura 8FFJ (N° 5 en tabla 10) y la de mayor resolucién
de 2.25 A la estructura 5SMY6 (N° 15).

Tabla 10: andlisis de estructuras disponibles en la base de datos Protein Data Bank para el receptor
HER2. Se muestra el cédigo de la estructura en la primer columna, seguido por el niimero de residuos
aminoacidicos de la estructura COLUMNA 2, el método de obtencion por Microscopia electrénica criogénica
(Cryo-EM) o difraccién de rayos X (X-RAY Dif) COLUMNA 3, resolucién de la imagen en Armstrong (A)
COLUMNA 4, organismos de origen COLUMNA 5, sistema de expresion COLUMNA 6, imagen original
(receptor HERZ unido a las estructuras nombradas columna) COLUMNA 7 y link de cita de cada estructura
DOI COLUMNA 8.

CODIGO N°deResiduos  Metodo  Resolucion (A) Organi: it de exprei Imagen original Dol
1 7MN5 629 Cryo-EM 2.93 H. Sapiens E.Coli HER2/HER3/NRG1b
2 TMN6 629 Cryo-EM 3.09 H. Sapiens E.Coli HER2 S310F/HER3/NRG1b 1

s/l 10.2210/p! f

3 6OGE 644 Cryo-EM 436 H.Sapiens, C. Griseus HER2(Mrastuzumab/Pertuzumab %P“do"“m 10.:2210/pdoS0CE pd
4 7MN8 629 Cryo-EM 3.45 H. Sapiens E. Coli HER2/HER3/NRG1b/Trastuzumab
5 8FFJ 644 Cryo-EM 7.50 H. Sapiens, C. Griseus HER2/Zanidatamab
6 8HGO 599 Cryo-EM 3.31 H. Sapiens E. Coli HER2/EGFR
7 8HGP 599 Cryo-EM 4.53 H. Sapiens E. Coli HER2/EGFR
8 8Q6) 624 Cryo-EM 3.30 C. Griseus, H. Sapiens HER2/Trastuzumab/Pertuzumab
9 6BGT 607 X-RAY Dif 270 H. Sapiens HER2/Trastuzumah Fab mutante

ErbB2 homodimero dominio

10 3wWLW 564 X-RAY Dif 3.09 H. Sapiens C. Griseus extracelular

" 2A91 510 X-RAY Dif 2.50 C. Griseus, H. Sapiens ErbB2 dom 1-3 https://doi.org/10.2210/pdb2A%1/pdb
12 N18Y 608 X-RAY Dif 2.40 R. Norvegicus C. Griseus HER2 Rata https://doi.org/10.2210/pdb1N8Y/pdb
13 N18Z 607 X-RAY Dif 2.52 H. Sapiens, M. Musculus C. Griseus HER2/Fab I /

14 3WsQ 564 X-RAY Dif 3.50 H. Sapiens C. Griseus HER2/Fab

15 5MY6 597 X-RAY Dif 225 gr:;‘;‘::ju: H.Sapiens,E.Coli  HER2/Nb

16 6J71 639 X-RAY Dif 2.92 H. Sapiens C. Griseus HER2/HuA21/SCTV

17 3MZW 578 X-RAY Dif 2.90 H. Sapiens, S Aureus C. Griseus HER2/Affibody

18 504G 542 X-RAY Dif 3.00 H. Sapiens H. Sapiens HER2/Fabmf3958

19 BATT 575 X-RAY Dif 377 H.Sapiens :52:‘:9"“"” VeCIOr e lFab

20 7QVK 519 X-RAY Dif 3.10 H. Sapiens, C. Griseus  H. Sapiens, C. Griseus HER2/NNM-02 /

21 5K33 576 X-RAY Dif 3.30 H. Sapiens H. Sapiens, C. Griseus HER2/FxabSTAB19 https://doi.org/10.2210/pdb5K33/pdb
22 S5KWG 575 X-RAY Dif 4.30 H. Sapiens C. Griseus, H. Sapiens HER2/FH10-03-6 https://doi.org/10.2210/pdbSKWG/pdb
23 3NS5 620 X-RAY Dif 3.20 H. Sapiens C. Griseus, E. Coli HER2/Trimer/Ab https://doi.org/10.2210/pdb3N85/pdb
24 3BE1 607 X-RAY Dif 2.90 H. Sapiens C. Griseus, E. Coli HER2/bH1Fab https://doi.org/10.2210/pdb3BE1/pdb
25 1878 564 X-RAY Dif 3.25 H. Sapiens, M. Musculus C. Griseus, E. Coli HER2/Pertuzumab https://doi.org/10.2210/pdb1578/pdb
26 6BGT 607 X-RAY Dif 2.70 H. Sapiens H. Sapiens HER2/TrastuzumabFab https://doi.org/10.2210/pdb6BGT/pdb

Posteriormente, usando Pymol], se llevo a cabo un alineamiento 3D de las 26 estructuras
(figura 46 A). Una vez alineadas las 26 secuencias se observa que a pesar de las
diferencias reportadas en la tabla 10, las estructuras comparten la estructura secundaria
y los subdominios del receptor HER2 practicamente incambiados en el espacio. Esto
podria no haber sido el caso, dado la diversidad de métodos, condiciones y complejos
diferentes analizados. La conservacion de la estructura, indica que una sola estructura
podria actuar como representante del conjunto. Para poder elegirla (y luego usarla en el
docking), nos quedamos primero con las 4 que mostraban mas cantidad de aminoacidos,
sin cortes en la cadena principal y con mejor resolucion.



Estas cuatro estructuras (ver figura 46 B) corresponden a los cddigos 7MN5, 60GE, 8FF]
y 6]71 (1, 3,5y 16 enla tabla 10).

Figura 46: alineamiento de estructuras HER2 en Paymol. Superposicion de las 26 estructuras 3D
limpias del receptor HERZ2 (A), cada estructura estd representada por un color distinto y superposicion de
las 4 estructuras de HERZ seleccionadas luego de la primer superposicion (B). Las estructuras, en este caso
mds visibles que en la superposicion A, estdn coloreadas de un solo color para poder distinguir patrones y
diferencias en los solapamientos de las estructuras.

De las 4 estructuras preseleccionadas, la 6]71 mostro tener la cadena mas larga integra
(estructura 16 de la tabla 10) y fue elegida finalmente como representante del conjunto
para los experimentos de docking (figura 47).

Figura 47: 6]71, estructura HER2 final. Se definen los extremos carboxilo y amino en rojo y azul
respectivamente atravesando un degrade hacia el blanco para mejorar la visualizacion de la integridad de
la cadena principal de la proteina.
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4.5 Docking molecular F21C-HER2

Del docking rigido realizado con HDOCK, se obtuvo un total de 100 posibles complejos
entre el aptamero F21 y el receptor HER2. En este caso nuevamente, las primeras
estructuras predichas de la unién F21-HER2 son segun el puntaje interno del programa
mejores. Se tomaron como referencia las tres primeras para analizar en mayor
profundidad.

Las tres poses se ilustran en la figura 48. En el primer complejo representado con el
aptdmero en amarillo (A), se logra observar dos zonas de contacto, la primera es entre
uno de los extremos del aptamero plegado con el subdominio I del receptor HER2
(imagen del medio) y la segunda se ve entre el otro extremo del aptamero y el
subdominio IV del receptor HER2 (imagen de la derecha). En la imagen de la izquierda
(figura 48) donde se observa el complejo entero, se observa que la zona de quiebre queda
practicamente excluida de la interaccién.

El segundo complejo representado en verde (B) muestra un tipo de interaccién entre
ambas moléculas diferente. Se observan zonas de contacto entre la region de quiebre del
aptamero y los subdominios II, IIl y IV, en particular en la hendidura que forman los 3
subdominios.

Por ultimo, en el tercer complejo con el aptdmero representado en rojo (C) se observan
zonas de interaccion entre el aptdmero desde uno de los extremos del plegamiento hasta
el comienzo del quiebre de dicha estructura y los subdominios I, III y IV del receptor
HERZ2, dejando el otro extremo del aptadmero sin contacto.

El docking score que representa que tan fiable es la interaccion entre las moléculas fueron
de -279.78 para el primer complejo, -275.66 para el segundo complejo y -271.76 para el
tercero.



Figura 48: Docking HER2-Aptdmero F21. Primer docking mds probable para el receptor HERZ (fila A) y
el aptdmero F21. Sequndo docking mds probable para el receptor HER2 y el aptdmero F21 (fila B). Tercer
docking mds probable para el receptor HER2 y el aptamero F21 (fila C). En las columnas se muestra el
complejo en su conjunto y dos ampliaciones a las zonas de contacto entre F21 y HER2.

Una vez observadas de forma global las interacciones entre ambas estructuras a nivel
molecular se determinaron cudles fueron las interacciones a nivel atémico. Estas pueden
ser especificas entre grupos funcionales definidos de las bases (ver figura 49 A),
interacciones inespecificas que corresponden a las interacciones mayormente
electrostaticas con el esqueleto azucar-fosfato del aptamero (ver figura 49 B), e
interacciones de tipo “artefactos” generados por el predictor, que, en busca de las
mejores poses, genera regiones donde las interacciones no son fisicamente posibles (ver
figura 49 C).

En el primer complejo se logré observar una sola interaccién especifica de 2.89 A entre
el nitrégeno 7 de la adenina 26 con el oxigeno del hidroxilo del grupo R de la treonina 75
de HER?2 (figura 49 A). Con respecto al complejo molecular mostrado en (B) en la figura
47, se encontré también una interaccion especifica entre el nitrogeno 7 de la adenina 72
y el hidroxilo de la glutamina 404 con una distancia de 2.80 A. Para el complejo C se
observaron 5 interacciones especificas entre la el oxigeno y el nitrogeno de la glutamina
51 con el oxigeno 6 y el nitrégeno 7 de la guanina 31 respectivamente a una distancia de
2.96y 3.67 A, entre el oxigeno de la glutamina 75 y el nitrégeno 6 de la adenina 76 a una
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distancia de 2.63 &, entre el oxigeno de la glutamina 207 y el nitrégeno 2 de la guanina
42 a una distancia de 2.88 A y entre el nitrégeno de la histidina 193 y el nitrégeno 3 de
la guanina 42 a una distancia de 2.56 A. También se contabilizaron y observaron las
interacciones inespecificas y artefactos generados por el servidor que se detallan en la
tabla 11.

Figura 49: Interacciones especifica, inespecificas y artefactos encontrados en los primeros 3
complejos estudiados del docking entre el aptdmero y el receptor HER2. Se observa la tnica
interaccion especifica (A) del primer complejo, una de las 9 interacciones inespecificas (B) del segundo
complejo y uno de los 3 artefactos (C) en el tercer complejo.

Interacciones | Interacciones | Artefactos de

Docking especificas inespecificas docking
Primer

complejo 1 1 !

Segundo

complejo 1 S !
Tercer

complejo > 7 S

Tabla 11: Interacciones atémicas del docking rigido entre HER2 y el aptdmero F21 en HDOCK.
Especificacién del niimero de interacciones especificas, interacciones inespecificas y artefactos generados
por el algoritmo de HDOCK.
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Existen otros servidores para predecir la unién entre moléculas, y sin duda deberia
probarse hacer docking flexible para mejorar los resultados. Pero cuando se estaba
terminando de escribir esta tesina, el servidor de Deep Mind de Google llamado
Alphafold 3 se publicé en Nature (Abramson, ] et al 2024) prometiendo que ahora la IA
puede predecir con exactitud la estructura de las proteinas unidas a ADN y ARN. La
prediccion se hace en minutos en el servidor: https://alphafoldserver.com/about.

Como puede observarse en la figura 50, la IA falla completamente al proporcionar un
plegamiento creible para la secuencia simple cadena de ADN, mientras es capaz de
predecir con precision la estructura del receptor HER2. Esto resalta la validez e
importancia del enfoque adoptado en esta tesis para predecir, pasando de 2D a 4D, la
estructura del aptdmero F21c.

Figura 50: Prediccion realizada usando Alphafold 3. Prediccién de la interaccién estructural entre F21
y HER2. Con solo brindar las secuencias se observa el receptor HER2 perfectamente plegado (A) en
comparacion con las estructuras de los PDB analizados; pero el algoritmo no pudo plegar la secuencia
nucleotidica del aptamero (B).




F. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El objetivo de la bisqueda de biofarmacos contra el cancer de mama, o cualquier otro
tipo de cancer, es obtener moléculas con una especificidad y afinidad superior a las de
los farmacos existentes. Aunque estos farmacos pueden cumplir su objetivo, a menudo
presentan riesgos y efectos secundarios que pueden deteriorar significativamente la
salud de los pacientes o incluso empeorar su situacion. Las técnicas para la obtencién de
biofarmacos, como la técnica SELEX, estdn en constante evolucidon. Cada vez surgen
nuevas variantes que complejizan los sistemas de busqueda y, a su vez, permiten la
seleccion de biofdirmacos generados bajo condiciones especificas, ya sean casi
fisiolégicas o totalmente fisiolégicas. Asi, un proceso de seleccién puede variar desde una
proteina aislada en solucién hasta monocapas celulares, muestras de tejidos simples o
complejos de pacientes e incluso animales vivos. Los aptameros reportados en este
trabajo mostraron resultados mixtos y dificiles de replicar, por lo que se plantearan
mejoras en el desarrollo de los protocolos de evaluacién para seguir probandolos.

Los ensayos de citotoxicidad por precipitacion de cristales, como los ensayos de MTT y
MTS, son altamente sensibles a las condiciones en las que se realizan. Estas condiciones
pueden influir significativamente en los resultados. Se ajustaron varios pardmetros para
obtener resultados medibles.

De los ensayos de viabilidad celular, se observé una mayor capacidad citotoxica en los
aptameros modificados en el extremo 3' en comparacién con los modificados en el
extremo 5'. Aunque se trata de una pequefia modificacién, la incorporacién de un grupo
aminohexilo terminal, es importante considerar que incluso el mas minimo cambio
puede afectar la conformacidn final de la molécula, y, por ende, su unién y/o capacidad
de inhibir el crecimiento celular o inducir la muerte celular.

Dentro de los aptameros modificados en el extremo 3', el aptamero F21 mostré la mayor
capacidad citotoxica. Sin embargo, este ensayo no pudo ser replicado debido a problemas
con el equipo, lo que obligd a cambiar de instalaciones. Este factor debe ser tenido en
cuenta al considerar la reproducibilidad de los resultados. En futuras pruebas, podrian
evaluarse mas condiciones, como aumentar el tiempo de incubacién con el farmaco,
entre otras.

De confirmarse los resultados, seria posible evaluar el mecanismo por el cual alguno de
estos aptameros genera efectos citotdxicos o inhibe el crecimiento. Un ejemplo claro
encontrado en la bibliografia es el anticuerpo monoclonal Trastuzumab, utilizado como
control positivo en nuestros ensayos. Este anticuerpo, al unirse al dominio IV de la
porcion extracelular del receptor HER2 en su forma monomérica, inhibe la dimerizacion
con otros miembros de la familia EGFR o consigo mismo, evitando la generacién de
cascadas de sefializacion intracelular. Los aptameros podrian actuar de forma similar o
mediante algin otro mecanismo, ya sea por unién a su blanco o por efectos tras su
internalizacion, si es que esto ultimo ocurre.

Antes de seguir probando condiciones de MTS, se opt6é por confirmar la Kd de los
aptdmeros mediante SPR. El iinico farmaco utilizado que mostré afinidad por el receptor



HER2 en el ensayo fue el anticuerpo monoclonal anti-HER2, Trastuzumab. Este resultado
era esperado, ya que fue nuestro control positivo. Sin embargo, ninguno de los aptameros
mostré una union detectable mediante esta tecnologia, lo que pone en duda los
resultados obtenidos previamente por MST. Aunque son técnicas diferentes, deberian
ofrecer resultados comparables.

Uno de los aptameros utilizados para dicho ensayo fue el aptdmero HB5, que ha sido
reportado por otros equipos de investigacion como teniendo afinidad por el receptor
HER2. Se esperaba observar una respuesta en el ensayo, pero este control aptdmero que
actuaria como positivo tampoco mostr6 senal. La MST es una metodologia en disoluciéon
que requiere que el aptamero esté marcado con un fluoréforo, mientras que la SPR se
realiza con el receptor acoplado a una superficie. Es posible que haya aspectos
adicionales en la SPR que se podrian optimizar, como el uso de un chip tipo CM5 o un
chip NTA, o ajustar las condiciones de corrida y el protocolo de sensibilizacion del chip.
Dado que la reestructuracién de los aptameros se realizéo en un buffer Hepes salino
necesario para la SPR, el buffer utilizado podria ser una causa de la falta de observacion
de la uni6n aptamero-HER2.

Se podria considerar realizar una reestructuracion en Binding Buffer y luego separar los
aptameros reestructurados (por ejemplo, mediante filtrado por membrana) antes de
resuspenderlos en el buffer correspondiente para el ensayo de SPR. Eventualmente, se
podrian realizar pruebas de competencia entre el mAb Trastuzumab y los aptadmeros
para evaluar si los aptdmeros desplazan al Trastuzumab, uniendo primero el mAb y
luego agregando los aptameros. También se podria evaluar la intensidad de la sefial entre
una muestra que solo tenga mAb y otra con una mezcla de mAb y los aptameros de
interés.

El equipo utilizado en el Instituto Pasteur es mas adecuado para el estudio de
interacciones proteina-proteina, por lo que podria ser necesario optimizar el protocolo,
no solo para la unién de los aptameros al receptor, sino también para todos los pasos
previos relacionados con la preparacion y sensibilizacidn del chip.

Respecto a los resultados obtenidos mediante herramientas bioinformaticas, se destaca
principalmente la importancia del enfoque adoptado que involucré pasar de la secuencia
nucleotidica a la estructura 3D y la flexibilidad (4D) en etapas, integrando diferentes
algoritmos. Cada uno de ellos tiene sus aproximaciones y limitaciones y es importante
conocer en qué se basan para hacer la prediccién correspondiente para poder elegir con
un criterio racional. Todos los servidores usados arrojan mas de una solucién que debe
ser analizada. La estructura predicha con “mejor puntuacién”, no siempre es la mas
razonable desde el punto de vista quimico. Esto pasa particularmente con las
predicciones 2D y 3D iniciales. Al usar esos algoritmos muchas aproximaciones, sus
predicciones deben considerarse con cuidado. En todos los casos, la dinamica molecular
resulté ser una herramienta fundamental para minimizar y optimizar los contactos
moleculares internos al aptamero, y del aptamero con el solvente. En nuestro caso se
realiz6 las dindmicas a 25 °C y utilizando Na+, pero se podria probar condiciones
diferentes de temperatura, como temperatura fisioldgica, asi como la adicion de otros
iones que podrian estar presentes en el solvente de por ejemple el Binding Buffer. Es sin



duda una herramienta ineludible para estudiar la flexibilidad molecular de los
aptameros.

Las estructuras equilibradas gracias a la dinamica molecular pueden finalmente ser
usadas para los experimentos de unidn. Se sabe que el tipo de biofarmacos con los que
se esta trabajando son desarrollados para presentar una afinidad y especificidad tnica
por un ligando. Asi que de las poses obtenidas de los experimentos de docking molecular,
es posible generar hip6tesis sobre dicha unién especifica y proponer mutantes. Esto se
logra cambiando atomos y grupos funcionales esenciales para la interaccion predicha
por docking, por ejemplo, cambiando la adenina 26 del aptdmero F21c por una citosina.
Eso deberia debilitar la inica interaccién especifica con la treonina y desestabilizar el
complejo. Esto es relativamente sencillo de hacer, ya que comprar el aptamero con una
(o unas pocas) mutaciones es barato y se podrian volver a realizar los experimentos de
union (en las condiciones adecuadas). Otra manera de contrastar las hipétesis sobre la
uniéon es mediante métodos experimentales como por ejemplo dicroismo circular,
cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear, entre otros. Para poder acceder
a este tipo de técnicas de alto costo es necesario realizar mas analisis experimentales y
tedricos para poder determinar si el aptamero seleccionado es un posible candidato para
el tratamiento o la detecciéon de cancer de mama. En el caso de encontrar nuevos
resultados positivos o confirmar algunos de los observados, se podria pensar en realizar
estas técnicas de alto costo para determinar finalmente la unién y estructura final de las
moléculas.

En conclusién, las condiciones de los ensayos pueden ser puestas a punto y el potencial
de estos aptameros no queda descartado. Si bien hemos encontrado algunos resultados
ambiguos comparando los ensayos de afinidad por MST y SPR, los ensayos de viabilidad
celular que muestran resultados prometedores han sido dificiles de replicar por
condiciones externas. El andlisis bioinformatico permiti6 generar un protocolo de
prediccion de secuencias simple cadena de ADN que la IA mas nueva no puede resolver,
pero en todos los puntos se puede profundizar ya que la cantidad de herramientas
bioinformaticas y opciones disponibles son abundantes y extremadamente versatiles, y
cada una requiere de adquirir varias expertises.
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para el aptamero F21.
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Docking HER2-Aptadmero F21
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y el receptor HER2.
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Analisis de estructuras disponibles en la base de datos Protein data
Bank para el receptor HER2.

Interacciones atémicas del docking rigido entre HER2 y el
aptamero F21 en HDOCK.



1H-RMN

ADK
APC
ATCC

BSGI

BT474
BTC

CA
CA15.3
CA 19-9
CA279
CA 125
CAR

CAR-T

Cas9
CDK4/6
CDN
CEA
CENUR
cGAS
CM5
CRISPR

Cryo-Em

CT
CT-Scan

DCE-MRE

DNA
dsDNA
dsRNA
DXd
DWI
EGF
EGFR

EPR
ER+

I. GLOSARIO DE ACRONIMOS

Resonancia magnética de protones (del inglés proton nuclear magnetic
Resonance)

Adenilato quinasa (del inglés Adenylate kinase)

Célula presentadora de antigeno (del inglés Antigen-presenting cell).
Coleccion de cultivos tipo americanos (del inglés the American Type
Culture Collection).

Imagenologia gamma especifica de mama (del inglés breast-specific
gamma imaging).

linea celular de cdncer de mama humana.

Betacelulina (del inglés betacellulin).

Antigeno de carbohidratos (del inglés Carbohydrate antigen).

Antigeno de carbohidratos 15.3 (del inglés Carbohydrate antigen 15.3).
Antigeno de carbohidratos 19-9 (del inglés Carbohydrate antigen 19-9).
Antigeno de carbohidratos 27.9 (del inglés Carbohydrate antigen 27.9).
Antigeno de carbohidratos 125 (del inglés Carbohydrate antigen 125).
Receptor quimérico especifico de antigeno (del inglés Chimeric antigen
receptor).

Células T con receptores quiméricos de antigenos (del inglés T Cell with
chimeric antigen receptor).

Proteina 9 asociada a CRISPR (del inglés CRISPR associated protein 9).
Inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6.

Dinucleétidos ciclicos (del inglés Cyclic dinucleotides)

Antigeno carcinoembrionario (del inglés carcinoembryonic antigen).
Centro Universitario Regional Litoral Norte.

GMP-AMP sintasa ciclasa (del inglés GMP-AMP synthase cyclase).
Dextrano carbometilado (del inglés carboxymethylated dextran).
Secuencias Palindromicas cortas agrupadas regularmente intercaladas
(del inglés clustered regularly interspaced short palincromic repeats).
Microscopia electrdnica criogénica (del inglés Cryogenic electron
microscopy).

Tomografia computarizada (del inglés Computed Tomography).
Scanner por tomografia computarizada (del inglés Computed
Tomography scanner).

Perfusién por resonancia magnética con contraste dindmico (Dynamic
Contrast-Enhanced Magnetic Resonance Imaging).

Acido desoxirribonucleico (del inglés Deoxyribonucleic Acid).

ADN de doble cadena (del inglés double strand DNA).

ARN de doble cadena (del inglés double strand RNA).

Deruxtecan.

Imagenes ponderadas por difusién (Diffusion-weighted imaging).
Factor de crecimiento epitelial (del inglés Epitelial growth factor).
Receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal
Growth Factor Receptor).

Epiregulina (del inglés epiregulin).

Receptor de estrogeno positivo (del inglés positive Estrogen Receptor).



ER
ErbB2
ErbB3
ErbB4
FDA

FDG
FISH

g-hGC

GA
GF
GM-CSF

H&E
HB-EGF

HDAC

HEK293
HER1

HER2
HER2 +
HER2 -
HER3
HER4

HR
HR+
HR-
IDC
IDT

ICs0

IgG
IHC
IKK
INSOAP

[P
IRF3

iRNA
IRYCIS

Receptor de estréogeno (del inglés Estrogen Receptor).

Protooncogén de HER2.

Protooncogén de HER3.

Protooncogén de HER4.

Administracion de alimentos y medicamentos (del inglés Food and Drug
Administration).

Fluorodesoxiglucosa (del inglés Fluorodeoxyglucose).

Hibridacién in situ fluorescente (del inglés Fluorescence In situ
Hibridation).

gonadotropina coriénica humana g (Del inglés Human chorionic
gonadotropin).

Atrofia geografica (del inglés Geographic Atrophy).

Factor de crecimiento (del inglés growth factor).

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(Granulicyte macrophage colony-stimulating factor).

Hematoxilina y eosina (del inglés hematoxylin and eosine).

Factor de crecimiento similar a EGF de unién a heparina del inglés
Heparin-binding EGF-like growth factor).

Inhibidores de la histona desacetilasa (del inglés Histone Deacetylase
inhibitors).

Célula embrionaria de rifion humano.

Receptor humano epitelial de tipo 1 (del inglés Human
Epithelial Factor 1).

Receptor humano epitelial de tipo 2 (del inglés Human
Epithelial Factor 2).

Receptor humano epitelial de tipo 2 positivo (del inglés Human
Epithelial Factor 2).

Receptor humano epitelial de tipo 2 negativo (del inglés Human
Epithelial Factor 2).

Receptor humano epitelial de tipo 3 (del inglés Human
Epithelial Factor 3).

Receptor humano epitelial de tipo 4 (del inglés Human
Epithelial Factor 4).

Receptor hormonal (del inglés Hormonal Receptor).

Receptor hormonal positivo (del inglés Hormonal Receptor).

Receptor hormonal negativo (del inglés Hormonal Receptor).
Carcinoma ductales infiltrantes (del inglés Invasive Ductal Carcinoma).
Tecnologias de DNA integradas (del inglés integrated DNA technologies)
Concentracién inhibidora media maxima (del inglés half maximal
Inhibitory Concentration).

Inmunoglobulina G (del inglés inmunoglobulin G)

Inmunohistoquimica (del inglés Inmunohistochemistry).

[xB quinasa (del inglés IkB kinase)

Sociedad internacional de aptdmeros (del inglés International Society On
Aptamers).

Instituto Pasteur.

Factor regulador de interferdn 3 (del inglés Interferon regulatory factor
3).

RNA de interferencia (del inglés interference RNA).

Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Sanitaria.



Kd

Kon
Koff
Ki-67
LDH
mAb
MAFFT

MDA-MB-
231
MAPK

MAPKK
MEME

MDM?2

MHC

MRE

MRI

mRNA
MST
MTS

mTOR

MTT

ncRNA
NCI
NF-xB

NIH-3T3
NK
NRG1
NRG2
NRG3
NRG4
NTA
PAMP

Pan-PI3Ki

Constante de disociacion (del inglés dissociation constant).

Constante de la tasa de asociacidn.

Constante de la tasa de separacion.

Antigeno Kiel 67 (del inglés Antigen Kiel 67).

Lactato deshidrogenasa (del inglés Lactate Dehydrogenase).
Anticuerpo monoclonal (del inglés monoclonal Antibody).

Alineacién de secuencias multiples basada en la transformacion rapida
Fourier (del inglés Multiple Sequence Alignment based on Fast Fourier
Transform).

Linea celular de cancer de mama de humano.

proteina quinasa activada por mitégenos del inglés (mitogen-activated
protein Kinase).

MAPK quinasa (del inglés MAPK kinase).

Em multiples para la obtenciéon de motivos (del inglés Multiple Em for
Motif Elicitation).

Inhibidores del homoélogo doble minuto 2 de p53/ratén (del inglés
p53/mouse minute 2 double homologue inhibitors).

Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés major
histocompatibility complex).

Elastografia por Resonancia magnética (del inglés Magnetic Resonance
elastography).

Imagen por resonancia magnética (del inglés Magnetic Resonance
Imaging).

RNA mensajero (del inglés Messenger RNA).

Termoforesis a microescala (del inglés Microscale Thermophoresis).
Nombre IUPAC del reactivo MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium).
Inhibidores del objetivo mecanicista de la rapamicina (del inglés
Inhibitors of the mechanistic target of rapamycin).

Nombre I[UPAC del reactivo MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide).

ARN no codificante (del inglés non coding RNA).

Instituto nacional del cancer (del inglés national cancer institute).
factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células B
activadas (del inglés Nuclear Factor-kappa B).

Linea celular de neuroblastomas de rata.

Asesina natural (del inglés Natural killer).

Neuregulina 1 (del inglés Neuregulin 1).

Neuregulina 2 (del inglés Neuregulin 2).

Neuregulina 3 (del inglés Neuregulin 3).

Neuregulina 4 (del inglés Neuregulin 4).

Acido nitrilotriacetico (del inglés nitrilotriacetic acid).

Patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés Pathogen-
associated molecular patterns).

Copanlisib, Inhibidor de la fosfoinositol 3-quinasa (del inglés
Phosphoinositide 3-kinases inhibiton).



PARP

PCR

PDB
PET

PET-CT
PI3K
PI3K /Akt

PIK3CA

piRNA
PKC
PL-D1
PLC
PR
PR+

PRR

PSA
q-PCR
PTEN

Raf

RAS
RF
RMSD
RNA
RND
RPMI

RT-PCR
RTK
RU
SELEX

SERD
SFB

shRNA
siRNA

Inhibidores de la poli (adenosina difosfato-ribosa) polimerasa (del inglés
Poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase inhibitors).

Reaccidn en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain
Reaction).

Banco de datos de proteinas (Por sus siglas en ingles Protein data Bank).
Tomografia por emisiéon de positrones (del inglés Positron Emission
Tomography).

Tomografia por emisiéon de positrones-tomografia computarizada (del
inglés Positron emission tomography-computed tomography).
Inhibidor de la fosfoinositol 3-quinasa (del inglés Phosphoinositide 3-
kinases inhibiton).

Fosfoinositol 3-cinasa / Proteina quinasa B (del inglés Phosphoinositide
3-kinases / Protein kinase B).

Subunidad catalitica alfa de fostatidininositol-4-5-bifosfato 3-quinasa
(del inglés phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinasa catalytic
subunit Alpha).

RNA interactuante con PIWI (del inglés PIWI-Interacting RNA).
Proteina quinasa C (del inglés Protein kinase C).

Fosfolipasa D1 (del inglés phospholipase D1).

Fosfolipasa C (del inglés Phospholipase C).

Receptor de progesterona (del inglés Progesteron Receptor).

Receptor de progesterona positivo (del inglés positive Progesteron
Receptor).

Receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern
Recognition Receptor).

Antigeno especifico de la prostata (del inglés Prostate-Specific Antigen).
PCR cuantitativa (del inglés quantitative PCR).
Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (del ingles
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase).
Protooncogén serina/treonina-proteina quinasa (del inglés proto-
oncogene serine/threonine-protein kinase).

Virus de sarcoma de rata (del inglés Rat sarcoma virus).

Radio frecuencia (del inglés Radio Frecuency).

Desvio cuadratico medio (del inglés root mean square Deviation).

Acido ribonucleico (del inglés Ribonucleic Acid).

Nucleétidos random (del inglés Random Nucleotide).

Instituto memorial Roswell Park (del inglés Roswell Park Memorial
Institute).

PCR por retrotranscripcién (del inglés retro transcription PCR)
Receptor tirosin quinasa (del inglés Receptor Tyrosine Kinase).
Unidades de respuesta (del inglés Response Units).

Evolucidn sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial (del
inglés Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment).
Degradadores selectivos de los receptores de estrogeno (del inglés
selective estrogen receptor degrader).

Suero fetal bobino (del inglés fetal bovine serum).

Horquilla corta de ARN (del inglés short hairpin RNA).

ARN silenciador (del inglés silencing RNA).



SLNB

ssDNA
ssRNA
SPECT

SPR
ssRNA
Stat6

STII
STING

Tc-99m
T-DM1
T-DXd
TAA
TBK
TGF-a

TGF-B

TKI
TNBC
TRIF

TLR

Ul

VMD
VPH
X-RAY Dif
XTT

WST-1

Biopsia de ganglio linfatico centinela (del inglés sentinel lymph node
biopsy).

ADN de simple cadena (del inglés single strand DNA).

ARN de simple cadena (del inglés single strand RNA).

Tomografia computarizada por emisién de fotdn tinico (del inglés Single
Photon Emission Computed Tomography).

Resonancia de factor superficial (del inglés Surface Plasmon Resonance)
RNA de simple cadena (del inglés single strand RNA).

transductor de sefial y activador de la transcripcién 6 (del inglés Signal
transducer and activator of transcription 6).

Estreptavidina (del inglés Streptavidin).

Estimulador de genes de interferdn (del inglés Stimulator of interferon
genes).

Tecnecio 99 metaestable (del inglés Technetium 99 metastable).
Trastuzumab Emtansina (del inglés Trastuzumab emtansine).
Trastuzumab-Deruxtecan.

Antigenos asociados a tumores (del inglés tumor associated antigen).
Quinasa 1 de unién a TANK (del inglés TANK-binding kinase 1).

Factor de crecimiento tumoral alfa (del inglés tumoral growth factor
alpha).

Factor de crecimiento tumoral beta (del inglés Tumoral growth factor
beta).

Inhibidor de tirosin quinasa (del inglés tyrosine kinase inhibitor).
Cancer de mama triple negativo (del inglés triple negative breast cancer).
interferon beta inductor de adaptador que contiene dominio TIR
conocido (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-beta).
Receptores de tipo toll (del inglés Toll like receptor).

Imagen por ultrasonido (del inglés ultrasound imaging).

Dinamicas moleculares visuales (del inglés visual molecular dynamics).
Virus del papiloma humano (del inglés Human Papillomavirus).
Difraccion de rayos X (del inglés X-Ray diffraction).

Nombre [UPAC del reactivo: XTT 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide).

Nombre IUPAC del reactivo WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-
5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium).
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