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Resumen de la tesis de Joliann Marie Alers Rivera, presentada como requisito parcial

para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias de |a Vida con orientacion en
Biotecnologia Marina.

Identificacién de agentes citotéxicos, provenientes del caracol marino Conus
Ximenes en la linea celular MDA-MB-231

Resumen aprobado por:

/%QL@/") L83 fz/kz/wv

oliann Marie Alers Rivera

El cancer es una de las principales causas de muertes en el mundo, se estima que las
muertes por cancer alcancen la cifra de 13.1 millones para el 2030, segin la OMS.
Aunque en la actualidad se cuenta con una gran variedad de farmacos
quimioterapéuticos, estos se caracterizan por tener altos costos y efectos secundarios no
deseados. En la blsqueda de nuevas moléculas de origen natural para el tratamiento en
contra del cancer, esta investigacion se ha dirigido hacia los gasterépodos marinos
pertenecientes al género Conus. Este género se comprende de 700 especies
aproximadamente, que se caracterizan por ser depredadores venenosos. Cada especie
contiene en su veneno un repertorio distintivo de 100-200 conotoxinas y en conjunto mas
de 50,000 componentes activos farmacolégicamente en una variedad de receptores de
membrana y canales idnicos, siendo esenciales en el crecimiento incontrolado,
disminucién de la apoptosis, angiogénesis desorganizada, y en la migracion, invasion y
metastasis, teniendo un rol fundamental en el desarrolio de cancer. En este trabajo se
analizd el veneno crudo del caracol marino Conus ximenes mediante RP-HPLC,
obteniéndose dos subfracciones nombradas FIl.6 y Flll.2, con actividad citotoxica en la
linea celular de cancer de mama MDA-MB-231. Estas presentaron una disminucién de la
viabilidad celular en un 31% y 37%, respectivamente. Ademas de cambios morfolégicos
y activacion de las caspasas-3/7, eventos representativos de la muerte celular por
apoptosis. Por Gltimo, estas subfracciones se estudiaron mediante CCF, presentado
resultados negativos para peptidos acorde a un revelador especifico para aminoacidos
llamado ninhidrina. Asimismo estas subfracciones se estudiaron por HPLC-RP-DAD vy
ESI/MS, que de acuerdo a las longitudes de onda UV absorbidas y a la falta de ionizacion,
esto nos indica que la naturaleza del compuesto o compuestos de interés con actividad
antitumoral no son de naturaleza peptidica, siendo un resultado innovador en el campo
de estudio de los Conus.

Palabras clave: Conus ximenes, cancer, citotoxicidad, apoptosis, MDA-MB-231
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Identification of cytotoxic agents, from the marines snail Conus Xximenes in the
cell line MDA-MB-231
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| Capitulo 1. Introduccién

El cancer es una de las principales causas de muertes en el mundo, predominando los
canceres de pulmén, estémago, higado, colon y mama. Se estima que las muertes por
cancer sigan aumentando en todo el mundo, pudiendo alcanzar Ia cifra de 11.5 millones

de defunciones y 15.5 millones de casos nuevos para el 2030, segln la OMS. En Ia

actualidad se cuenta con una gran variedad de farmacos quimioterapéuticos, gue han
| sido ampliamente utilizados. Sin embargo, estos se caracterizan por tener altos costos y
| efectos secundarios no deseados, por lo que existe la necesidad de buscar nuevas

opciones para el tratamiento del cancer, especialmente en productos de origen natural.

|
|
En la exhaustiva blsqueda de nuevas moléculas existe investigacién con los
gasterépodos marinos pertenecientes al género Conus. Estos caracoles se caracterizan
por ser depredadores venenosos y su genero comprende 700 especies .-5];;
aproximadamente. Cada especie puede tener un repertorio distintivo de entre 100 3 200 0d
conotoxinas (Essack ef al., 2012). Se estima que en el veneno de los caracoles Conus
existe un conjunto de mas de 50,000 componentes activos farmacolégicamente, cada |
1 uno con actividades fisioldgicas especificas, dirigiéendose a una variedad de receptores
| de membrana y canales i6nicos con alta afinidad, selectividad y potencia (Buczek et al.,
! 2005; Norton y Olivera, 2006). Se ha demostrado que la mayoria de las conotoxinas se
| dirigen especificamente hacia los canales idnicos activados por ligando y dependientes
de voltaje, en el sistema nervioso de Ia presa. Asimismo, actian en canales idnicos
homoblogos en mamiferos, los cuales son esenciales en el crecimiento incontrolado,
disminucion de la apoptosis, angiogénesis desorganizada, y en la migracién, invasion y

metastasis, teniendo un rol fundamental en el desarrollo de cancer (Essack et al., 2012;

molécula(s) en el veneno del caracol Conus ximenes, con actividad citotéxica en la linea

|

|

|

" ‘ Kunzelmann, 2005). En este trabajo se pretende encontrar y caracterizar una(s)
celular de cancer de mama MDA-MB-231, teniendo como finalidad, innovar y ampliar el
|

panorama de busqueda molecular dentro del veneno de C. ximenes.




Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Caracteristicas generales del Género Conus

Los moluscos marinos pertenecientes al género Conus, se caracterizan por ser
depredadores, que utilizan su complejo veneno para capturar su presa, defenderse de
otros y disuadir competidores (Olivera, 2002). Este género se comprende de 700
especies aproximadamente (Essack ef al., 2012). El veneno de cada especie contiene un
repertorio distintivo de mas de 200 componentes activos farmacolégicamente, teniendo
como diana principalmente diferentes canales iénicos dependientes de voltaje y activados
por ligando (Becker y Terlau, 2008).

Los Conus o Cénidos, se clasifican dentro de la familia Conidae, la cual junto a las familias
Terebridae y Turridae, pertenecen a la Superfamilia Conoidea (Olivera, 2002). El género
Conus, tienen como particularidad la presencia de un aparato venenoso altamente
especializado, en el cual se sintetiza el veneno para luego ser expulsado hacia la
probdscide, con la finalidad de ser inyectado en la presa (Norton y Olivera, 2006). Con
respecto a la accién del veneno en la victima, diferentes conopéptidos se pueden agrupar
de acuerdo a su rol biolégico en la inmovilizacién de Ia presa. Por ejemplo algunos han
demostrado ser importantes para la inmovilizacién rapida de la presa llamados “lightning
strike cabal’, mientras que otros ejercen su accién durante las fases tardias del
envenenamiento, lo que resulta en un irreversible bloqueo de la transmisién

neuromuscular llamandoles "motor cabal' (Becker y Terlau, 2008).

La mayoria de los Conus son nocturnos, cuando los peces estan relativamente inactivos
(Olivera, 2002). Estos organismos cuentan con dos ojos, sin embargo su vision es pobre,
por ello requieren de una destreza quimiosensora para atacar a su presa (Terlau vy
Olivera, 2004). Casi todos los Conus prosperan en habitats tropicales, particularmente
alrededor de los arrecifes de coral. Aun cuando algunas pocas especies se han adaptado
a vivir en aguas frias, existe una diversidad menor en especies de este género fuera del
tropico (Olivera, 2002). Las interacciones biologicas de los caracoles cénicos con otros

animales en sus respectivos habitats, proporciona una base general de por quée cada
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especie de Conus ha evolucionado hasta tener Su propio repertorio molecular en sus
venenos (Olivera, 2002). No obstante, la mayoria de las interacciones bi6ticas entre los
Conus y otros animales, son desconocidas (Terlau y Olivera, 2004).

Los caracoles Conus generalmente se dividen en tres grupos de acuerdo a |3 presa
envenenada. Existe el grupo de los vermivoros, que es el mas grande y se alimentan de
poliquetos y gusanos como los hemicordados y equiuroideos. E| segundo grupo son los
moluscivoros, ya que cazan otros moluscos gasterépodos. Por tltimo, esta el grupo de
los piscivoros, que inmovilizan peces, siendo el mas notable ya que cuenta con venenos

de mayor potencia que inmovilizan rapidamente la presa (Terlau y Olivera, 2004).

2.2 Componentes del veneno del género Conus

Tipicamente el veneno de los Conus, consiste de un fluido lechoso que contiene
pequenos granulos insolubles, proteinas insolubles, péptidos y componentes de bajo
peso molecular (Tucker, 1985). Una variedad de pequefias moléculas han sido
detectadas en el veneno de los Conus, sin embargo sélo dos de éstas han sido
identificadas. Estas moléculas son Ia serotonina y el acido araquidonico, las cuales estan
presentes en el veneno de Conus imperialis y Conus textile, respectivamente (Terlau y
Olivera, 2004). Los péptidos han sido el componente mas caracteristico y predominante
dentro del veneno de los Conus, conocidos como conotoxinas o conopeptidos (Mcintosh
ef al,. 1999). Estos son péptidos de 12 a 46 aminoéacidos de longitud que contienen un
gran numero de residuos de cisteing (Fedosov et al, 2012). Las conotoxinas o}

conopéptidos tienen modificaciones postraduccionales, lo que genera una alta diversidad

| quimica que puede explicar su especificidad para objetivos macromoleculares (Kaas et

al., 2010). Dichas modificaciones postraduccionales incluyen la hidroxilacion de prolinas
y la O-glucosilacion de serinas o treoninas, asi como otras modificaciones inusuales como
la carboxilacién en glutaminas, bromacién en triptéfanos y sulfatacion en tirosinas (Terlau
y Olivera, 2004). De acuerdo a Lewis en 2009, existen dos divisiones de los componentes
del veneno de los Conus, clasificandose de acuerdo a su letalidad y enlaces disulfuros.

Las conotoxinas, estan compuestos de multiples enlaces disulfuros Y provocan efectos
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letales en sus presas. Mientras que los conopéptidos, estan compuestos de un enlace
disulfuro o sin enlace disulfuro y su efecto no llega a ser letal (Terlau y Olivera, 2004).

2.3 Produccién del veneno y elementos del aparato venenoso

El sistema de administracion del veneno de los moluscos marinos del geénero Conus,
consiste en un sofisticado aparato venenoso formado por un conducto venenoso, bulbo
venenoso y dientes radiculares, principalmente (Figura 1) (Olivera, 2002).

Dientes
“Arpén” radulares

Bulbo
venenoso

Prohdscide

Glandula
salival
Faringe Esdfago

Figura 1: Diagrama del aparato venenoso de los moluscos marinos del género Conus (Norton y
Olivera, 2006).

Los componentes activos biolégicamente del veneno de los Conus, son sintetizados en
las células epiteliales que revisten el conducto tubular venenoso. El veneno es expulsado
hacia la probéscide con la fuerza muscular proporcionada por el bulbo venenoso y a la
vez el diente radular se mueve de forma individual en Ia probéscide, sirviendo como arpoén
y aguja hipodérmica para la inyeccién del veneno en la presa (Norton y Olivera, 2008).
Las conotoxinas son codificadas genéticamente como pequefias proteinas que
inicialmente se traducen como un precursor prepropeptido o precursor peptidico, el cual
consiste de una secuencia sefal llamada region “pre” (~25 aminoacidos), seguido de una
region espaciadora nombrada region “pro” (~20-40 aminoacidos) y en la parte C-terminal

representa la region de la toxina madura (~10-40 aminoacidos) (Figura 2) (Becker y
Terlau, 2008; Olivera, 20086).
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Figura 2. Esquema de la organizacién del precursor peptidico de las conotoxinas. i
El precursor peptidico se expresa en las células epiteliales que recubren el ducto f{:

% venenoso. Estos precursores se clasifican en "superfamilias de genes”, basados en las
‘ similitudes de secuencia de sus secuencias sefial o region “pre” (Kaas et al., 2010) como
se puede observar en la Figura 3. El precursor peptidico se somete a varios pasos de
maduracion probablemente en el reticulo endoplasmico y/o el aparato de Golgi, con la
sucesiva escision enzimatica de su secuencia de sefal o region “pre” y la regién “pro”
(Kaas et al., 2010). Luego de estos pasos de maduracion se producen las modificaciones
postraduccionales que sirven como caracteristica para otras clasificaciones (Fedosov et

al., 2012; Kaas et al., 2010).

Por dltimo, dentro de las superfamilias de genes, los conopéptidos pueden tener distintas
dianas, clasificAndose de acuerdo a sus propiedades farmacologicas (Becker y Terlau,
2008). Las diferencias en los enlaces disulfuros y cisteinas, forman conformaciones
variables, contribuyendo a la selectividad de los. conopéptidos para ciertos receptores y
canales i6nicos (Shen et al,2000). La clase del receptor diana y el efecto (agonistas,

antagonistas, retraso en la inactivacién) definen las "familias farmacologicas” (Kaas et

al., 2010). Otras clasificaciones utilizadas por diferentes autores son el nimero de
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conotoxinas maduras, el nimero de especies, los subtipos de especies, tipo de dieta de

la especie y ubicacion geografica de las especies (Kaas ef al., 2010).
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Figura 3. Maduracion y clasificacién de los conopéptidos (Kaas et al., 2010)

2.4 Espécimen de interés

Los especimenes pertenecientes a la especie Conus ximenes, tienen una concha que
contiene filas de puntos sobre ella, tanto en el angulo del hombro como en la sutura con
el espiral adyacente. Inclusive se encuentran con frecuencia manchas color marrén que
atraviesan todo el ancho de la concha y su abertura es de color plrpura o lavanda (Figura
4). Los caracoles miden aproximadamente 16.5 mm de longitud y se encuentran en Baja
California, México principalmente en Bahia de Ioé Angeles (Tucker, 1987). Asimismo se

han reportado en Panama, Islas Galapagos, Ecuador y Perd. Habitan en el infralitoral

areno-fangoso, llegando hasta una profundidad de 91.4 metros (Paredes et al., 2010).




Figura 4: Organismo diseccionado Conus ximenes, junto a su aparato venenoso.

2.5 Cancer

2.5.1 Aspectos generales

El cancer se refiere a un grupo de condiciones que han manifestado un desarrollo
maligno, es decir una division celular sin regulacion ni verificacion, dirigiendo Ia
metastasis (Pelengaris y Khan, 2013). Las células se vuelven cancerigenas cuando no
son capaces de responder normalmente a las sefiales quimicas de otras células y en
lugar de detenerse, contintian creciendo y dividiendose (Silverstein et al., 2006). Esta
patogénesis implica cambios dinamicos en el genoma que en ultima instancia perjudican
la homeostasis normal del tejido, teniendo seis caracteristicas distintivas como
enfermedad neoplasica (Figura 9) (Prevarskaya ef al., 2010). Las alteraciones genéticas
las responsables de Ia tumorigénesis son tres: los oncogenes, los genes supresores de
tumores y los genes de estabilidad (Vogelstein y Kinzler, 2004). Los canceres de pulmén,
estomago, higado, colon y mama, son los tipos de canceres con una mayor tasa de
mortalidad en el mundo. De acuerdo a la OMS, se estima que las muertes por cancer
sigan aumentando en todo el mundo y alcancen la cifra de 11.5 millones de defunciones

y 15.5 millones de casos nuevos para el 2030 (hitp://www.whaint/features/qa/T Bles/).
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Figura 5: Caracteristicas distintivas del cancer como enfermedad neoplasica (Hanahan y Weinberg,
2011).

2.6 Cancer de mama

Desde hace varias décadas, el cancer de mama es una grave amenaza para la salud a
nivel mundial. Esta afeccion es la segunda causa de muerte en mujeres de 30 a 54 afios
de edad y se estima un incremento notable cercano a 16,500 nuevos casos anuales para
2020 en México (Knaul ef al., 2009). Esta afeccion tiene como factores de riesgo la
menarquia temprana, menopausia tardia, obesidad, anticonceptivos orales, terapia
hormonal para la menopausia, vida sedentaria y adicciones como el alcohol y la nicotina
(Key et al., 2001).

2.7 Linea celular de cancer de mama MDA-MB-231

La linea celular de adenocarcinoma MDA-MB-231 es una de las mas utilizadas para el

estudio experimental in vitro del cdncer de mama hormono-independiente (negativa al
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receptor de estradiol, RE-) (Figura 6). Estas células fueron aisladas en 1973, a partir de

una muestra de derrame pleural de una paciente con cancer de mama que fallecié de

esta enfermedad en el M.D. Anderson Hospital and Tumor Institute en Houston, Estados
Unidos (Cailleau et al., 1978).

Figura 6: Imagenes de células de adenocarcinoma de mama, MDA-MB-231. La fotografia (A) fue
tomada con un objetivo 10X, mientras que la fotografia (B) fue tomada con un objetivo 40X.

MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama ER-negativo que se deriva de un
adenocarcinoma mamario metastasico, el cual es altamente agresivo, invasivo y
pobremente diferenciado (Hong et al.,, 2010) . Las células MDA-MB-231, también se
relacionan con la sefializacion extrinseca derivada de factores de crecimiento y adhesion
celular. Esta linea celular presenta mutaciones en el gen p33, CDKN2A (Cyclin-
dependent kinase Inhibitor 2A), gen neurofibromatosis 2 (NF2), BRAF y KRAS, de
acuerdo a American Type Culture Collection (ATCC, USA).

2.8 Apoptosis y necrosis

Las células mamiferas al ser expuestas a agentes citotoxicos, padecen ciertos patrones
de muerte celular. Los patrones principales son la apoptosis y la necrosis (Bezabeh et al.,
2001). Estos parametros biol6gicos determinan el estado del cultivo celular, ya que

revelan condiciones especificas de la célula a nivel fisiolégico, morfoldgico, bioquimico y

genetico.
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El término apoptosis se describe como la muerte celular programada, caracterizada por
cambios morfolégicos definidos como; encogimiento celular, condensacién de Ia
cromatina, globulacién de la membrana y finalmente, la formacién de cuerpos apoptéticos
(Saraste y Pulkki, 2000). La apoptosis viene acomparfiada de procesos bioquimicos como;
la activacion de las capasas iniciadoras y efectoras, la liberacién del complejo citocromo
C desde la mitocondria, la externalizacidon de la fosfatidilserina en la membrana
plasmatica, la escision de la polimerasa poli (ADP-ribosa) (PARP) y la fragmentacion del
ADN internucleosomal (Sundquist et al., 2008). La células apoptoticas son rapidamente
fagocitadas por los macréfagos o células adyacentes, siendo la apoptosis activada en

muchos farmacos quimioterapéuticos en contra del cancer (Bezabeh et al., 2001).

Por otra parte el término necrosis, usualmente se refiere a la muerte celular no
programada (Amaravadi y Thompson, 2007). La necrosis resulta de una abrumadora
lesion celular fisica y se distingue por la inflamacion de los organelos celulares,
fragmentacién del nticleo y cromatina y ruptura de la membrana plasmatica, permitiendo
la salida de proteinas intracelulares que provocan dafios en el sistema inmunitario del
hospedero, resultando a menudo en dafios a tejidos normales (Amaravadi y Thompson,
2007; Bezabeh et al., 2001).

2.9 Conotoxinas y sus dianas

2.9.1 Canales iénicos

Los canales i6nicos son estructuras que atraviesan la membrana plasmatica formando
poros y que permiten el flujo selectivo y rapido de determinados iones a favor de un
gradiente quimico y eléctrico (Moro et al., 2009). El transporte de iones es un componente
clave en diversos procesos biolégicos como en la transduccién de sefales, expresion
génica, secrecién de hormonas, contraccion muscular, respuesta inmune, regulacién del
volumen celular, proliferacion celular y en la generacion y conduccién de impulsos
eléctricos a lo largo de los nervios (Ko et al, 2013). Ademas los parametros

homeostaticos como la concentracion de iones intracelular, el pH citosdlico y el volumen

celular, son gobernados por la actividad de los canales idnicos.
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Los canales i6nicos suelen denominarse en funcién a su permeabilidad y selectividad de
iones (Figura 7). Se clasifican en respuesta a cambios en el potencial de membrana
(canales dependientes de voltaje), a ligandos extracelulares (canales dependientes de
ligandos extracelulares) y en respuesta a elementos intracelulares generados por
ligandos sobre los receptores, como segundos mensajeros, subunidades de proteinas G
y ATP (Armijo ef al., 2000). También estan los canales mecano-dependientes, que son
estimulados por algiin estrés mecanico que tensiona o distiende las moléculas que

conforman el canal (Taleisnik, 2006).

Un nuimero creciente de estudios han implicado a los canales i6nicos en muchos aspectos
del cancer, como en el crecimiento incontrolado, disminucién de la apoptosis,
angiogénesis desorganizada, migracién agresiva, invasion y metastasis (Cuddapah y
Sontheimer, 2011). Ademas durante el cambio de las células epiteliales normales a
céulas cancerigenas ocurren una serie de alteraciones genéticas, que pueden afectar la
expresion de los canales idnicos ¢ cambiar la actividad de los mismos, induciendo la

proliferacion de tumores (Kunzelmann, 2005). 3

Dependientes Asociados a Asociados a fAecanict -
de voltaje ligandos ligandos dependientes
extracelulares intracelulares

L

R

i |
CITOSOL

Las conotoxinas tienen como blancos moleculares los canales iénicos y son capaces de

l

Figura 7. Tipos de canales i6nicos (Alberts et al., 2006).

discriminar entre isoformas moleculares estrechamente relacionados de los miembros de

una familia de canales iénicos en particular, por lo que son una herramienta cada vez

mas importante para la investigacion de los diferentes estados, transiciones y funcién de
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los canales idnicos.Se han identificado tres familias distintas de conopéptidos conocidas
por atacar los canales de sodio dependientes de voltaje (NaV). Las familias &-
conotoxinas, p-conotoxinas y pO-conotoxinas, actlian sobre los canales de sodio,
retrasando o inhibiendo la activacion rapida de estos canales (Lewis, 2009). La expresion
de canales NaV promueve una alta movilidad e invasividad celular, incrementando el
potencial metastasico de las células cancerigenas (Lewis et al., 2007). Especificamente
los canales NaVI.5 y NaVI.7, que se expresan en canceres epiteliales como de pulmén,

prostata, cervico-uterino y mama (Pedersen y Stock, 201 3).

También se conoce la familia uO-conotoxinas y w-conotoxinas (Ejemplos; w-GVIA y w-
MVIIA) que inhiben la conductancia de los canales de calcio, interviniendo con ciertas
vias de sefializacién que desempefian un papel importante en la iniciacién del cancer,
formacién y progresién de tumores, metastasis, invasion y angiogénesis (Lewis, 2009:
Parkash y Asotra, 2010)

Por otro lado, ciertos conopéptidos tienen como diana los canales de potasio, se han
caracterizado como k-conotoxinas y existe suficiente evidencia gue sefala que los
canales de potasio (K*), juegan un rol importante en la regulacién de la proliferacion
tumoral, progresién del ciclo celular y apoptosis, en el cancer de mama (Strolb et al,,
1995). Especificamente durante el ciclo celular, en la progresién desde la fase G1 a la
fase §, los canales de K* abiertos permiten la salida de iones de potasio, hiperpolarizando

el potencial de membrana, siendo esto la transduccién de sefial en el cancer de mama.

2.9.2 Receptores celulares

Los receptores celulares se pueden clasificar de acuerdo a su ubicacién y ligando. Se
dividen en ligandos con receptores citoplasmaticos y ligandos con receptores en la
membrana plasmatica (Sadava et al., 2009). En los mamiferos, existen tres tipos de
receptores de membrana plasmatica bien -estudiados, siendo los receptores de
membrana relacionados a canales iénicos, receptores de membrana asociados a

enzimas y los receptores acoplados a proteinas G (Curtis ef al., 2008). Siendo estos

receptores, posibles dianas ya que los componentes activos farmacolégicamente del
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veneno de los Conus, se dirigen a receptores celulares y transportadores, al igual que a
canales idnicos (Buczek et al., 2005; Norton y Olivera, 2006).

De acuerdo a Shen y colaboradores en 2000, los conopéptidos han evolucionado con el
fin de actuar en dianas comunes. Por ejemplo, las a-conotoxinas inhiben los receptores
neuromusculares nicotinicos (NACH), mediante la inhibicién de los sitios de unién de
acetilcolina. Estas conotoxinas tienen aplicaciones potenciales como tratamientos para
la ansiedad, enfermedad de Parkinson, dolor, como relajantes musculares y agente
antihipertensivo (Shen et al., 2000). Ademas pueden ser usadas como tratamiento para
cancer pulmonar de células Pequenas, este tipo de cancer es altamente agresivo, esta
compuesto de células neuroendécrinas secretoras que expresan los receptores nACH.
Sin embargo las Y-conotoxinas, inhiben el mismo receptor nACH a través de un
mecanismo no competitivo (Shen ef al., 2000).

Por otro lado, estan las familias de conotoxinas y conopéptidos, que actuan en el

transportador de norepinefrina (X-conopéptidos), en los receptores a1-adrenérgicos (p-

conopeptidos), los receptores NMDA (conantoquinas), el receptor de la vasopresina

(conopresinas) y el receptor de neurotensina (contulakinas) (Lewis, 2009).
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Capitulo 3. Justificaciéon

El cancer es una de las enfermedades de mayor aumento en los ultimos afos,
atribuyéndole 7.6 millones de defunciones ocurridas en todo el mundo en 2008 (OMS,
2014). En la actualidad existen una gran cantidad de farmacos en contra de la
enfermedad del cancer. Sin embargo estos se caracterizan por sus altos costos
econodmicos y efectos secundarios que inducen severos dafios a tejidos y a células.
normales (Abdel-Rahman ef al., 2013). Es por esto que se ha intensificado la busqueda
de nuevas terapias de origen natural en contra del cancer, con el fin de disminuir los

efectos secundarios y los altos costos financieros que esta enfermedad provoca.

La expresion de algunos canales idnicos, se han relacionado en muchos aspectos del
cancer, como en el crecimiento incontrolado, disminucién de |la apoptosis, angiogénesis
desorganizada, migracidon agresiva, invasion y metastasis. Mientras que el analisis
bioguimico de los componentes del veneno del género Conus, ha revelado un gran
numero de péptidos y moléculas, que se dirigen con muy alta afinidad y selectividad a
una variedad de receptores membranales y canales idnicos, que los hace candidatos
ideales para el desarrollo de potenciales terapias anticancerigenas (Terlau y Olivera,
2004). Es por esto que se pretende identificar una(s) molécula(s) en el veneno del caracol
marino Conus ximenes, con actividad citotoxica contra la linea celular de cancer de mama
MDA-MB-231 con la finalidad de ampliar el panorama de blsqueda de novedosos

farmacos antitumorales.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar el potencial del veneno del caracol Conus ximenes como fuente de moléculas

bioactivas para el aislamiento de compuestos contra la linea celular de cancer de mama
MDA-MB-231.

4.2 Objetivos Particulares

o Aislar molécula(s) del veneno de caracol marino Conus ximenes con actividad
citotéxica o moduladora de la divisién celular sobre la linea celular de cancer de
mama MDA-MB-231.

® Determinar la via de accion de la(s) molécula(s) purificada(s) del veneno crudo del
caracol marino Conus ximenes en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-
231.

® Determinar la naturaleza de la(s) molécula(s) que presenten actividad biologica

sobre la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.
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Capitulo 5. Hipotesis

En el veneno del caracol marino Conus ximenes, existe por lo menos una molécula con

actividad citotéxica sobre la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.
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Capitulo 6. Metodologia

6.1 Organismos y extraccion del veneno

Los especimenes de C. ximenes se recolectaron en Bahia de los Angeles, Baja California,
México, durante el mes de Febrero del 2013. El veneno se obtuvo mediante la diseccién
de los organismos, extrayendo el aparato venenoso. Se procedié a separar el veneno
colocando el conducto venenoso en un homogenizador de vidrio junto a 1 ml de solucion
C (Anexo 2) por cada 20 caracoles aproximadamente. Posteriormente, se centrifugé a
14,000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4°C. Luego se recuperd el
sobrenadante, el cual se liofilizé6 para su almacenamiento a -80°C, hasta su utilizacién
(Figura 8).
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Figura 8. Pasos en la extraccion de veneno crudo proveniente del caracol marino Conus ximenes.

6.2 Separacion del veneno crudo por cromatografia liquida de alto

desempeiio de fase reversa (RP-HPLC)

El extracto de los aparatos venenosos se resuspendié en solucion A (Anexo 1) y se

inyectd en un cromatografo Agilent 1220 (Agilent Technologies, USA), utilizando una

precolumna Zorbax C18 (StableBond Analytical, 4.6 x 12.5 mm, 5um, Agilent
Techonologies, USA) y una columna Zorbax 300SB-C18 (5 um, 4.6 x 250 mm, 300 A), la

cual se equilibro con soluciéon B (Anexo 1). La muestra se corrié en un flujo constante de
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1 ml/min, con un gradiente lineal de 0% a 60% de solucién B (Anexo 1), durante 60
minutos. La deteccién de los componentes se realizé por absorcién de luz UV a una
longitud de onda de 230 nm y se colectaron fracciones cada 5 minutos obteniéndose 13
fracciones en total. Estas fracciones se liofilizaron y almacenaron a -80°C hasta su
utilizacién en ensayos citotoxicos (Figura 9).
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Figura 9. Pasos a realizar en la separacion del veneno crudo por cromatografia liquida de alto
desempefio de fase reversa (RP-HPLC)

6.2.1 Purificacion de fracciones individuales

Las fracciones anteriormente separadas vy liofilizadas se resuspendieron en solucién A
(Anexo 1) y para obtener subfracciones, se utilizd un cromatografo Agilent 110 (Agilent
Technologies, USA), precolumna Zorbax C18 (StableBond Analytical, 4.6 x 12.5 mm, 5
um, Agilent Techonologies, USA) y una columna Zorbax 300SB-C18 (5 um, 4.6 x 250
mm, 300 A). La deteccién de los componentes fue monitoreada mediante absorcion en
UV a una longitud de onda 230 nm, siguiendo las condiciones de corrida presentadas en
la Tabla 1. Los picos que eluyeron fueron colectados, liofilizados y almacenados para

posteriormente probar estas muestras en ensayos de actividad biolégica.




Tabla 1. Condiciones cromatograficas utilizadas en las purificaciones de las fracciones Il y IlI,
colectadas en la separacion del veneno crudo de Conus ximenes.

L FlIl ’ 0%-7.5% 20 1 ml/min.

6.3 Cultivo de la linea celular de cancer

6.3.1 Preparacion del material y equipo

El material y equipo, utilizado para trabajar con lineas celulares fue estérilizado y se
trabajo todo el tiempo dentro de la campana de flujo laminar, con el propdsito de mantener
condiciones de trabajo asépticas. El medio utilizado para el cultivo celular (Leibovit'z -
15) fue suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y antibitico antimicético

(Penicilina 10,000 U mi, Estreptomicina 10 ug ml-* y Anfotericina B 5 pg mlI'GIBCO) al
1%.

6.3.2 Descongelamiento y cultivo de Ia linea celular

La linea celular MDA-MB-231 criopreservada previamente, se descongeld a temperatura
ambiente, dentro de la campana de flujo laminar. Luego de ser descongeladas se tomo 1
ml de suspension celular y se transfirié a un tubo conicos de 15 ml afiadiendo 9 ml de
medio Leibovit'z L-15. Se centrifugd el tubo (125 x g durante 5 minutos 3 4°C) y se
descarté el sobrenadante. Posteriormente se resuspendio el paquete celular en 1 ml de
medio de cultivo Leibovit'z L-15, para finaimente pasarlo a una caja de cultivo celular,

junto a 9 ml de Leibovit'z L-15. La caja de cultivo se colocé en una incubadora 2

temperatura de 37 °C, en una atmésfera libre de COz2 durante 24 horas. Diariamente se

observaron las células en un microscopio invertido (Olympus CKX41), con contraste de
fases.
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6.3.3 Desprendimiento de la linea celular MDA-MB-231

Al tener aproximadamente 70% de monocapa celular en cultivo sobre el area de la
superficie, se procedid a separar las células de la caja de cultivo. Inicialmente, con la
ayuda de una pipeta se retiré y descarté el medio de cultivo Leibovit'z L-15, se le hizo un
lavado breve con 2 ml de PBS con la finalidad de remover trazas de SFB el cual contiene
un inhibidor de Tripsina-EDTA. Se removi¢ el PBS de la caja de cultivo y se le adicionaron
2 ml de Tripsina-EDTA. Se observd bajo microscopio invertido durante 10 minutos

aproximadamente, hasta que la capa celular se dispersara del fondo de la caja de cultivo.

6.3.4 Subculfivo de las células MDA-MB-231

Para expandir la linea celular MDA-MB-231, se procediéo a tomar la capa celular
desprendida de la caja de cultivo, adicionandole 8 ml de medio Leibovitz L-15 y
homogenizandola por pipeteo. Luego se procedi® a pasar 5 ml de la solucién
homogenizada a una caja de cultivo nueva. Dando como resultado dos cajas de cultivo
con 5 ml de solucién homogenizada, a las cuales se les sumo 5 ml de medio de cultivo
Leibovit'z L-15 nuevo. Por dltimo, ambas cajas de cultivo se incubaron a temperatura de

37°C en un atmoésfera libre de CO2 durante 24 horas.

6.3.5 Conteo celular

Para el conteo celular de la linea MDA-MB-231, se preparé una solucion que contiene 10
pl de solucion homogenizada (resultante del apartado 9.3.4) y 10 ul del colorante azul de
tripano. Se colocaron 10 yl de esta mezcla en una camara de Neubauer, utlizando el
meétodo de exclusion de colorante de azul de tripano, las células se contabilizaron por
cuadrante y luego se sumo el resultado de cada cuadrante. El total se divididé por el
numero de cuadrantes que es cuatro, luego se multiplicéd por el factor de dilucién que es
dos, después se multiplicé por 10000 y por ultimo se multiplicéd por 10, que es el volumen
total de la solucién homogenizada. Por Ultimo, se obtuvo la concentracion celular en un

volumen de 10 ml.
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6.3.6 Criopreservacion de la linea celular MDA-MB-231

La solucién homogenizada (resultante del apartado 9.3.4) se trasfirié a un tubo conico de
15 ml. Posteriormente, se centrifugd el tubo a 125 x g durante 5 minutos a 4°C. Se retiré
el sobrenadante y el paguete celular se resuspendi6é con 1 ml de solucion Leibovit'z L-15
/ DMSO (5%). Por ultimo, se coloc6 inmediatamente en viales de criopreservacion para

almacenarlos a -80 °C.

6.3.7 Incubacion de células de prueba

Las células MDA-MB-231, que fueron utilizadas en bioensayos se cultivaron en una placa
de cultivo de 96 pozos y se adicionaron aproximadamente 5,000 células por pozo. Las
células se preincubaron a 37 °C en una atmésfera libre de CO2 para esperar la
adherencia de las células a la placa de cultivo y a tener un 70% de confluencia celular.
Posteriormente, estas se incubaron durante 12 horas en medio de cultivo sin suero fetal
bovino en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Al finalizar estos periodos

de incubacion, las células son expuestas a las subfracciones a ensayar.

6.4 Bioensayos

6.4.1 Ensayos citotoxicos

Para los ensayos citotoxicos se utilizdé una placa de cultivo de 96 pozos. Se adicionaron
aproximadamente 5,000 células por pozo, ademas se agregaron cada una de las
fracciones o subfracciones obtenidas por RP-HPLC. El ensayo se realizé por triplicado.
Previamente, se calculd la cantidad de células necesarias en total y se realizé una dilucion
para un volumen de 190 ul por pozo. Las concentraciones de las fracciones o
subfracciones usadas se adicionaron por separado en un volumen de 10 pl, para asi

obtener 200 pl por pozo como volumen final.
Se adicioné como control positivo DMSO al 10%, control negativo 10% de H20 dd y como

blanco, medio de cultivo Leibovit'z L-15. La placa de cultivo se incubd a 37 °C en un

ambiente libre de CO2 durante 24 horas. Posteriormente, se realizé la evaluacion de la

CICESE
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viabilidad celular utilizando el ensayo de MTS/PMS (CeliTiter 96 AQueous Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay, Promega, USA), siguiendo el protocolo del fabricante. El MTS
((3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5(3-carboximetilfenil))-2(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) es un
compuesto de tetrazolio y el PMS (metosulfato de fenazina) es un reactivo de
acoplamiento de electrones (ATCC, USA). El ensayo MTS/PMS es un método
colorimétrico, en el que se mide la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), situada en las mitocondrias celulares de las células metabélicamente activas. Esta
enzima reduce el MTS a un producto de formazan, mientras que la cantidad de formazan
se mide de acuerdo a las absorbancias en una longitud de onda de 490 nm luego de 1
hora de incubacién con la solucién MTS/PMS. La cantidad de formazan es directamente
proporcional al numero de células vivas posterior al tratamiento con las

fracciones/subfracciones.

En el andlisis estadistico realizado se hizo con la prueba f de student sobre los datos
crudos de las absorbancias entre los tratamientos, suponiendo que los datos son
normales. Se consideré que el tratamiento fue significativamente diferente al control

negativo cuando el valor de p<0.05.

6.4.2 Efectos de las subfracciones del extracto proveniente de Conus ximenes
sobre la morfologia de las células MDA-MB-231

La muerte celular es un proceso fundamental en la homeostasis de cualquier organismo,
los dos tipos principales de muerte celular son la apoptosis y la necrosis. Ambos procesos
se caracterizan por cambios morfolégicos y bioquimicos como se describe en el apartado
2.8. Se caracterizaron los cambios morfolégicos producidos por las subfracciones FII.6 y
Flll.2 en las células MDA-MB-231. Estas células fueron incubadas como se describe en
el apartado 6.3.7. Posteriormente, se probaron las subfracciones que presentaron
actividad citotOxica, de forma individual durante 24 horas. Se realizé por triplicado cada
tratamiento (subfracciones y controles). Se incluyeron dos controles positivos, PMA 40uM
como control para determinar apoptosis (Anexo 3) y H202 100 uM para determinar la

necrosis. El control negativo fue incubar las células MDA-MB-231 sin adicion de un

agente externo. Al culminar las 24 horas de exposicion las células fueron observadas vy
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fotografiadas mediante un microscopio invertido (Olympus CKX41), utilizando la técnica
de contraste de fases.

6.4.3 Ensayos para la deteccién de apoptosis, mediante la activacién de las

caspasas-3 y caspasas-7

La activaciéon de las caspasas es uno de los procesos enzimaticos relacionados
directamente con la muerte celular programada. Con la finalidad de evaluar si la
disminucién de la viabilidad celular por las subfracciones probadas del ceneno de Conus
ximenes se debe a un evento apoptético, se usé el reactivo de deteccién de apoptosis
CellEvent Caspase-3/7 Green (LifeTechnologies, USA), siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Este reactivo consiste en un péptido de 4 aminoacidos
(DEVD) conjugado a un acido nucleico de fijacion de colorante. Después de la activacién
de la caspasa-3 o caspasa-7 en células apoptdticas, el péptido DEVD se escinde, lo que
permite que el fluoréforo se una al ADN y produzca una emisién a una longitud de onda
de 530 nm.

Para este bioensayo, células fueron incubadas como se describe en el apartado 6.3.7.
Posteriormente, se adicionaron los tratamientos (subfracciones individuales que
presentaron actividad citotéxica) por triplicado. El tiempo de exposicién de las células
MDA-MB-231 junto a las subfracciones fue de 24 horas, 12 horas, 8 horas y 4 horas. Se
agregé como control positivo PMA 40uM (Anexo 3) y control negativo 10% H20 dd.

6.5 Citometria de flujo para la deteccién de necrosis

El yoduro de propidio (Pl) (Sigma-Aldrich, USA), es un compuesto fluorogénico de
intercalacion nuclear en células necréticas. Este se diluyé en H20 dd a una concentracion
de 100 pg/ml (Vermes, Haanen y Reutelingsperger, 2000). Esta tincion se llevd a cabo
para la deteccién y cuantificacion de células MDA-MB-231 en necrosis, luego de ser

expuestas a las subfracciones con actividad citotéxica.
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Las células que se utilizaron para este bioensayo fueron incubadas de acuerdo a los
descrito en el apartado 6.3.7. Posteriormente, estas células se expusieron a las
subfracciones de interés por triplicado, durante 24 horas. Se agregé como control positivo
H202 100 pM y como control negativo se consideré a las células MDA-MB-231 incubadas
s6lo en medio de cultivo Leibovitz L-15. Al concluir el tiempo de incubacion
predeterminado, se pasé el medio de cultivo a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se hizo un
lavado con 100 pl de PBS, afiadiéndose al mismo tubo y se adicioné 100 ul de tripsina-
EDTA. Se observé bajo microscopio invertido durante 10 minutos aproximadamente,
hasta que la monocapa celular haya quedado desprendida de la placa de cultivo. Las
celulas se resuspendieron en 200 pl de medio de cultivo y se homogenizaron por pipeteo,
las células se pasaron al tubo eppendorf 1.5 ml junto al medio de cultivo y PBS. Esta

suspension celular, se centrifugd a 800 x g por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se descarto el sobrenadante y se resuspendid el paquete celular con 500 ul de solucién
PBS-SFB (1%) para finalmente, adicionar 5 pl de yoduro de propidio. Las células se
tifieron durante 15 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Posterior a la
incubacién, las muestras se mantuvieron en hielo y se procesaron aproximadamente
25,000 células MDA-MB-231, en el clitdmetro de flujo Attune® Acoustic Focusing (Life
Technologies, USA). Emitiendo una fluorescencia con una longitud de onda de 574/26

nrm.

6.6 Cromatografia liquida de alto desempeio de fase reversa con
detector UV de arreglo de diodos (HPLC-RP-DAD)

Las fracciones previamente separadas y liofilizadas, se resuspendieron en solucion A
(Anexo 1), para luego ser analizadas en diferentes longitudes de onda mediante HPLC-
RP con detector UV-DAD, siguiendo las condiciones de corrida presentadas en la Tabla
2. Se utilizé un cromatégrafo Agilent Infinity 1200 con detector de arreglo de diodos (DAD)
(Agilent Technologies, USA) y una columna Zorbax 300SB-C18, 5 uym, 4.6 x 250 mm, 300
A (Agilent Technologies, USA) para la separacién cromatografica.
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Tabla 2. Condiciones cromatograficas utilizadas en la

separacion de las subfracciones FII.6 y FllL.2
respectivamente, mediante RP-HPLC-DAD.
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Capitulo 7. Resultados

7.1 Extraccion de veneno crudo

Para la extraccién de veneno se trabajé con caracoles de la especie C. ximenes
recolectados en Bahia de los Angeles en 2013. Sin embargo al no variar los
cromatogramas entre venenos colectados en diferentes épocas y/o afios, se decidid
comenzar con un veneno, previamente extraido y liofilizado en 2010. Dicho veneno se

purificé en 13 fracciones por HPLC-RP.

7.2 Separacion por cromatografia de alto desempeiio de fase reversa
(RP-HPLC)

Se recolectaron 13 fracciones de la separacién cromatografica del extracto de los ductos
venenosos (veneno crudo) de Conus ximenes, que fueron nombradas en numeros

romanos. El resultado de esta separacion se muestra en la Figura 10
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Figura 10. Cromatograma obtenido del extracto de los aparatos venenosos (veneno crudo) de
Conus ximenes. Las fracciones colectadas se especifican en nlimeros romanos.
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7. 3 Ensayos citotéxicos

7.3.1 Ensayo citotéxico de las 13 fracciones de veneno total de Conus ximenes

Las 13 fracciones obtenidas en la separacion del veneno crudo, se llevaron a una
concentracion de 50 ug/ml para realizar ensayos de citotoxicidad con fracciones de
veneno total. En la Figura 11, se observan que las fracciones I, II, Il y IV disminuyeron la
supervivencia celular a un 53%, 52%, 52% y 40% respectivamente, siendo las de mayor
actividad citotéxica en las células MDA-MB-231. Sin embargo, se decidié continuar
trabajando sélo con las fracciones || y lll, ya que en la fraccién | fue colectado el frente
del solvente mayoritariamente. La fraccién IV se descarté debido a la poca definicion de

los picos a una longitud de onda de 230 nm como se observa en la Figura 10.
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Figura 11. Efecto de las 13 fracciones obtenidas en la purificacion por HPLC-RP del veneno total de
C. ximenes. Donde el Ctrl + significa control positivo (DMSO al 10%) y Ctrl - significa control hegativo
(H20 dd estéril). Cada fraccién fue agregada a una concentracién de 50 Hg/ml.

Las barras representan los valores obtenidos para la viabilidad celular. Las fracciones

marcadas con un asterisco, presentaron diferencias significativas, respecto a su control
negativo (p<0.05).

De acuerdo a estos resultados, se procedié a Ia purificacion de la fraccion | y I,

individualmente por RP-HPLC, utilizando el metodo descrito en el apartado 6.2.1.

5;
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7.4 Purificacion por cromatografia de alto desempeiio de fase reversa
(RP-HPLC) de la fraccion Il y lll, individualmente

7.4.1 Purificacion de la fraccion Il

Se purificod la fraccion Il obteniéndose 9 subfracciones. Estas se nombraron FIIN,
donde FIllI significa que corresponden a la fraccion |l individual y N es el numero de cada
subfraccién. En el cromatograma que se muestra en la Figura 12, se puede observar las

9 subfracciones obtenidas de la fraccion Il.
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Figura 12. Cromatograma de la fraccion Il, correspondiente a los minutos 5-10 de la purificacién de
veneno total de Conus ximenes.

7.4.2 Purificacion de la fraccion Il

En la Figura 13, se observan las 3 subfracciones obtenidas de la purificacion de la
fraccion lll. Estas se nombraron FlII.N, donde Flll significa que corresponden a la

fraccion Il individual y N es el nimero de cada subfraccion.
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Figura 13. Cromatograma de purificacién de la fraccién lll individual correspondiente a los
minutos 10-15 de la corrida de veneno crudo de Conus ximenes.

7.5 Ensayos citotéxicos con las subfracciones de las fraccion Il y lil

7.5.1 Ensayo citotéxico en las células MDA-MB-231 con las subfracciones FIl.6 y

Flll.2, individualmente

Se realizé un ensayo citotdéxico con las subfracciones obtenidas y correspondientes a las
fracciones Il y Ill. En ensayos preliminares las subfracciones FIl.6 y FlIl.2 mostraron gran
disminucion de la viabilidad celular en la linea celular MDA-MB-231, ademas de que
representan los picos mayoritarios, de mejor definicion y mayor cantidad colectada en las

purificaciones. Se decidié continuar trabajando con las mencionadas subfracciones.

Para el ensayo citotoxico de la subfraccion FIl.6, ésta fue adicionada en una
concentracion de 4 pg/ul por pozo. En la Figura 14A, se muestra que la subfraccion F11.6
disminuyo en un 31% la viabilidad celular de |a linea celular MDA-MB-231. La subfraccion
FlI1.2, se probé a una concentracion de 1 ug/ul por pozo disminuyendo la viabilidad celular

en un 37% de la linea celular MDA-MB-231 (Figura 14B). Ambas subfracciones mostraron

diferencias significativas, respecto al control negativo (p<0.05).
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Figura 14. Efecto de las subfracciones FIl.6 y FlIl.2 en las células MDA-MB-231. Donde el Ctrl +
significa control positivo (DMSO al 10%) y Ctrl - significa control negativo (10% de H.O dd estéril).
Panel A, efecto citotéxico obtenido de la subfraccién FIl.6 y panel B, efecto citotoxico de la
subfraccion FIIL2.

7.5.2 Efectos de las subfracciones FIl.6 y Flil.2, sobre la morfologia de las células
MDA-MB-231

Las células MDA-MB-231 se expusieron a un 4.1 pg/pl por pozo de la subfraccién FII.6 y
un 1 pg/ul por pozo de la subfraccién FlIl.2, siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 6.4.2. En la Figura 15E (control), se observan las células MDA-MB-231 con su
morfologia alargada, confluentes y formando parte de la monocapa celular, sin cambios
morfolégicos aparentes. Las células cancerigenas expuestas con las subfracciones FIl.6
(Figura 15A) y F1l1.2 (Figura 15B) presentaron cambios morfolégicos significativos ya que
no presentaron su forma alargada tipica, con una reducciéon del tamarfo celular
presentando una forma esférica u ovalada y globulacién de la membrana. Estos cambios
morfologicos que sugieren la muerte celular asociada a apoptosis ya que la morfologia
es muy similar a las celulas tratadas PMA (control positivo) que ocasiona apoptosis

(Figura 15D). Por ultimo, morfolégicamente se descarta necrosis, debido a que las células

no presentaron una lesién celular fisica, fragmentacion del nicleo y cromatina y ruptura
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de la membrana plasmatica. En la Figura 15C, se observan dichas caracteristicas que en

comparacion con las células tratadas con las subfracciones, no son evidentes.
FiL.e Fili.2

Ctri + H,0, Ctrl + PMA Ctrl -

Figura 15. Cambios morfolégicos de las células tumorales MDA-MB-231 expuestas a las
subfracciones FIl.6 y FllIl.2, individualmente. Células MDA-MB-231 tratadas con 4.1 pg/ul de la
subfraccion FII.6. Células MDA-MB-231 tratadas con 1 pg/ul de la subfraccién FllIl.2. Control positivo
para necrosis H,0; 100 uM. Control positivo para apoptosis PMA 40 pM. Control negativo, células
MDA-MB-231 sin ningtn tratamiento. Todas las imagenes fueron tomadas con un objetivo 20X por
un microscopio invertido (Olympus CKX41), con contraste de fases.

7.5.3 Deteccion de apoptosis con la subfraccion FIl.6 y FIlll.2, mediante la

activacion de las caspasas-3 y caspasas-7

Debido a gue la viabilidad de las células de la linea MDA-MB-231 fue afectada por las
subfracciones FII.6 y Flll.2 de Conus ximenes y a que la morfologia de éstas sugiere que
las subfracciones inducen su muerte celular por apoptosis, se realizaron experimentos

para evaluar este proceso. Se utilizé para la deteccion de apoptosis CellEvent Caspase-

3/7 Green (LifeTechnologies, USA) con la finalidad de confirmar los hallazgos
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anteriormente mencionados. Para esto, las células MDA-MB-231 se expusieron a una
concentracion de 4.1 ug/ul por pozo de la subfraccion FII.6 y a un 1 ug/ul por pozo de la
subfraccién FlIl.2, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.4.3. Cada pozo se
dividié en 5 campos microscépicos de los cuales se fotografiaron y contabilizaron las
celulas que emitieron fluorescencia. Se promedio el nimero de células de los 5 campos
analizados por tratamiento. Se observé una mayor cantidad de células marcadas
respecto a su control negativo a las 24 horas de exposicién para la subfraccion FI1.6. El
promedio de células apoptéticas fue igual a las 24 y 12 horas de exposicién (13 células
apoptoticas/campo) como se observa en la Figura 16. Mientras que para la subfraccién
F1I1.2, el niamero de células apoptéticas a las 24 horas fue de 30 células/campo (Figura
17). Como se esperaba para ambos experimentos, el control negativo mostré un
promedio de sélo 4 células en apoptosis. Estos resultados confirman que las

subfracciones FI1.6 y Flll.2 del veneno de Conus ximenes contiene moléculas capaz de

inducir una muerte celular por apoptosis en las células tumorales de la linea MDA-MB-
2ol
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Control
positivo

Control
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Figura 16. Células MDA-MB-231 apoptoticas a las 24 y 12 horas de exposicién con la subfraccion
FIl.6, control positivo (PMA 40 uM con 24 horas de exposicién) y control negativo (Células sin agente
apoptético, incubadas durante 24 horas). Imagenes tomadas con el microscopio de
epifluorescencia EVOS®FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies, USA) en una longitud de
onda de 530nm, con un objetivo de 20X.
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Figura 17. Células MDA-MB-231 apoptéticas a las 24 horas de exposicién con la subfraccién FIIlL.2,
control positivo (PMA 40 uM con 24 horas de exposicion) y control negativo (Células sin agente
apoptético, incubadas durante 24 horas). Imdgenes tomadas con el microscopio de fluorescencia
EVOS®FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies, USA) en una lengitud de onda de 530nm,
con un objetivo de 20X

7.6 Citometria de flujo para la deteccion de necrosis en las células MDA-

MB-231, expuestas a las subfracciones FIl.6 y Flll.2

Los resultados del analisis por citometria de flujo demuestran que las subfracciones Fll.6
y Flll.2, presentaron porcentajes bajos de muerte celular por necrosis. Las células MDA-
MB-231 tratadas con FII.6, mostraron un 8.02% de células necréticas (Figura 18A).
Mientras que las células tratadas con la subfraccién FllIl.2, presentaron un 6.05% de
muerte celular por necrosis (Figura 18B). El control positivo mostré un 92.97% y el control
negativo un 12.16% (Figura 18C y 18D). Estos resultados demuestran que la muerte
celular por necrosis acontecida en las células MDA-MB-231 tratadas con las
subfracciones FII.6 y Flll.2 no se debe al tratamiento sino a la muerte celular que

normalmente ocurre al trabajar con cultivo de células.
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Figura 18. Células MDA-NMB-231, tefiidas con yoduro de propidio. (A) Células tratadas con la
subfraccién FIL6. (B) Células tratadas con la subfraccion FIlll.2. (C) Control positivo para necrosis
(H20,, 100 uM). (D) Control negativo. (R7: células necréticas).

7.7 Cromatografia de alto desempefiio de fase reversa con detector de
arreglo de diodos (RP-HPLC-DAD)

En la figura 19 y 20, se presentan los crbmatogramas de la purificacion de las
subfracciones F11.6 y Fll1.2 a 220 nm y se presentan asimismo, los espectros de absorcion

de 200 a 350 nm del pico con mas sefial medidos con detector de UV arreglo de diodos

(DAD). Los analitos que eluyeron a un tiempo de retencion de 6.50 minutos (FI1.6) y 12.80
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Figura 19. Cromatograma obtenido de la purificacién

alto desempefio de fase reversa (RP-HPLC), junto a su respectivo espectro generado con detector
de arreglo de diodos (DAD). (A) Cromatograma de |a

subfraccién Fll.6. (B) Espectro generado por
DAD de la subfraccién FII.6 con absorbancia mayoritaria detectada a 250 nm.
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Capitulo 8. Discusion

El veneno crudo proveniente de los caracoles marinos Conus Ximenes, fue separado en
13 fracciones mediante cromatografia liquida de alto desemperio de fase reversa (HPLC-
RP). Se observs Ia separacion y coelucion de los analitos en Ia separacion cromatografica
lo que indica un nimero alto de componentes que absorben a 230 nm. Esta cantidad de
componentes separados dentro del veneno crudo de Conus ximenes concuerdan con lo
reportado por Vianna y colaboradores en 2005, donde reporta que dentro del veneno de

los Conus existen hasta 200 moléculas diferentes.

Se realizaron ensayos de citotoxicidad, probando las 13 fracciones de manera individual
en las células de cancer de mama MDA-MB-231. Las fracciones I, I, Il'y IV, mostraron
disminucién de la viabilidad celular significativa de un 53%, 2%, 52% y 40%
respectivamente a la concentracion probada de 50 pg/ml. La fraccién | en su mayoria
pertenece al frente del solvente, mientras que la fraccién IV, represento una mezcla de
analitos al no presentarse una resolucion Clara entre picos en el tiempo de colecta de

esta fraccién, por lo que se decidié no trabajar con estas fracciones.

Los resultados del bicensayo indican que en las fracciones Il y IlI separadas del veneno
crudo de Conus ximenes, existen al Menos un componente con actividad citotéxica hacia
la linea celular MDA-MB-231. No obstante, se debe tomar en consideracion que fueron
estudiadas fracciones del veneno crudo, que no son compuestos puros. Esto podria
sugerir que los metabolitos que puedan estar induciendo la muerte celular podrian estar
a concentraciones muy pequefias, siendo asi los compuestos en este estudio podrian

tener un efecto citotéxico aun mayor.

Existen pocos informes que describen las acciones citotéxicas del veneno de los Conus
en células eucariotas (Abdel-Rahman ef af, 2013), por lo que los resultados de este
trabajo demuestran la relevancia potencial que tiene el veneno de los Conus en el

tratamiento en contra del cancer.
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Al purificar mediante RP-HPLC las fracciones Il y IlI, se aislaron 9 subfracciones y 3
subfracciones, respetivamente. Se continué trabajando con las subfracciones nombradas
FIl.6 y FIII.2, debido a que en ensayos preliminares (Informacién no mostrada) estas
subfracciones presentaron mayor efecto citotdxico sobre las células MDA-MB-231.
Ademas estas subfracciones representan los picos mayoritarios y de mejor definiciéon en
las purificaciones realizadas por RP-HPLC. La subfraccion FII.6 a una concentracion de
4.1 pg/ul por pozo, presenté una disminucion de la viabilidad celular en un 31%. Mientras
; que la subfraccion FlIl.2 disminuy6 un 37% la viabilidad celular en las células MDA-MB-
231 a una concentracion de 1 ug/ul por pozo. Por lo tanto, al purificar las fracciones se
obtuvo mayor disminucién de la viabilidad celular. Se debe tomar en consideracion que
se probaron cantidades menores pero mas puras de metabolito de interés en
comparacion con las utilizadas en el ensayo de citotoxicidad anterior, lo cual podria

evidenciar un potencial efecto antitumoral.

Se realizd un andlisis morfoldgico de las células expuestas a las subfracciones FII .6 y
Fll.2 de Conus ximenes en las condiciones y cantidades descritas en el apartado 9.4.2.
Claramente se observaron cambios morfolégicos, como la pérdida de la forma alargada
tipica, encogimiento de su tamario celular y presentaron una forma esférica y globulacién
de la membrana, que sugieren el desarrollo de la muerte celular por apoptosis (Saraste
y Pulkki, 2000).

| Desde el descubrimiento de la induccién de la apoptosis como tratamiento potencial en
contra del cancer, muchas investigaciones se han dirigido al desarrollo de nuevas
: estrategias terapéuticas basadas en la apoptosis (Kiaris y Schally, 1999). Al conocer que
\ la subfraccién FI1.6 y FlIl.2, presentaron efectos citotéxicos en las células de cancer de
mama MDA-MB-231, se realizaron ensayos para conocer la especificidad del modo de

accion de estas subfracciones. Para esto, se realizé el ensayo para la deteccién de

apoptosis mediante fluorescencia, especificamente la activacién de las caspasas-3 y

caspasas-7. Como resultado, pudimos observar que la subfraccién FI1.6 presentd mayor

nimero de células apoptéticas a las 24 y 12 horas de exposicién con 13 células

apoptoticas/campo, en comparacion con las 4 células apoptéticas/campo en el control

negativo. Mientras que para las células tratadas con la subfraccion Flll.2, el mayor de
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numero de células en apoptosis fue a las 24 horas de exposicién con 30 células
apoptdticas/campo y el control negativo presentd 5 células apoptodticas/campo. La
activacion de las caspasas solo se observan en células en vias de apoptosis, por lo que
estos resultados indican que las subfracciones FII.6 y Flll.2 inducen muerte celular

mediante apoptosis en las células de cancer de mama.

En contraste con la apoptosis, la necrosis no es un proceso celular activo y no requiere
energia. La induccion de necrosis, podria proporcionar un enfoque eficaz en el
tratamiento del cancer, sin embargo, los farmacos inductores de necrosis presentan
toxicidad superior versus farmacos inductores de apoptosis (Kiaris y Schally, 1999). De
acuerdo a los ensayos preliminares la via de accién de la subfracciéon FlIl.6 y FIIl.2 es la
muerte celular por apoptosis, no obstante es necesario examinar la muerte celular por
necrosis. Por esto las células MDA-MB-231 tratadas con estas subfracciones se
analizaron mediante citometria de flujo. Esto con el objetivo de detectar y cuantificar las
células que hayan sufrido necrosis. De acuerdo a los resultados obtenidos, las células
tratadas con las subfracciones FII1.6 y Flll.2, individualmente, presentaron porcentajes
bajos de muerte celular por necrosis en comparacion con su grupo control. Las células
tratadas con la subfraccién FI1.6, mostraron un 8.02% de células necréticas. Mientras que
las células tratadas con la subfraccion Flll.2, presentaron un 6.05% de muerte celular por

necrosis. Estos resultados representan porcentajes bajos, incluso en comparacion con el

control negativo, el cual tuvo un 12.16% de células necréticas. Lo que demuestra que la
muerte celular por necrosis no se debe al tratamiento con las subfracciones, sino a la

| muerte normal que ocurre en cultivo celular de células.

L La disminucién de la viabilidad celular en las células de cancer de mama MDA-MB-231
expuestas a las fracciones probadas en este trabajo se debe a la muerte celular por
apoptosis. La administracion de pequefas dosis de las subfracciones FII.6 y FIIl.2 de
Conus ximenes y a través de la activacidn de las caspasa-3 y caspasa-7 indicen este

proceso. No obstante, estos resultados no-proveen ninguna evidencia respecto al

mecanismo en que ambas subfracciones inducen apoptosis.
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La pregunta importante es: ;Qué compuesto o compuestos estan induciendo la muerte
celular por apoptosis y de que naturaleza son? Se analizaron las subfracciones mediante
cromatografia por capa fina. La cromatografia por capa fina (CCF) es una técnica de
separacion y de analisis cualitativo de gran eficacia y precision (Sherma y Fried, 2003).
Para este estudio se utilizé como revelador ninhidrina (0.75 g ninhidrina en 50 ml n-
butanol y 1.5 ml acido acético), que se utiliza como revelador de proteinas y compuestos
peptidicos, al reaccionar con aminas primarias, secundarias y terciarias, amino azucares
y aminoacidos (Pirrung, 2007). Los resultados fueron negativos para ambas
subfracciones, ya que no se presentaron marcas visibles (Informacién no mostrada). Por
lo tanto existe la posibilidad de que los compuestos inductores de apoptosis no fueran
péptidos. Las caracteristicas de absorcion de las fracciones utilizadas medida en linea
durante la separacion cromatografica (RP-HPLC-DAD) es otra evidencia que indica que
los compuestos activos no tiene un caracter peptidico. Se detecté un maximo de
absorcion a 250 nm de longitud de onda. Los enlaces peptidicos tienen un maximo de
absorcién a una longitud de onda entre los 220 nm a 230 nm (Cohen y Gilby, 2002).
Asimismo, se descarta la presencia de aminoacidos aromaticos, ya que estos absorben
mayormente a los 295 nm, 275 nm y 260 nm para triptéfano, tirosina y fenilalanina,

respectivamente (Randall ef al., 1990)

Otro resultado que indica que en las subfracciones FI1.6 y FlIl.2 no se presentan peptidos
fue que al analizar las muestras por espectrometria de masas (MS) mediante ionizacion
por electrospray (ESI), ambas subfracciones no pudieron ser ionizadas. Los compuestos
gue tienen grupos amino como los péptidos, son facilmente ionizados bajo condiciones
acidas siendo estas condiciones adecuadas para analisis por ESI/MS (Santa, 2013). Se
utilizé un espectrometro de masas Agilent 6530 (Accurate-Mass Q-TOF LC/MS System,
Agilent, USA) y las muestras fueron resuspendidas en una solucion de 50% ACN / 50%
H20 dd + 0.1% écido férmico. Ya que no se pudo ionizar a las muestras por este método
se propone que las moléculas de interés no tienen un caracter peptidico (Informacion

no mostrada). El siguiente paso es dilucidar la naturaleza de estas moléculas y su

identificacion.




41

Por otro lado, la apoptosis es una forma de muerte celular que permite la eliminacién de
células no deseadas sin danos en el microambiente celular, la cual es un factor clave en
el desarrollo y progresion del cancer (Russo et al., 2006). Actualmente, alteraciones en
la apoptosis de células cancerigenas estan siendo estudiadas a detalle, ya que la
apoptosis es considerada una de las vias principales para farmacos terapéuticos en
contra del cancer (Hu y Kavanagh, 2003). Finalmente, tomando todos los resultados
obtenidos en el presente trabajo nos permiten defender la hipotesis que en el veneno del

caracol marino Conus ximenes existe un compuesto o compuestos con actividad

antitumoral y apoptética en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.




Capitulo 9. Conclusiones

@,
0’0

En las subfracciones FII.6 y Flll.2 obtenidas de Conus Ximenes, existen
componentes que ejercen un efecto citotoxico sobre la linea celular de céncer de
mama MDA-MB-231, disminuyendo la viabilidad celular en 31% y 37%.

respectivamente

Las subfracciones FIl1.6 y Flll.2 indujeron cambios morfolégicos representativos de
muerte celular por apoptosis y activacion de las capasas-3 Yy caspasas-7,
demostrando que la actividad citotoxica de las subfracciones esta asociada con la
apoptosis en las células de cancer de mama MDA-MB-231.

Los resultados negativos de CCF, caracteristicas de absorcion y a la ausencia de
ionizacién mediante ESI/MS, estos indican que la naturaleza del compuesto o
compuestos de interés en las subfracciones FIL.6 y Flll.2 no son de naturaleza

peptidica.
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Capitulo 10. Perspectivas

%o

4

*,

be

o

Determinar la proporcién de células vivas/muertas de la linea MDA-MB-231, por

apoptosis mediante citometria de flujo.

Emplear otros marcadores de muerte celular, para determinar en que momento

inicia la apoptosis y su ruta de activacion.
Evaluar el efecto de las subfracciones sobre células no inmortalizadas, asi como
en otras lineas celulares de cancer de mama o en un modelo murino de cancer de

mama.

Elucidacion estructural del analito de interés dentro de las subfracciones F11.4.2 y

FlI1.9, individualmente, mediante por resonancia magnética nuclear.

Realizar estudios preclinicos con el analito sintético.
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Anexo 1. Soluciones utilizadas para

desempeiio de fase reversa (HPLC-RP)

la cromatografia de alto

Agua desionizada (Hz20 dd) 99.88
Solucién A

} Acido trifluroacético 0.12

; Acetonitrilo 90.88

| Solucion B

| Acido trifluroacético 0.12

| Ximenes

Anexo 2. Solucion utilizada en la extraccion del veneno crudo de Conus

Agua desionizada (H20 dd) 59.88
Solucion C Acetonitrilo 40
Acido trifluroacético 0.12




| 30

Anexo 3. Soluciones utilizadas para los bioensayos y cultivo celular

DMSO Dimetil sulféxido

PMA Acetato de forbol miristato

Hz0z Perdxido de hidrogeno

Anexo 4. Solucién utilizada para el cultivo celular y analisis por

citometria de flujo para la deteccién de necrosis

PBS
1 (Solucién KCI 2.7 2
' amortiguadora de
fosfatos)
NazHPO4 12 17
KH2PO4 1.2 1.63

Ajustar a pH 7.4 (utilizando HCL o NaOH) en caso necesario, aforar a 1000 ml con agua
\ destilada y esterilizar.







