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RESUMEN

1. Introduccién

De acuerdo con la OMS (2021), el cancer puede afectar cualquier parte del
organismo y se caracteriza por células anormales que se multiplican rapidamente
y pueden invadir otras partes del cuerpo [1].

La inmunoterapia es una opcion de tratamiento eficaz y prometedora contra el
cancer debido a su selectividad y sus efectos de larga duracion; ha demostrado
mejorar la supervivencia y la tolerancia, ya que utiliza componentes del propio
sistema inmune del paciente, mitigando muchos de los efectos secundarios
asociados con las opciones de tratamiento tradicionales [2].

Los antigenos tumorales que también se expresan en las células normales se
denominan Antigenos Asociados a Tumores (AAT); en la mayoria de los casos
estos antigenos son constituyentes celulares normales cuya expresion es
aberrante o esta regulada de forma andmala en los tumores [3]. Entre estos
antigenos es de relevancia la proteina p53, la cual participa en la transcripcion de
genes inhibidores del crecimiento, apoptosis, arresto del ciclo celular y reparacién
del ADN. Un p53 defectuoso podria permitir que las células anormales proliferen
dando por resultado cancer; alrededor de un 50 % de todos los tumores humanos
contienen mutaciones en p53 [4].

En la inmunoterapia del cancer, uno de los principales requerimientos es la
identificacién de los péptidos inmunogénicos (epitopes), que estimulan a los CTL
y CD4+, para usarlos en la vacunacion de pacientes con cancer. Las vacunas
basadas en péptidos inmunogénicos pueden presentar baja respuesta inmune y
en el intento de potenciar la respuesta inmune de las vacunas basadas en
péptidos se ha recurrido al desarrollo de adyuvantes que superen esta limitante.
En este contexto, los nanomateriales de carbono y en particular los nanotubos de
carbono (CNT) son prometedores debido a su capacidad para ser internalizados
en una amplia variedad de tipos celulares con una citotoxicidad minima cuando
son funcionalizados. Por lo tanto, los CNT pueden aplicarse como vehiculos para
administrar vacunas, con la ventaja de que aumentan la eficacia de los antigenos

gue no pueden inducir una respuesta suficiente y adecuada cuando se



administran individualmente [5]. Por lo tanto, este estudio ofrece perspectivas de
futuro atractivas para el uso de los CNT como una nueva clase de adyuvante en la
inmunoterapia antitumoral.

Palabras claves: cancer, inmunoterapia, Antigenos Asociados a Tumores (ATT),
p53, nanotubos de carbono (CNT).

2. Objetivos

e Disefiar péptidos que porten epitopos del antigeno p53 asociado a tumores

de mama.
e Purificar, cortar, y funcionalizar los MWCNTs con aminas y carboxilos.

e Obtener nanovacunas dirigidas contra P53 empleando nanotubos de
carbono como vehiculo de entrega.
e Determinar la citotoxicidad de los nanotubos en cultivos de esplenocitos de

raton, cultivo de células HEK293T, in vivo en ratén BALB/c.

3. Material y métodos

3.1 Disefio de péptidos.

Se realiz6 el disefio de dos péptidos p53; p53b, con la secuencia
PPLSQETFSDLWKLL y p53c, con la secuencia
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKK; ambos se mandaron sintetizar a Synpeptide
Inc. (China).

3.2 Preparacion de los MWCNTSs.
Los MWCNT fueron sintetizados por Nanocyl SA con un didametro:20-30 nm, largo:
10-30 pm, pureza: 90%, #CAS 99685-96-8.



3.2.1 Purificacién de los MWCNT (p-MWCNT)

Para la eliminacion de las trazas de metal en los MWCNT, se tomaron 300 mg de
MWCNT pristinos y se sonicaron 5 minutos en 300 ml de una solucion de acido
nitrico 2.6 M. Se sometieron a reflujo 48 h a 125°C con agitacibn magnética. La
solucion se neutralizo, y los nanotubos se recuperaron mediante filtracion. Se

lavaron con H,0 desionizada y fueron secados al vacio por 10 h.

3.2.2 Oxidacién y corte de nanotubos (ox-MWCNT)

La oxidacion de los MWCNT se realizé con 100 mg de p-MWCNTSs los cuales se
sonicaron 5 h en 100 ml de solucién 3:1 de H,SO, y HNOs; se recuperaron por
filtracién y se lavaron hasta alcanzar un pH neutro. Los ox-MWCNT de menor
tamano se colocaron en etanol y se sonicaron 1 hora para dispersar. Se
centrifugaron a 5000 g por 1 hora para remover MWCNT de mayor tamafio que

formaron pastilla, el sobrenadante se filtr6 y se recupero.

3.2.3 Aminacion (f-MWCNT)

Los ox-MWCNT se dispersaron y homogeneizaron en agua destilada (100 ml)
mediante sonicacion. Luego se afiadio 4 - [(N-Boc) aminometil] anilina (2 g, 8,9
mmol) y nitrito de isoamilo (2 ml, 14.8 mmol) a la suspensién y la reaccion se
sometié a reflujo a 80°C durante 10 h. La suspension se filtrd y se lavo con N, N-
dimetilformamida (DMF) y metanol hasta que las soluciones estuvieron libres de
impurezas. El sélido negro obtenido se secé bajo vacio durante toda la noche. El
corte de los grupos Boc se llevé a cabo por su dispersién en &cido clorhidrico
(HCI) 4 M utilizando 1,4-dioxano como disolvente. La reaccién se mantuvo agitada
y a temperatura ambiente toda la noche, después se filtré y se lavé con DMF y

metanol. Las muestras se secaron al vacio.

3.2.3.1 Reactividad a la Ninhidrina

La conjugacion de grupos amino a la superficie de los MWCNT se comprobd

mediante la prueba de la ninhidrina. Se colocaron en un tubo de ensayo 200 mg



de ninhidrina y 30 mg de hidrindantina disueltos en 7.5 ml de DMSO y se
agregaron 2.5 ml de buffer de acetatos 4 M. En un tubo de ensayo se suspendio
1 mg de -MWCNT en 1 ml de agua y 1 ml de la solucion ninhidina-hidrantina. Se
calentaron 20 minutos en bafio maria y se enfriaron en bafio de hielo. Se tomé
una gota y se puso en 5 ml de una solucion de etanol al 50%. Después de la
homogenizacion, los -MWCNTSs se centrifugaron y se leyo la absorbancia del

sobrenadante a 570 nm. Se utilizé una curva estandar generada con B-alanina.

3.3 Bioconjugacion

La conjugacion se realizé mediante EDC. Los MWCNT se dispersaron a 1 mg / mi
en tampdén 50 mM de acido 2- (N-morfolino) etanosulfonico (MES) con 7 mg de N-
hidroxisuccinimida (NHS) y 9,5 mg de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC); la mezcla se dejé reaccionar durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadieron individualmente los péptidos P53c y P53b. Las
mezclas se centrifugaron y los sobrenadantes se recuperaron para el ensayo de
HPLC. El MWCNT precipitado y biofuncionalizado se lavo y se resuspendio en
PBS.

3.3.1 HPLC

Para determinar la concentracion del péptido estudiado, se siguié un método de
HPLC. Para ello, se inyectaron 0.05 ml de muestra (o estandar) a un caudal de
0.6 ml/ min. Se produjo un gradiente lineal en 10 minutos que cambi6 de 100% A
(0,1% de acido trifluoroacético en agua) a 100% B (0,1% de acido trifluoroacético

en acetonitrilo). La deteccidn se llevé a cabo a 214 nm.

3.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se incubaron en un rotador durante 24 h a 4°C los f-MWCNT y ox-MWCNT
disueltos en PBS con la proteina modelo BSA. Posteriormente los MWCNT se
recuperaron por centrifugacion y se lavaron. Se realizé una electroforesis en gel
poliacrilamida al 10% donde se agregaron los f-MWCNT, ox-MWCNT, BSA libre y



los MWCNT disueltos con BSA. Las bandas de BSA se detectaron mediante

tincién en gel con azul de Coomassie.

3.5 Estudios de citotoxicidad

3.5.1 Células HEK-293T

El ensayo de resazurina se realizé para determinar la viabilidad de las células
HEK-293T tratadas con MWCNT. Las células se cultivaron con f-MWCNTs-p53b-
p53c a las dosis indicadas (1000, 500 y 100 pg) durante 48 h a 37°C y una
atmosfera 5% CO2. Se tratd un cultivo control con H202. A continuacion, las
células se lavaron y se incubaron con resazurina durante 4 h al para la estimacion

de la viabilidad celular midiéndose la fluorescencia en un equipo FlexStation II.

3.5.2 Esplenocitos

Se utilizé el ensayo de conversidn de resazurina para medir la viabilidad de los
esplenocitos. Primeramente, se extrajeron las células del bazo de un raton
BALB/c en condiciones de esterilidad. Se colocaron 1x10° células/ml en 1 ml de
medio RPMI completo por pozo con concanavalina 1ug/ml y diferentes dosis de
ox-MWCNT y f-MWCNT (100, 500 y 1000 pg) por 24 h. Se cultivd un pozo con
DMSO como control negativo y un pozo sin MWCNT como control positivo. Se
incubaron a 37°C con 5% CO, por 24 h. Se afiadi6 la rezasurina (10% del volumen
final) y 48 h después de iniciado el cultivo y se ley6 la proliferacion en un equipo

FlexStation II.

3.5.3In vivo

Ratones con 13 semanas de vida se inmunizaron cada dos semanas por un total
de cuatro veces. Se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia, asi como el peso

antes y después del tratamiento.



Los grupos fueron tratados con: dosis altas del conjugado f-MWCNTs-p53b-p53c,
dosis bajas del conjugado -MWCNTs-p53b-p53c, péptidos solos y péptidos con el
adyuvante de Freund.

4. Resultados y discusion

El material de partida utilizado en el presente estudio consisti6 en MWCNT de 10-
30 um de longitud, en el que se observaron trazas metalicas en TEM. El éxito del
tratamiento con acido para su purificacion y corte fue comprobado a ser observados
en TEM y medidos usando el software DigitalMicrograph, donde los MWCNT
muestran una longitud promedio entre 60 y 340 nm.

Los MWCNT puros y cortados se aminaron mediante la reaccion Tour, y se utilizd
un método indirecto para confirmar la presencia de grupos amino en el MWCNT
basado en ninhidrina. La prueba de la ninhidrina dio como resultado la absorbancia
de la muestra de 1 mg/ml de -MWCNT de 0.1736 = 0.0005; utilizando la curva
estandar de B-alanina y multiplicando por tres, debido a la dilucion hecha, la
concentracion obtenida de NHz en MWCNT fue de 45.2 pg/mL, que es un
equivalente de 0,5 umol/mg de NH2 en MWCNT.

La adsorcion de BSA en MWCNT se realiz6 para probar la capacidad de
bioconjugacion con antigenos mediados por interacciones fisicas. El andlisis por
SDS-PAGE revelé que f-MWCNT adsorbié eficazmente BSA, mientras que ox-
MWCNT no lo hizo, lo que se atribuye a la atraccion electrostatica favorable entre
la BSA cargada negativamente y los grupos amino de f-MWCNT.

Posteriormente, se realizé un andlisis de HPLC para cuantificar p53b y p53c unidos
a -MWCNT, estimando el péptido remanente en el sobrenadante después de la
reaccion de bioconjugaciéon con EDC. La densidad de los péptidos logré a tasas de
0.24 y 0.12 mg de péptido/mg de f-MWCNT para p53c y p53b, respectivamente.
Los efectos de f-MWCNT-p53b-p53c se evaluaron en células HEK-283T. Los f-
MWCNT-p53b-p53c no tuvieron una citotoxicidad obvia en el rango de 100-500 ug
comparados con las células que no se cultivaron con MWCNTSs, pero la dosis de
1000 pg si indujo una reduccion de la viabilidad.

Fue posible observar que los esplenocitos de ratdn tratados con ox-MWCNTSs

presentaron una disminucion de la viabilidad mayor en contraste con los tratados



con -MWCNTSs; Sin embargo, ambos materiales mostraron una reduccion en la
viabilidad celular en concentraciones de 500 y 1000 pg. Ambos materiales se
mostraron seguros en la dosis de 100 pg. Debido a la mejor biocompatibilidad de
los f-MWCNT, se realizaron los siguientes analisis con éstos.

La evaluacién de la toxicidad in vivo realizada en ratones revelé que ninguno de los
grupos tratados con MWCNT mostro signos de toxicidad en términos de letalidad,
pérdida de peso o supervivencia a largo plazo en comparacion con los grupos de
control tratados sin MWCNT.

5. Conclusiones

Los resultados presentados abren oportunidades de estudio relativas a la
preparacion y funcionalizacion de MWCNT. Se comprobdé el éxito de aminacion de
los MWCNT por medio del ensayo de ninhidrina, asi como la conjugaciéon de los
péptidos de interés por EDC de manera indirecta midiendo la proteina no
reaccionante en HPLC. Los estudios de toxicidad probaron, al igual que en la
literatura, que el nivel de funcionalizacion de los nanotubos de carbono puede
aumentar significativamente su compatibilidad. La realizaciéon de estudios futuros
permitira determinar si los -MWCNT-p53b-p53c tienen el potencial de inducir
efectos antitumorales. Dadas sus propiedades, los nanotubos de carbono se
consideran posibles vehiculos de entrega y adyuvantes, seguros y Optimos para

vacunas en el area de la inmunoterapia contra el cancer.
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