La investigacion reportada en esta tesis es parte de los programas de investigacion del
CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada, Baja
California).

La investigacién fue financiada por el CONAHCYT (Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencias y Tecnologias).

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imagenes, fragmentos
de videos, y demas material que sea objeto de proteccidn de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la
obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicién o modificacidn, serd perseguido y sancionado por el respectivo o
titular de los Derechos de Autor.

CICESE®© 2024. Todos los derechos reservados



Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada, Baja California

D=

CICESE.

Maestria en Ciencias
en Ciencias de la Vida
con Orientacion en Biomedicina y Bionanotecnologia

Evaluacion de la actividad antiproliferativa de a-conotoxinas
en células de cancer cervicouterino

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestra en Ciencias

Presenta:

Poulette Carolina Alvarez Rosales

Ensenada, Baja California, México
2024



Tesis defendida por

Poulette Carolina Alvarez Rosales

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro

Director de tesis

Dra. Johanna Bernaldez Sarabia

Dr. Pierrick Gerard Fournier

Dr. Ernesto Garcia Mendoza

Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sanchez Hidalgo
Coordinador del Posgrado en Ciencias de la Vida

Dra. Ana Denise Re Araujo
Directora de Estudios de Posgrado

Copyright © 2024, Todos los Derechos Reservados, CICESE
Prohibida su reproduccidn parcial o total sin la autorizacion por escrito del CICESE



Resumen de la tesis que presenta Poulette Carolina Alvarez Rosales como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biomedicina y
Bionanotecnologia.

Evaluacién de la actividad antiproliferativa de a-conotoxinas en células de cancer cervicouterino

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

El cdncer se desarrolla debido a la acumulaciéon de mutaciones que desencadenan el aumento en la
proliferacién y la resistencia a la apoptosis. Estas mutaciones pueden estar vinculadas a la
desregulacion en la expresion de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) en células cancerosas.
En consecuencia, ciertas investigaciones se han enfocado en la busqueda de antagonistas de nAChR,
como las a-conotoxinas debido a su selectividad hacia los nAChR. En este proyecto, se evalud la
actividad antiproliferativa de doce a-conotoxinas sintéticas sobre cuatro lineas celulares de cancer
cervicouterino (Hela, SiHa, C-33A y Ca-Ski) con expresién de distintas subunidades de nAChR. La
identificacion de los nAChR se realizd mediante la extraccidn y la retrotranscripcion del ARN celular.
Una vez obtenido el ADNc, se amplificaron las distintas subunidades de los receptores nAChR. Los
resultados mostraron que las cuatro lineas celulares comparten la subunidad a5; mientras que solo la
subunidad a9 y a4 se expresaron en Hela y C-33A, respectivamente. Posteriormente, se evaluo el
efecto de las a-conotoxinas en la viabilidad celular utilizando un ensayo colorimétrico. Los resultados
mostraron que para Hela, SiHa y Ca-Ski, las a-conotoxinas empleadas no tuvieron un efecto
significativo con respecto al control negativo (p>0.05), mientras que en C-33A las a-conotoxinas xm1b
y Vcl.1 disminuyeron el porcentaje de viabilidad un 40% (p=0.0001) y un 15% (p=0.0210),
respectivamente, a una concentracion de 50 uM. A partir de los efectos observados en xm1by Vcl.1,
se procedio a realizar una ensayo a distintas concentraciones para evaluar la dosis-respuesta en C-33A.
A partir de los valores obtenidos en los ensayos posteriores, se selecciond la concentracién de 105 pM
paraxmlby 8.8 uM para Vc1l.1 debido a su capacidad para disminuir el porcentaje de viabilidad celular
(p<0.005). Finalmente, se determiné el tipo de muerte celular mediante microscopia de fluorescencia.
Ambas conotoxinas provocaron la activacion del marcador caspasas 3/7, lo que sugiere una muerte
celular por apoptosis, y la permeabilizacion del yoduro de propidio, resultado de la pérdida de la
integridad membranal. El efecto que induce xm1by Vcl.1 en C-33A se atribuye a la presencia exclusiva
de la subunidad a4 en C-33A.

Palabras clave: cancer cervicouterino, o-conotoxinas, receptores nicotinicos de acetilcolina,
viabilidad celular, apoptosis



Abstract of the thesis presented by Poulette Carolina Alvarez Rosales as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and
Bionanotechnology.

Evaluation of the antiproliferative activity of a-conotoxins in cervical cancer cells

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

Cancer develops through to the accumulation of mutations that trigger increased proliferation and
resistance to apoptosis. These mutations may be linked to the dysregulation in the expression of
nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) in cancer cells. Consequently, certain research has focused
on the search for nAChR antagonists, such as a-conotoxins, due to their selectivity towards nAChR. In
this project, the antiproliferative activity of twelve synthetic a-conotoxins on four cervical cancer cell
lines (Hela, SiHa, C-33A, and Ca-Ski) with expression of different nAChR subunits was evaluated. The
identification of expressed nAChR was performed through cellular RNA extraction and
retrotranscription. Once the cDNA was obtained, the different subunits of the nAChR receptors were
amplified. The results showed that the four cell lines shared the a5 subunit, while only the a9 and a4
subunits were expressed in HelLa and C-33A, respectively. Subsequently, the effect of the a-conotoxins
on cell viability was evaluated using a colorimetric assay. Results indicated that for Hela, SiHa, and Ca-
Ski cell lines, the a-conotoxins used did not have a significant effect compared to the negative control
(p>0.05), while in C-33A, the a-conotoxins xm1b and Vc1.1 decreased cell viability by 40% (p=0.0001)
and 15% (p=0.0210), respectively, at a concentration of 50 uM. Following the observed effects of xm1b
and Vcl.1, a dose-response assay was performed at different concentrations to evaluate their effect
on C-33A. From the obtained values, the concentration of 105 uM for xm1b and 8.8 uM for Vc1.1 was
selected for subsequent assays due to their ability to decrease cell viability (p<0.005). Finally,
fluorescence microscopy assays were conducted to determine the type of cell death. Both conotoxins
induced activation of the caspase 3/7 marker, suggesting cell death by apoptosis, and propidium iodide
permeabilization, indicative of loss of membrane integrity. The effect induced by xm1b and Vc1.1in C-
33A s attributed to the exclusive presence of the a4 subunit in C-33A.

Keywords: cervical cancer, a.-conotoxins, nicotinic acetylcholine receptors, cell viability, apoptosis
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Capitulo 1. Introduccion

El cancer es un conjunto de enfermedades derivado de la acumulacién de mutaciones genéticas y
epigenéticas que producen un cambio en el fenotipo de las células, favoreciendo el desarrollo de las
células cancerosas mediante la activacion o inactivacidon de genes en el genoma (Koutsogiannouli et
al.,, 2013). A nivel mundial, el cancer corresponde a la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares (Wang et al., 2016), y se estima que la incidencia de cdncer para 2050
sera de 35 millones de casos, lo que representa un aumento del 77% en comparacién con los 20

millones de casos reportados en 2022 (World Health Organization, 2024).

A partir de los 19.3 millones de casos nuevos de cancer en 2020, los tres tipos de cancer con mayor
incidencia en todo el mundo para hombres y mujeres corresponde al cancer de mama (11.7%), seguido
por el cancer de pulmén (11.4%) y en tercer lugar el cancer colorrectal (10%), siendo el cancer de
pulmén la principal causa de muerte en ambos sexos. Sin embargo, al considerar Unicamente las
estadisticas relacionadas con las mujeres a nivel global, destaca que el cdncer cervicouterino ocupa el
cuarto lugar en incidencia y en mortalidad (Sung et al., 2021). En contraste, en México, el cancer
cervicouterino ocupa el segundo lugar en incidencia y es la segunda causa de muerte por cancer en

mujeres (Mufioz et al., 2022).

Los cambios producidos en las células normales afectan el funcionamiento de multiples rutas de
sefializacion que facilitan la progresidon del cancer. En consecuencia de la desregulacién de las vias
celulares, se puede producir la evasion del sistema inmunoldgico, el aumento de la proliferacion
celular, la inestabilidad del genoma, la resistencia a la apoptosis, la desregulacion del metabolismo y
la activacion de mecanismos inflamatorios para promover el crecimiento y la diseminaciéon metastasica
(Hanahan y Weinberg, 2011; Hanahan, 2021). La metastasis, que implica la diseminacién celular desde
el tumor primario hacia érganos adyacentes para el desarrollo de un tumor secundario, es responsable

del 90% de las muertes relacionadas con cancer (Guan, 2015).

Entre los cambios que promueven los mecanismos de progresion tumoral se encuentra la
desregulacion en la expresion de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR). Los nAChR son
receptores ionotrdépicos activados por ligando expresados en la membrana celular de las células
cancerosas (Shuller, 2009). En algunos tipos de cancer se ha reportado que la sobreexpresion de

diversos nAChR se encuentran asociados con la desregulacidn en la proliferacién, la angiogénesis, la
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inhibicion de la apoptosis, la transicién epitelial-mesenquimal, la migracién, la metdstasis y la
resistencia a la quimioterapia (Bu et al., 2019). En consecuencia, las investigaciones se han enfocado
en la busqueda de antagonistas de los receptores nAChR sobreexpresados en las células cancerosas

debido a su implicacidn en la tumorogénesis (Sun et al., 2020).

Los antagonistas de especial interés en este proyecto, corresponden a las a.-conotoxinas provenientes
de los gasterdpodos marinos venenosos debido a la selectividad que presentan hacia los receptores
nAChR vy a los canales idnicos activados por voltaje y/o ligando (Kumari et al., 2019; Sun et al., 2020).
En este proyecto, se pretende determinar el efecto de doce a-conotoxinas sintéticas en la viabilidad
celular de cuatro lineas cdncer cervicouterino que expresan nAChR con el objetivo de evaluar su

potencial como posibles blancos moleculares contra el cancer.

1.1. Antecedentes

1.1.1. Acetilcolina y receptores de acetilcolina (AChR)

Los AChR son proteinas receptoras de membrana que funcionan como mediadores de la sefializacién
colinérgica en sistemas neuronales y no neuronales. Los sistemas neuronales son los mas estudiados
debido al descubrimiento del primer neurotransmisor endégeno “vagusstoff” en 1914, conocido hoy
como acetilcolina (Tansey, 2006). El descubrimiento de la acetilcolina derivé en estudios que revelaron
su actividad moduladora en la sinapsis del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP)
(Suryanarayanan, 2014). En 1936 se otorgd el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina a Sir Henry Dale
y Otto Loewi por determinar la neurotransmisidon quimica entre las células neuronales a través del

neurotransmisor acetilcolina (The Nobel Price, 2024).

En la neurotransmision neuronal, la acetilcolina es sintetizada en las neuronas colinérgicas
presinapticas a partir del grupo acetil derivado de la acetil-CoA, el cual es donado a la colina mediante
la enzima colina acetiltransferasa, y es posteriormente empaquetada en vesiculas secretoras hasta su
liberacion por exocitosis en la hendidura sinaptica hacia las neuronas postsinapticas. En las neuronas
postsindpticas, la acetilcolina puede interactuar con los receptores muscarinicos metabotrdpicos

(mAChR) y los nAChR (Figura 1) (Chen et al., 2019).
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Figura 1. Sintesis y liberacion del neurotransmisor acetilcolina. La acetilcolina es sintetizada en las neuronas
presindpticas y se forma a partir de la unidn entre la colina y la acetil-CoA mediante la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT). La liberacion de la acetilcolina en la hendidura sinaptica puede interactuar con los
subtipos de receptores de acetilcolina, los muscarinicos y los nicotinicos (Tomado de Shah et al., 2009).

En contraste con la extensa investigacion llevada a cabo en los sistemas colinérgicos neuronales, se
prestd una atencidn limitada a los sistemas colinérgicos no neuronales. Incluso, no existia un término
para definir el sistema no neuronal hasta que fue introducido por primera vez en 1978 por Sastry y
Sadavongvivad (Sastry y Sadavongvivad, 1978). Ademas, en contraste con la informacion sobre la
liberacion de acetilcolina por exocitocis, el mecanismo de liberacién de acetilcolina en el sistema no

neuronal es escaso (Wessler y Kirkpatrick, 2008).

En la actualidad se conoce que la acetilcolina ha estado presente a lo largo de la evolucién en
organismos unicelulares y multicelulares. La sintesis de acetilcolina se ha detectado en bacterias como
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, ademas de estar presente en algas,
levaduras, hongos, protistas, plantas, invertebrados como esponjas, corales y erizos de mar, y
mamiferos como ratas y humanos (Wessler y Kirkpatrick, 2008; Grando et al., 2020). Incluso, se infiere
que la acetilcolina se ha expresado desde el origen de la vida, funcionando como una molécula de
sefializacion entre células no neuronales hace aproximadamente tres mil millones de afos, 2.5
millones de afios antes de que se desarrollara el primer sistema neuronal (Wessler et al., 2001;
Reichrath et al., 2016; Horiuchi et al., 2002). De igual manera que en el sistema neuronal, la acetilcolina
puede interactuar con los receptores mAChR y los receptores nAChR presentes en células no
neuronales (Beckmann et al., 2014; Chen et al., 2019). Entre las células no neuronales se encuentran
las células epiteliales, células endoteliales, células del sistema inmunoldgico, células mesoteliales y

células mesenquimales (Wessler y Kirkpatrick, 2008).
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En los sistemas no neuronales, la acetilcolina modula la sefializacion celular en respuesta a estimulos
internos o externos. Entre los principales procesos fisioldgicos en los que se encuentra involucrado es
la proliferacién, diferenciacidn, migracién y el intercambio de iones (Wessler y Kirkpatrick, 2008). El
funcionamiento incorrecto de los receptores pueden causar condiciones fisiopatolégicos, incluidos
cambios en la respuesta inmunoldgica e inflamatoria, el desarrollo y la progresién del cancer, asi como

enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, respiratorias y digestivas (Mashimo et al., 2021).
1.1.2. Receptores muscarinicos de acetilcolina (mAChR)

Los mAChR son proteinas compuestas por siete dominios helicoidales transmembrana acopladas a
proteinas G y se encuentran conectados por tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares
(Figura 2). Existen cinco subtipos de mAChR denominados M1-M5, expresados principalmente en las
uniones neuromusculares, y su activacion involucra la sefalizacidon de segundos mensajeros (Dang et
al.,, 2016). Los mAChR impares M1, M3 y M5, activan a la fosfolipasa C y la sefializaciéon del
fosfatidilinositol trifosfato, que actian como activadoras del sistema. Los mAChR pares, M2 y M4,

inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, por lo que actian como inhibidoras (Shah et al., 2009).
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Figura 2. Estructura de los receptores de acetilcolina muscarinicos. Las proteinas tienen siete dominios
transmembranales (I-VIl) conectados por tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares (azul). Presentan
un sitio de unidn a proteinas G (verde) para llevar a cabo su funcién mediante la liberaciéon de segundos
mensajeros en presencia de la unidn de la acetilcolina (anaranjado) (Tomado de Shah et al., 2009).



1.1.3. Receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR)

Los nAChR son canales iénicos activados por ligando presentes en la membrana celular compuestos
por cuatro dominios transmembranales (M;:-M,). Los dominios conforman las cinco subunidades de
los nAChR vy se encuentran dispuestas alrededor de un poro central (Figura 3). Los receptores nAChR
se dividen en tres secciones, (1) una porcién extracelular hidrofilica NH, que contiene los sitios de
unién del neurotransmisor, (2) una region transmembranal que forman las paredes del canal, y (3) una

seccion citoplasmatica donde tienen lugar las reacciones de fosforilacion (Arias, 2000).
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Figura 3. Estructura de los receptores nicotinicos de acetilcolina. Los receptores se componen de cinco
subunidades y estan conformados por tres secciones, una region extracelular, una region transmembranal y una
region citoplasmatica. En color rojo se muestra la union de la acetilcolina (Modificado de Waxham, 2014).

En la actualidad, se han descrito diecisiete subunidades de las cuales se puede formar un nAChR
(Paleari et al., 2008). La estructura y funciéon de las subunidades depende de la conformacién de los
nAChR, los cuales se pueden dividir en receptores neuronales que comprenden de doce subunidades
(a2-010 y B2-B4) y receptores musculares que comprenden de cinco subunidades (al, B1, 6,y y €)
(Karlin et al., 2002). Las cinco subunidades del receptor nAChR pueden formar homopentdmeros o
heteropentameros (Figura 4). En humanos, Unicamente se encuentran expresados las subunidades a2-

a7,a9y al0y B2-B4. Las subunidades a7, y a9 pueden ensamblarse como homopentameros, aunque
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a9 también puede incorporar al10. El resto de las subunidades requiren formar heteropentameros

obligados entre las distintas subunidades alfa y beta (Gharpure et al., 2020).

Homopentdameros Heteropentameros
i)\

a7 Am B2 | B2 B2 | a6

AK. AR A A A
KA @ O A O\
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Figura 4. Subunidades de los receptores nicotinicos de acetilcolina. Los receptores se componen de cinco
subunidades que pueden estar compuestos de las mismas subunidades (homopentameros) o distintas
subunidades (heteropentameros) dispuestos alrededor en un poro central. Los tridngulos de color rojo
representan los sitios de unién de la acetilcolina (Tomado de Hendrickson, 2013).

En las subunidades homopentaméricas, la acetilcolina induce el nivel maximo de activacién a partir de
un solo sitio de union en los receptores nAChR, mientras que en las subunidades heteropentaméricas,
es necesario que la acetilcolina se una a dos sitios de unién (Scholze y Huck, 2020). Las subunidades
alfa en los nAChR contienen el sitio de unién primario del agonista, mientras que las subunidades beta
contienen los componentes complementarios que estabilizan la unién del ligando (Gharpure et al.,
2020). No obstante, la subunidad a5 presenta una excepcién, ya que no contiene un componente
complementario al sitio de unién del agonista y por lo tanto se le denomina unidad accesoria. Sin
embargo, su presencia en subunidades heteropentaméricas modifica las propiedades funcionales

entre el receptor y el canal (Dani, 2015).

Los agonistas y los antagonistas competitivos comparten el mismo sitio de unién a los nAChR. El sitio
de unidn se encuentra entre la subunidad alfa (+) y la subunidad complementaria (-), y se encuentran
conformados por seis bucles denominados A-F. Los bucles A, B y C pertenecen a la subunidad alfa,
mientras que los bucles D, E y F pertenecen a la subunidad complementaria (Gharpure et al., 2020). En
la Figura 5 se muestran los aminodcidos involucrados en el reconocimiento y la unién de los agonistas
y antagonistas competitivos. El aminodcido principal corresponde al Y*3, situado en el bucle A, debido
a que es el principal responsable de la unién de la acetilcolina. En el bucle B se encuentran los
aminoacidos W%, Y132y G133y participan en la estabilidad del sitio de unién. Los aminoécidos Y, C1%2,
C'%3 e Y%, ubicados en el bucle C, contribuyen a la estabilizacién de unién entre la acetilcolina y el sitio

de unidn a través de interacciones aromaticas e hidrofébicas (Arias, 2000; Karlin et al., 2002).
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Figura 5. Aminodcidos implicados en el sitio de unién en los receptores nicotinicos de acetilcolina. La subunidad
alfa es el componente principal del sitio de unidn de agonistas y antagonistas competitivos. Esta conformado por
tres bucles denominados A, B y C que contienen aminoacidos involucrados en estabilizar la unién de acetilcolina
con los receptores nicotinicos (Arias, 2000).

1.1.2. Receptores nicotinicos (nAChR) y su relacién con cancer

La unién de la acetilcolina a los nAChR induce el intercambio de Na*y Ca?* presentes en el medio
extracelular hacia el medio intracelular de la célula, liberando K* y produciendo la despolarizacién de
la célula (Zoli et al., 2018). El efecto que desencadena la despolarizacién estd determinado por la
ubicacion y las subunidades que componen el nAChR; e incluso las vias de sefializacidn difieren entre
células normales y las células cancerosas (Wu et al., 2011). Los nAChR se encuentran sobreexpresados
en algunas células cancerosas y estan asociados a diversos procesos de progresidon tumoral, incluyendo
la desregulacidn en la proliferacion, la angiogénesis, la inhibicion de la apoptosis, la transicidn epitelial-

mesenquimal, la migracidn, metdstasis y la resistencia a la quimioterapia (Bu et al., 2019).

La informacidn sobre las vias de sefializacién que inducen los nAChR en los procesos de progresién
tumoral se ha obtenido principalmente a través del estudio de los receptores heteroméricos a4p2 y

los receptores homomeéricos a7. Estos nAChR ademas de ser evolutivamente mas antiguos, son los
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receptores a los cuales los derivados del tabaco como la nicotina y las nitrosaminas como 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) y N-nitrosonornicotina (NNN) actian como
agonistas (Zhao et al.,, 2016). El constante consumo de tabaco se encuentra relacionado con el
desarrollo de cancer de pulmdn, cancer gastrico, cdncer pancreatico, cancer de higado, cancer de
colon, cancer de mama, cancer cervicouterino, cancer de vejiga y cancer de rifién (Chernyavsky et al.,
2015). Las principales rutas de sefializacion que inducen los agonistas sobre los nAChR se describen en

la Figura 6.
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Figura 6. Senalizacion de progresion tumoral por agonistas en los receptores nicotinicos. La union de los
agonistas como acetilcolina o nicotina sobre los receptores nAChR inducen mecanismos de progresién tumoral
como la angiogénesis, el aumento de la proliferacion celular, la inhibicién de la apoptosis, la resistencia a la
quimioterapia, la transicidn epitelio-mesenquimal (EMT) y la metastasis. Los nAChR se muestran de diferentes
colores para ejemplificar las distintas subunidades — homopentaméricas o heteropentaméricas — que lo
componen. PKA: proteina cinasa A, VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, EGF: Factor de Crecimiento
Epidérmico, MMP: metaloproteinasas de matriz, CREB: proteina de unién al elemento de respuesta al AMP
ciclico, PKC: proteina cinasa C, PD-L1: Ligando 1 de Muerte Programada (Modificada de Bele et al., 2023).

La angiogénesis, un proceso que implica la formaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos

preexistentes, proporciona a las células cancerosas el suministro necesario de nutrientes y oxigeno
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(Gupta y Qin, 2003; Nishida et al., 2006). La estimulacidn de la angiogénesis inicia a partir de la unién
de la acetilcolina sobre los nAChR, e induce la activacidn de la proteina cinasa A (PKA), la cual lleva a
cabo la fosforilacién de diversas proteinas y la liberacién de los factores de crecimiento VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular) y EGF (factor de crecimiento epidérmico), asi como las MMP
(metaloproteinasas de matriz). La PKA también tiene la capacidad de activar el factor de transcripcion
CREB (proteina de unidn a elementos reguladores de AMPc) mediante procesos de fosforilacion. CREB
regula la expresion genética de oncogenes como c-Jun y ciclina D1, fomentando asi la proliferacién

celular (Sakamoto y Frank, 2009; Zhang et al., 2020; He et al., 2022).

Los mecanismos que promueven el aumento de la proliferacion celular mediante la unién de la
acetilcolina a los nAChR implican la activaciéon de varias vias de sefializacidn. Entre ellas, se encuentra
la via RAF/MEK/ERK activada mediante CaMKII (proteina cinasa |l dependiente de calmodulina) y PKC,
asi como mediante la activacidn independiente de Ca?* mediante la proteina Ras. Ambas vias pueden
activar la oncoproteina Myc, la cual a su vez activa factores de transcripcion involucrados en la
proliferacién vy la replicacion del ADN (Gabay et al., 2014; Madden et al., 2021). Ademas, las vias CaMKII
y PKC también pueden activar mecanismos de resistencia a la muerte celular mediante la activacion
de la proteina antiapoptética Bcl-2, asocidada con la proliferacién celular y la inhibicidn de la apoptosis
(Qian et al., 2022). A través de otra via que implica la sefalizacion de la proteina B-arrestina mediante
la via Rb-Raf y la ruta de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)/proteina cinasa B (AKT), se activa la proteina
Survivin involucrada en la inhibicion de la apoptosis mediante el bloqueo de las caspasas (Chen et al.,
2016). La via AKT también se encuentra asociada con la activacion de mTOR (diana de la rapamicina en

mamiferos), involucrado en la proliferacion y crecimiento celular (Sabatini, 2006; Zou et al., 2020).

Aunado a lo anterior, existe evidencia que indica que las células cancerosas desarrollan resistencia a la
quimioterapia con la activacién de PD-L1 (ligando 1 de muerte programada) mediante la activacién de
STAT3 dependiente de JAK. El PD-L1 es un ligando presente en las células cancerosas que le permite
unirse al receptor PD-1 (proteina de muerte celular programada) presente en las células T. La union
entre el ligando PD-L1 y el receptor PD-1 contribuye al agotamiento de los linfocitos T, lo que conduce
a una disminucion en su respuesta inmunolégica y permite que las células cancerosas escapen de la
inmunovigilancia (Cha et al., 2019). La resistencia a la quimioterapia representa uno de los principales
desafios en la terapia contra el cancer, comprometiendo la eficacia del tratamiento y la recuperacién

del paciente (Nour et al., 2021).
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1.1.3. Antagonistas de receptores nicotinicos (nAChR) contra el cancer

Los tratamientos utilizados contra el cancer consisten en la quimioterapia, la radioterapia, la
inmunoterapia y sus combinaciones (Wargo et al., 2015). La quimioterapia y radioterapia son los
tratamientos mas utilizados para tratar a los pacientes, los cuales tienen como objetivo principal la
reduccion del tamafio tumoral y la prevencién de la diseminacién (Xie et al., 2020). El inconveniente
de estos tratamientos es que el 90% fracasan debido a la citotoxicidad que afecta de manera
proporcional a las células normales y a las células cancerosas, asi como la resistencia adquirida de las

células cancerosas a las terapias (Mansoori et al., 2017).

El fracaso de los tratamientos contra el cancer es un fendmeno multifactorial en el que la eficacia se
determina por la combinacién de las caracteristicas del huésped y del tumor. El factor principal que
impacta la respuesta al tratamiento en el huésped es la resistencia farmacocinética, la cual impide que
la actividad del farmaco alcance su objetivo (Alfarouk et al., 2015). En contraste, la resistencia de los
farmacos en los tumores se debe principalmente a la resistencia adquirida, la cual les permite modificar
su metabolismo para evitar y/o facilitar la eliminacién de los farmacos, y asi reducir su acumulacién
intracelular (Chu, 2015). En consecuencia, se emplea la terapia combinada con dos o mas agentes
terapéuticos en el tratamiento contra el cancer. La combinacién de terapias mejora la eficacia en
comparaciéon con la monoterapia ya que actlan de manera sinérgica para disminuir la prevalencia del
cancer. Esta estrategia reduce la resistencia a los medicamentos y permite el uso de dosis mas bajas

de agentes quimioterapéuticos que previene la toxicidad asociada (Mokhtari et al., 2017).

Los enfoques para el tratamiento del cancer es el uso de farmacos que bloquean o inhiben los procesos
involucradas con la supervivencia celular, ya sean especificos o inespecificos del ciclo celular (Chu,
2015). Las terapias basadas en antagonistas de nAChR en combinacién con quimioterapias
convencionales presentan un enfoque prometedor, especialmente en tumores que sobreexpresan
nAChR (Osipov et al., 2020). Los antagonistas de los nAChR son de particular interés, ya que inhiben la
unién de la nicotina y otros agonistas, reduciendo sus efectos y mitigando los mecanismos de
progresion tumoral (Bele et al., 2023). Entre los inhibidores naturales de los nAChR, se encuentran
compuestos derivados de plantas y toxinas animales. Sin embargo, el estudio del veneno en animales
ha resaltado debido a la diversidad de proteinas y péptidos que actian de manera antagdnica sobre
los nAChR. Entre las toxinas animales mas destacadas se encuentran las a-neurotoxinas presentes en
el veneno de serpientes y las a-conotoxinas derivadas del veneno de caracoles marinos (Kasheverov

et al., 2022; Bele et al., 2023).



11

Las a-conotoxinas presentan una ventaja con respecto a las a-neurotoxinas debido a que son péptidos
pequefios, generalmente de 12 a 19 aminoacidos de longitud (Azam y Mclntosh, 2009), mientras que
las a-neurotoxinas estan compuestas por 60 a 75 aminodcidos (Nys et al., 2022). Ademas, las a-
conotoxinas proporcionan la mayor diversidad de péptidos, con estimaciones de que existen un millén
de conotoxinas bioactivas diferentes, con una selectividad y especificidad superior para diversas
subunidades de nAChR. Es por ello que persiste el estudio sobre a-conotoxinas para el desarrollo de

posibles farmacos peptidicos (Dutertre et al., 2017; Jin et al., 2019).

1.1.4. a-conotoxinas

1.1.4.1 Caracteristicas y clasificacion

Las a-conotoxinas se sintetizan a partir de la traduccion de precursores propéptidos codificados por
un mRNA, con una longitud de alrededor de 70-120 aminoacidos. Esta secuencia se divide en una
secuencia sefial en la region N-terminal (altamente conservado), una region pro intermedia (sitio de
unién) y la toxina madura en la regidon C-terminal (hipervariable) (Olivera y Cruz, 2001; Phuong vy
Mahardika, 2018). La obtencion de la toxina madura involucra la escision de las regiones N-y C-
terminal, asi como la formacién de modificaciones postraduccionales que proporcionan estabilidad

tridimensional a la proteina (Biass, 2015; Kumar et al., 2015).

Existen un total de 29 superfamilias de conotoxinas que se clasifican con base en i) la secuencia sefial
de los precursores que determina la superfamilia de genes, ii) su patron de cisteinas vy iii) su actividad
farmacoldgica. Dentro de la clasificacion de las superfamilias, se identifican cinco superfamilias que
incluyen a la familia farmacoldgica a (A, D, J, Ly M) que actian como antagonistas sobre los receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR) (Muttenthaler et al., 2011; Li et al., 2020). Las conotoxinas sintéticas
empleadas también se clasifican en la familia farmacoldgica a, pero no es posible clasificarlas dentro
de una superfamilia debido a que solo se dispone de la secuencia del péptido maduro, excluyendo la
secuencia que incorpora el péptido sefial (Pulliandre et al., 2010). No obstante, con base a la similiud
que presentan con los patrones de cisteinas de la superfamilia A (CC-C-C) y J (C-C-C-C) y su conectividad
(I-111'y 1-1V), sugieren la posibilidad de que las a-conotoxinas sintéticas empleadas puedan pertenecer

a dichas superfamilias (Robinson y Norton, 2014; Prashanth et al., 2017).
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La conectividad del patrdn de cisteinas forma una estructura globular caracteristica de las conotoxinas
naturales, aunque también pueden presentar conectividades de tipo "ribbon" (I-IV, lI-lll) y “beads” (-
I, I1I-IV) en conotoxinas sintéticas (Lebbe et al., 2014). El nimero de aminoacidos presentes entre el
patron de cisteinas determina la subfamilia de la a-conotoxina, clasificandose en 3/4, 3/5, 4/3, 4/4,
4/6 o 4/7 (Figura 7). La clasficacion de la subfamilia determina la especificidad sobre las subunidades
de nAChR, donde 3/4 presenta afinidad hacia receptores a-homoméricos, 3/5 hacia receptores
musculares y 4/3, 4/4, 4/6 y 4/7 hacia receptores neuronales (Kaas et al., 2010; Giribaldi y Dutertre,
2017).
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Figura 7. Representacion estructural del patrén globular de cisteinas en a-conotoxinas. La a-BulA proviene de
Conus bullatus, a-Gl de Conus geographus, y a-PnlA de Conus pennaceus (Modificado de Kaas et al., 2010).

1.1.4.2. a-conotoxinas como antagonistas de los receptores nicotinicos (nAChR)

Las a-conotoxinas exhiben una afinidad hacia los nAChR y tienen la capacidad de distinguir entre los
receptores musculares y diversos subtipos de receptores neuronales basada en la subdivisién adicional
de distintas subfamilias estructurales m/n (3/5, 4/3, 4/4, 4/5, 4/6 y 4/7). Las subfamilias presentan
residuos conservados de serina (S) y prolina (P) en el primer bucle (m), mientras que en el segundo
bucle (n) existe una variacién de secuencia que proporciona la selectividad hacia los subtipos de nAChR
(Akondi et al., 2014). El residuo de prolina (P) en el bucle m es particularmente crucial porque es el
responsable de inducir el motivo de giro helicoidal que orienta los residuos expuestos hacia el sitio de
union de los nAChR. Las sustituciones de prolina (P) por otro aminoacido resulta en la pérdida de

actividad sobre los nAChR (Terlau y Olivera, 2004; Kang et al., 2007).
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Los aminoacidos conservados desempefan un papel determinante en la unién receptor-conotoxina.
Sin embargo, ademas de los residuos conservados en las a-conotoxinas, existen otras caracteristicas
bioquimicas que influyen en la afinidad de unién a los nAChR y se encuentran determinadas por las
interacciones hidrofdbicas y electrostaticas de las mismas (Turner et al., 2019). En los nAChR
musculares se han identificado que los aminoacidos serina (S), arginina (R) y tirosina (Y) estabilizan la
interaccion entre ambos complejos (Quiram et al., 2000). En Los nAChR neuronales, existen multiples
aminoacidos involucrados en la unién de los receptores, y la afinidad hacia las a-conotoxinas esta
influenciada por la combinacién especifica de las subunidades que conforman el receptor nAChR.
Aunque existen receptores a-homomeéricos como a7 y a9, son poco comunes, y la mayoria de los
NAChR estdn formados por una combinacidon pentamérica de doce subunidades (a)2(B)s y (a)s(B)..La
diversidad de las multiples combinaciones que pueden asumir las subunidades de nAChR, dificulta la
identificacién de los aminoacidos responsables de la afinidad en la unién receptor-conotoxina (Nicke
et al., 2004; Janes, 2005). Un ejemplo de ello son las secuencias que presentan las a-conotoxinas Pnla
y PnIB, en donde solo difieren de un aminodcido en la posicion 10, pero la selectividad por el nAChR
cambia dramaticamente de a3B2 a a7, respectivamente. En este caso, la preferencia por a7 estd
determinado por la leucina (L). No obstante, a pesar de la variabilidad en la afinidad observada segin
la secuencia, es importante mencionar que la mayoria de las a-conotoxinas presentan un sitio
conservado hidrofébico y un sitio complementario con carga positiva. Esta configuracion proporciona
una afinidad hacia los nAChR, considerando que la subunidad a del receptor es hidrofébica y el lado

complementario tiene carga negativa (Akondi et al., 2014).

1.1.4.3. a-conotoxinas contra el cancer

A pesar de la extensa investigacidon sobre el efecto de las a-conotoxinas en células neuronales y
musculares, los estudios en células no neuronales, especificamente en el contexto del cancer, ha sido
escasa. Sin embargo, se han identificado que las subunidades reportadas para los subtipos de nAChR
en células neuronales coinciden con la selectividad que presentan hacia los subtipos de nAChR
expresados en células cancerosas. La sobreexpresion de nAChR es una caracteristica distintiva en
diversos tipos de cancer y se encuentra relacionado con el incremento en la proliferacién y los
mecanismos de resistencia celular que favorecen la progresién tumoral (Osipov et al., 2020). En
consecuencia, la actividad antagonista de diferentes a-conotoxinas en los nAChR ha sido empleada en

diversas lineas de cancer para evaluar los mecanismos de inhibicién tumoral (Tae y Adams, 2023).
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En la Tabla 1 se mencionan algunos ejemplos de a-conotoxinas como ArlIB e Iml, que corresponden a
la subfamilia 4/7 y 4/3 respectivamente, en donde se ha reportado que presentan afinidad por los
receptores a-homoméricos en los receptores neuronales a7, asi como los subtipos a32. Un ejemplo
adicional es la a-AulB de la subfamilia 4/6 que se ha demostrado actividad sobre los subtipos a3p2 y
a3B4 en los receptores neuronales (Peng et al., 2010; Armishaw, 2010). Las tres a-conotoxinas
coinciden con la afinidad hacia los subitpos de nAChR reportados en las células no neuronales y se han
asociado con la disminucion de la proliferacién celular en lineas de cdncer de mama y pulmén (Improgo

et al., 2013; Mei et al., 2015; Mucchietto et al., 2017).

Tabla 1. Efecto de las a-conotoxinas sobre distinas lineas de cancer que sobreexpresan nAChR.

nAChR * . Especie Cancer Linea Efecto Referencia
conotoxina celular
J
MDA- Proliferacidn Sunetal.,
Mama . .,
Conus MB-157 d Migracion 2020
a9al0 GeXIVA . ) Apoptosis
generalis
HTB-35 .
. N Liu et al.,
Cervix CRL- Proliferacion 2019
1550
, AS49 N Qian et al.,
Pulmodn NCI- . .,
H1299 Proliferacion 2019
TxID Conus textile
HTB-35 J Liu et al.
a3p4 i ’
B Cervix Proliferacion 2019
AulB Conus aulicus | Pulmén | DMS-53 | 1 Viabilidad Improgo et
al., 2013
Conus N Mei et al.,
Iml imperialis Mama MCF-7 Proliferacion 2015
a7 .
Conus , Mucchietto
AriB arenatus Pulmon AS49 Proliferaciéon | etal., 2017
xmla,byc C?(l/?r(:vseiir:s”a PANC-1 N Escarrega
cal 14.1 a, e Pancreas | CAPAN-2 . . ga,
Californiconus Proliferacion 2019
byc . . BxPC-3
N/R californicus
Conasprella
1 12
xm1b ximenes 'y , H1299 { Viabilidad Orozetal.,
calld.lay . . Pulmén H1975 )
Californiconus T Apoptosis 2016
b ) . H661
californicus

N/R= no reportado, d= disminuye, T=aumenta.
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La accién antagonista de las a-conotoxinas sobre los receptores de nAChr han mostrado una inhibicion
en la proliferacion y la induccidn de apoptosis en el cancer de pulmén, cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de pancreas y cancer cervicouterino. En este proyecto, se pretende determinar la
expresién de las subunidades de los receptores nAChR presentes en el cancer cervicouterino, con el
objetivo de evaluar el efecto regulador de a-conotoxinas sintéticas y su uso como posibles blancos

moleculares.

1.1.5. Cancer cervicouterino

El cdncer cervicouterino se origina en el cuello uterino del aparato reproductor femenino, el cual se
encuentra ubicado en la parte inferior del Utero y en la parte superior de la vagina, y se encarga de
conectar a ambos extremos del aparato reproductor mediante el canal endocervical. El canal
endocervical se compone de células epiteliales cilindricas en la parte interior del cuello uterino
(endocervix) y de células epiteliales escamosas estratificadas en la parte exterior del cuello uterino
(ectocervix). La zona de transicion entre los dos tipos de células epiteliales se denomina unidn

escamocolumnar (Figura 8) (Balasubramaniam et al., 2019).

Cervix Anatomy

/' Endocervical

Squamo-
columnar

Figura 8. Anatomia general del cuello cervicouterino. El cuello uterino se encuentra en la parte inferior del Utero
y en la parte superior de la vagina, conectando a ambos extremos por el canal endocervical. El canal endocervical
se compone de dos tipos de células epiteliales que componen el endocervix (células cilindricas) y el ectocervix
(células escamosas estratificadas).
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Las células epiteliales escamosas estratificadas se subdividen en distintas capas celulares en relacion
con su proceso de maduracién y se clasifican en células basales, parabasales, intermedias vy
superficiales. A medida que las células maduran, se mueven gradualmente desde la capa basal hacia
la superficie epitelial y cambian a su vez su morfologia, haciéndose gradualmente mas aplanadas, con
una reduccidn del tamafio nuclear pero con un aumento del volumen celular (Walker et al., 2003). La
importancia del estudio de las distintas células epiteliales escamosas estratificadas radica en que es el
sitio donde ocurre la pérdida de diferenciacién celular y el aumento en la proliferacidon de células
anormales que pueden promover el desarrollo del cancer cervicouterino. Los cambios morfolégicos
gue ocurren en el epitelio cervical se denominan neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y se clasifican
en tres grados distintos con base al grado de neoplasia y a la pérdida de diferenciacién celular (Figura

9) (Balasubramaniam et al., 2019).
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Figura 9. Esquema de la morfologia de las células epiteliales en el cuello uterino. La distribucion y estratificacidon
de las células epiteliales en condiciones normales se observan de color azul. El cambio en la morfologia celular
inducido por las lesiones causadas por el virus del papiloma humano (HPV) se observan de diversos colores, los
cuales se diferencian en el grado de neoplasia (1, 2 0 3), que representa la integracion del HPV a las células (color
morado); hasta alcanzar la progresién del cancer que indica la sobreexpresién de proteinas derivadas del HPV
involucradas en la progresion del cancer (color rojo) (Modificado de Cohen et al., 2019).

La CIN de grado 1 (CIN1) es una lesion que ocurre en las células escamosas, donde el tercio inferior del

epitelio muestra neoplasia de bajo grado. En el 70-80% de las personas que presentan CIN1, las
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lesiones pueden regresar al estado fisiolégico normal sin la aplicacidon de tratamiento, o en caso
contrario, pueden permanecer desapercibidas y contribuir a la progresidon de neoplasia (Chan et al.,
2019). La CIN2 y CIN3 se consideran lesiones con altos niveles de neoplasia, y la principal diferencia
entre ambos es el nivel de afectacién en las células epiteliales, donde CIN2 afecta dos tercios del
epitelio mientras que CIN3 afecta a mas de dos tercios del epitelio (Balasubramaniam et al., 2019).
Ademas, la CIN3 se considera un estado en el que las células del cuello uterino tienen el potencial de

progresar a cancer invasivo (Chan et al., 2019).

En la mayoria de los casos, el desarrollo del cancer cervicouterino es consecuencia de la infeccidn por
el virus del papiloma humano (HPV) en el epitelio mucoso. El HPV pertenece a la familia
Papillomaviridae y se caracteriza por ser un virus icosaédrico sin envoltura, con ADN circular de doble
cadena con una tamano aproximado de 8,000pb (Figura 10A) (Boda et al., 2018). El genoma de los HPV
se compone de tres regiones conservadas: (i) una regién reguladora rio arriba (URR) que contiene un
promotor y un elemento regulador involucrado en la replicacidn y la transcripciéon del ADN; (ii) una
region temprana que codifica para las proteinas involucradas en la expresién genética del virus, e
incluye a las proteinas E1, E2, E4, E5, E6, E7; vy (iii) una regién tardia que codifica para las proteinas

estructurales de la capside, e incluye a las proteinas L1y L2 (Figura 10B) (Gheit, 2019).

URR

7,908/1

HPV 16

2,000

7,908 bp El
\ %
<,
1;5 E4

Figura 10. Representacion esquematica de la morfologia y del genoma del virus del papiloma humano (HPV).
A) Superficie del HPV16 (Tomada de Guan et al., 2017). B) ADN de HPV16. En color gris se muestra la region
conservada (URR), en color verde y naranja se representan las proteinas de la regién temprana, y en color azul
se indica la region tardia (Tomada de Bravo y Félez, 2015).

La infeccidn del HPV inicia con la entrada del virus dentro de las células escamosas del cuello uterino
a través de microheridas. El genoma viral se incorpora en el nicleo una vez que las células completan

la mitosis, y a partir de la expresion de las proteinas E1, E2 y E4, inicia la replicacion del ADN viral.
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Posteriormente, las proteinas E5, E6 y E7 promueven la proliferacidn celular, inhiben los mecanismos
de la apoptosis y evitan la deteccién del sistema inmunolégico con la finalidad de amplificar el nimero
de copias virales a miles de copias por célula. Finalmente, las copias virales se autoensamblan en
viriones que encapsulan el genoma mediante las proteinas L1y L2. En la Tabla 2, se proporciona una

descripcién detallada de las funciones ejecutadas por las proteinas (Bravo y Félez, 2015).

Tabla 2. Funcién de los genes y proteinas del virus del papiloma humano (HPV).

Locus Funciéon

URR | -Involucrado en la replicacién y transcripcion del ADN

-Controla la expresidn genética

E6 -Inmortalizacion celular por degradacion de p53.

-Modifica la adhesion, desregula el ciclo celular e inhibe
la apoptosis por degradacion de TAp63 y p73.

E7 -Desregulacion del ciclo celular por degradacion de pRB.

-Induce inestabilidad cromosémica.

E5 -Induce proliferacion celular e inhibe la apoptosis

-Disminuye la expresién del MHC

E1l -Actividad de ADN helicasa dependiente de ATP

-Replicacion del ADN viral

E2 -Replicacion del ADN viral y segregacion del genoma viral.

- Suprime proteinas E6 y E7

E4 - Modifica la estructura del citoesqueleto

L2 -Proteina de la capside menor

-Recluta proteina L1 para el ensamblaje del virus

L1 -Proteina principal de la capside

-Ensamblaje del genoma viral

Color gris= regién conservada (URR), color verde y naranja= regidén temprana, color azul= region tardia.

En el transcurso de la replicacién del genoma viral, el HPV induce la acumulacidn de alteraciones en
las vias de sefalizacidn de las células del cuello uterino, especificamente mediante la activacién de
oncogenes y la supresion de genes supresores de tumores (Olusola et al., 2019). Los cambios en el
genoma de la célula hospedera y la predisposicién del desarrollo de cancer cervicouterino depende
del genotipo del virus, el cual se puede clasificar en alto riesgo o en bajo riesgo con base a su virulencia.
Los HPV de alto riesgo corresponden al genotipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, y 59;
siendo el HPV 16 y 18 los genotipos mas agresivos debido a que causan alrededor del 70% de la

incidencia y progresién del cancer cervicouterino de naturaleza invasiva (Chan et al., 2019).
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La progresién de las células epiteliales infectadas por HPV a cancer invasivo es un proceso que requiere
en promedio de 20 afios para su desarrollo; y aunque la mayoria de las mujeres sexualmente activas
adquieren una infeccion por HPV, el 90% de las infecciones cervicales son resueltas en 1 o 2 afios por
el sistema inmunoldgico de las células hospederas (de Freitas et al., 2012). Sin embargo, en algunos
casos, las infecciones se vuelven persistentes y aumentan el riesgo de desarrollar céncer
cervicouterino. Las infecciones persistentes pueden ser consecuencia de diversos factores, entre los
que se incluye el consumo de alcohol, el consumo de tabaco, la predisposiciéon genética y un sistema

inmunoldgico débil (Gheit, 2019).

Existen tres estrategias de prevencidon contra el desarrollo del cancer cervicouterino y se pueden
clasificar con base a la etapa de infeccién por el HPV, denominadas prevencidn primaria, secundaria y
terciaria. La prevencién primaria implica la disminucién de los factores de riesgo que aumentan la
predisposicién de la enfermedad mediante la educacidn sexual y campafias de vacunacién contra el
virus del papiloma humano (HPV) (Cohen et al., 2019). La primera vacuna contra el HPV fue Gardasil
(Merck, Pensilvania) en 2006 que protege contra el HPV 6, 11, 16 y 18, mientras que la segunda vacuna
llamada Cervarix (Glaxo Smith Klein, Bélgica) autorizada en 2009 protege contra el HPV 16 y 18. La
tercera y Ultima vacuna aprovada hasta el momento corresponde a Gardasil 9 en 2014, y previene la
infeccidon del HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 (Lehtinen et al, 2017). La prevencidn secundaria
incluye el diagndstico en pacientes asintomaticos y la deteccién temprana en pacientes sintomaticos
de la enfermedad para prevenir el desarrollo del cancer. El principal método de deteccidn utilizado es
la citologia cervical o papanicolau debido a su especificidad del 95-99% y por reducir la incidencia de
cancer cervicouterino hasta un 80%. La prevencidn terciaria pretende disminuir las limitantes causadas

por el cancer (Aggarwal, 2014).

A nivel mundial, el cadncer cervicouterino se encuentra en la cuarta posicién en incidencia y mortalidad
en mujeres (Sung et al., 2021). En contraste, en México, este tipo de cancer es el segundo mas comun
y la segunda causa de muerte por cancer en mujeres, siendo el HPV16 y el HPV18, los responsables del
70% de los casos. A pesar de la implementacion del programa de vacunacidn en 2012, dirigido a nifias
de once afos que incluye dos dosis de la vacuna tetravalente, la incidencia y mortalidad del cancer
cervicouterino sigue en aumento. Hasta la fecha, aln no se han realizado estudios para evaluar la
cobertura de la vacunacion y la eficacia de las vacunas contra el virus del papiloma en México (Instituto

Nacional de Salud Publica, 2021; Mufioz et al., 2022).
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1.2 Justificacion

La expresion de los nAChr en las células cancerosas inhiben los procesos de apoptosis y promueven las
vias de sefializacion involucradas en procesos de proliferacidon y angiogénesis. En consecuencia, la
investigacion de compuestos que actian como reguladores sobre los receptores nAChr es importante
para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer. Las a-conotoxinas son candidatas terapéuticas

de interés debido a su accidn reguladora sobre los nAChr.

1.3 Hipotesis

La exposicidn de a-conotoxinas sintéticas sobre las lineas de cancer cervicouterino (Ca-Ski, SiHa, C-33
A y Hela) afectaran los mecanismos de division celular, causando una disminucion en la viabilidad

celular.

1.4 Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar el efecto que inducen las a-conotoxinas sintéticas en la viabilidad celular sobre cuatro

lineas celulares de cancer cervicouterino (Ca-Ski, SiHa, C-33 A, Hela).

1.4.2. Objetivos especificos

1. Identificar la expresién de las subunidades de los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) en las lineas celulares de cancer cervicouterino CaSki, SiHa, C-33 Ay Hela.

2. Evaluar el efecto que inducen las a-conotoxinas sobre las lineas celulares de cdancer
cervicouterino CaSki, SiHa, C-33 Ay Hela.

3. Determinar la via de sefializacién de muerte celular que inducen las a-conotoxinas con efecto

modulador en las lineas celulares de cancer cervicouterino CaSki, SiHa, C-33 Ay Hela.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Cultivo de lineas celulares

Las cuatro lineas celulares de cancer cervicouterino empleadas se caracterizan por ser células
adherentes y por presentar una morfologia epitelial (Figura 11). La preparacion de cada procedimiento
experimental para cada linea celular, tal como se describe a continuacion, se realizé dentro de una
campana de flujo laminar (Purifier Class Il Biosafety Cabinet, LABCONCO) utilizando reactivos estériles
y materiales previamente desinfectados con etanol al 70%. El volumen final de cada placa de cultivo

de 100 mm con medio completo es de 8 mL.

Figura 11. Morfologia de las cuatro lineas celulares de cancer cervicouterino. A) SiHa. B) Hela. C) Ca-Ski. D) C-
33A. Las imagenes se tomaron con un microscopio invertido con un objetivo de 4x y 10x. Las barras blancas en
cada imagen representan una escala de tamafio de 400 um.
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2.1.1. Medio de cultivo y activacion de células

El medio de cultivo para cada linea celular se muestra en la Tabla 3, y fueron suplementados con 1%
de antibidticos y antimicéticos (Penicilina 10,000 U/mL, Estreptomicina 10 ug/mL y Anfotericina-B 5

ug/mL; Sigma Aldrich) y 10 % suero fetal bovino (Corning) para obtener el medio de cultivo completo.

Tabla 3. Caracteristicas de las lineas celulares de cancer cervicouterino

Linea celular Enfermedad HPV Carac_terlstlcas Medl.o de
particulares cultivo
_Ski ®
CRCI;d/I-SCkIIRIf'-AlTSCSCOTM) Carcinoma 16 Sin especificar RPMI
SiHa (ATCC® Carcinoma de .,
HTB-35™) células escamosas 16 Expresion p53+y pRB+ EMEM
Expresidn de p53+
C-33A (ATCC® . .
HTB—(31TM) Carcinoma Negativo elevada. Mutacién EMEM
puntual en el codén 273
(Arg->Cys)
®
HeCLgL(_A;MC)C Adenocarcinoma 18 Sin especificar EMEM

RPMI= RPMI-1640 Medium, EMEM= Eagle's Minimum Essential Medium

Las lineas celulares se encontraban criopreservadas en criovales con que contenian un volumen de 1
mL compuestos por 5% de dimetilsulféxido (DMSO) y 95% de medio completo. Para su activacién, se
procedid a descongelar los crioviales en un bafio maria a 37 °C. El contenido del criovial se suspendié
en un tubo Corning de 15 mL que contenia 9 mL de solucién salina con fosfato (PBS), y después se

centrifugd a 150 g durante 5 minutos.

Posteriormente, se elimind el sobrenadante con una micropipeta y se resuspendié el botdn de células
en 1 mL de medio completo. El contenido se homogenizd con una micropipeta y se colocé en una placa
de cultivo celular de 100 mm previamente adicionada con 7 mL de medio completo. Finalmente, las
placas de cultivo celular se incubaron a 37 °C con 5% de CO, y se monitore6 de manera constante la

confluencia celular utilizando un microscopio invertido en 4x (Life Technologies, EVOS).
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2.1.2. Mantenimiento celular

Para llevar acabo el mantenimiento celular se removié el medio completo de la placa de cultivo celular
mediante una bomba de vacio y una jeringa de succion. Posteriormente, se enjuagd con 6 mL de PBS
y se adicionaron 8 mL de medio completo. El mantenimiento celular se realizé tres veces cada semana

hasta obtener una confluencia de 80 a 90%.

2.1.3. Subcultivo y expansidn celular

Para realizar el subcultivo celular se removié el medio completo del cultivo celular y se enjuagé con 6
mL de PBS. Posteriormente, se afiadid 1 mL de la enzima tripsina para desprender a las células de la
base y se procedio a incubar a 37 °C con 5% de CO; durante 3 min. Finalmente, se agregaron 4 mL de
medio completo para inactivar la tripsina. A partir del volumen final de 5 mL, se emplearon distintas

diluciones dependiendo del crecimiento de cada linea celular.

2.1.4. Conteo celular

A partir de los 5 mL de volumen final del medio de cultivo de la seccidn 2.1.3., se tomd un volumen de
40 pl previamente homogenizado de la placa de cultivo y se transfirid a un tubo de microcentrifuga
para realizar el conteo celular. El contenido restante se transfirié a un tubo Corning de 15 mL para su
posterior uso (seccion 2.1.5). Posteriormente, las células fueron tefiidas con azul de tripano (Trypan
Blue Stain 0.4 % GIBCO®; dilusidn en 1:10 de PBS 1X). Se agregaron 20 pl de muestra en cada pozo de
la cdmara de neubauer y se procedié a contar las células dispuestas en los cuadrantes. El nimero de

células se calculé mediante la siguiente formula:

Células vivas

Total de células = ( ) (Factor de dilusiéon)(10,000)(Volumen final) (1)

No.de cuadrantes

2.1.5. Criopreservacion

La suspensidn celular restante de la seccion 2.1.4 se centrifugd a 150 g durante 5 minutos y se descarté

el sobrenadante. El sedimento resultante se resuspendid y se homogenizé en 1 mL con 5% de DMSO y
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95% de medio completo. Posteriormente, el contenido se transfirid a un crioval y se colocé en el

recipiente de congelacién Mr. Frosty (Thermo Scientific™) para su almacenamiento a -80 °C.

2.2. Identificacion de la expresion génica de los receptores nicotinicos de

acetilcolina (nAChR)

2.2.1. Extraccion de ARN

Se empled el kit y protocolo de TRIzol™ Reagent (Invitrogen) para realizar la extraccion de ARN celular.
El procedimiento se realizd a temperatura ambiente (24 °C), utilizando materiales previamente
esterilizados y superficies desinfectadas con etanol al 70% y con RNAsa away. Posteriormente, se
procedio a eliminar el medio de cultivo de la placa de 12 pocillos y se realizd un lavado con PBS, el cual

después se retird para afiadir 1 mL de TRIzol™ por cada 10 cm? de superficie.

El contenido de los pozos se homogenizo, se transfirié a un tubo eppendorfy se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min. Después se afiadié 0.2 mL de 1-bromo-3-cloropentano (BCP, 99%, ACROS
Organics™) por cada 1 mL de TRIzol™ a cada tubo y se agité con vértex durante 30 s. El contenido se
centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C para obtener la separacién del ARN (capa acuosa
superior) del ADN y proteinas (capa organica inferior). La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo
eppenderf, se adicionaron 0.5 mL de isopropanol por cada 1 mL de TRIzol™ y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 min. Subsequentemente se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min a 4°Cy se
decantd el isopropanol. El contenido del tubo se resuspendié en 1 mL de etanol al 75% por cada 1 mL
de TRIzol™, después se agitd con vértex durante 30 s y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min a
4°C. Finalmente, se dejo evaporar el etanol a temperatura ambiente y el ARN se resuspendié en 20 pl
de agua estéril previamente tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC = 97 %, Sigma Aldrich) al 0.1

% para inactivar las RNasas.

A partir del volumen final, se realizé una dilucién 1:5 y se determind la pureza y concentracidon de ARN
mediante un espectrofotémetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) a una absorbancia de A260/A280
nm. La integridad del ARN se visualizd6 mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% durante
cuarenta minutos con una tensidon de 100 V. Las muestras de ARN con una relacién de A260/A280 >

1.9 y £ 2.0 se utilizaron para la sintesis de ADN complementario (ADNc).
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2.2.2. Retrotranscripcion

Se empled el protocolo de SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, numero de catdlogo
18080-400) para realizar la retrotranscripcion del ARN. Para ello, en un tubo de 200 pl se mezclaron
0.5 ul de primer dT (50 uM), 0.5 ul de hexdmeros aleatorios (50 ng/uL), 1 ul de solucién amortiguadora
(annealing buffer), n ul de ARN necesarios para obtener una cantidad de 5 pug y n ul de agua libre de
Rnasas/Dnasas. Se obtuvo un volumen final de 8 pl. Posteriormente, la muestra se incubd a 65 °C

durante 5 minutos, y después se dejé reposar en hielo durante 1 min.

Después de la incubacion, se procedid a afiadir 10 pl del rectivo 2X first strand MIX (10 mM MgCl, y
1mM para cada dNTP) y 2 ul de la enzima SuperScript® 11l/RNaseOUT™ Enzyme Mix para obtener 20
pl de volumen final. La muestra se homogenizéd mediante el uso de un mezclador de vértice y se
centrifugd durante 30s para después introducir la muestra al termociclador (Vertiri, Applied
Biosystems) para la obtencién de ADNc. La primera temperatura de incubacion se realizé a 25 °C
durante 10 min, para después aumentar la temperatura de reaccién a 50 °C por 50 min, seguido de

una temperatura de 85°C durante 5min y finalizar con 4°C.

2.2.3. Amplificacion de ADNc

Se utilizé6 como referencia el protocolo de GoTaq® DNA polymerase (Promega) para amplificar las
distintas subunidades de los receptores nAChR presentes en las lineas celulares. Se emplearon los
reactivos mencionados en el protocolo, sin embargo se modificaron las concentraciones y el volumen

a utilizar en cada tubo de reaccion.

El primer paso consistié en mezclar los reactivos para el nimero de reacciones a obtener con base al
ndmero de cebadores a amplificar. En una reaccién (1X), en un microtubo de 600 pl se agregaron 10
ul de buffer 5X green, 6 ul de MgCl, (25 nM), 1 ul de dNTPs (2.5 mM cada uno), 30.75 ul de agua libre
de nucleasas y 0.25 pl de la enzima GoTaq Flexi, obteniendo un volumen final de 48 pl. En este caso,
la concentracion a utilizar es de 10X, que corresponde a cada cebador y una reaccién adicional;
obteniendo un volumen final de 480 pl. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas de los cebadores

utilizados para la reaccién de amplificacion.
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Tabla 4. Cebadores empleados en la identificacion de receptores nicotinicos

Cebador Secuencia Tm (°C) Pb Genbank ID

B-actina S: GCGAGAAGATGACCCAGATC S$:57.85 103 NM_001101
A: CCAGTGGTACGGCCAGAGG A: 62.02

a3-nAChR S:CTGGTGAAGGTGGATGAAGT S$:57.13 465 NM_001166694.1
A: CTCGCAGCAGTTGTACTTGA A: 58.22

a4-nAChR S: GGATGAGAAGAACCAGATGA S:56.75 463 NM_001256573.2
A: CTCGTACTTCCTGGTGTTGT A: 56.50

a5-nAChR S: TCAACACATAATGCCATGGC S:56.75 220 NM_000745.4
A: CCTCACGGACATCATTTTCC A: 56.60

a7-nAChR | S: GCCAATGACTCGCAACCACTC $:62.13 336 NM_000746.6
A: CCAGCGTACATCGATGTAGCA A: 60.27

a9-nAChR | S: GACTGAGAGCTGCAGAGACG S:60.18 131 NM_017581.3
A: AATCTGCAGGGTCACATTCA A:57.11

al0-nAChR = S: AGCTGTTCCGTGACCTCTTT S$:59.24 111 NM_020402.2
A: TGTCGATGATCTGGGACAGT A:58.15

B2-nAChR | S: ATGACCAGAGCGTGAGTGAG S:59.47 121 NM_000748.2
A: AAGAGAGGCTGCAGGAACAT A:59.01

B4-nAChR | S: TGTGCAGGAGGCATTAGAAG S:57.59 145 NM_000750.3

A: GACGCACACAAACATGAACA A:57.53
S: sentido; A: antisentido; Pb: pares de bases; Tm: melting temperature (por sus siglas en inglés)

Una vez preparado la mezcla de reaccidén en el microtubo, se procedié a colocar 48 pl a cada tubo de
PCR. Después, se adiciond 1 ul de los cebadores antisentido (10 uM) y 1 ul de los cebadores sentido
(10 pM) a cada tubo, obteniendo un volumen final de 50 ul. A partir de los 50 pl obtenidos, se dividié
el volumen en dos tubos de PCR, con 25 pl para el control negativo y 25 pl. Una vez dividido el volumen

de la mezcla, se adiciond 2 ul del ADNc obtenido para el tubo que tendra la muestra.

Una vez preparadas las muestras se procedié a colocar las muestras en el termociclador (Vertiri,
Applied Biosystems) para su incubacion. La temperatura inicial de desnaturalizacion se realizé a 95°C
durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, seguido de la disminucién a 60 °C por 30 s, hasta
alcanzar los 72 °C por 30 s. En el tercer ciclo, se mantuvo la temperatura a 72 °C por 10 min y
posteriormente se culmind con un cuarto ciclo a 4 °C. La visualizacion de la amplificacién para cada
cebador se visualizé6 mediante la electroforesis de gel de agarosa al 2% utilizando 10 pl de la reaccién.

Las muestras de ADNc migraron durante cuarenta minutos con una tension de 100 V.



27

2.3. Ensayos de viabilidad celular

2.3.1. Determinacion de la confluencia celular

Debido a que la morfologia y el tamafio de las lineas celulares SiHa, Hela, C-33A y Ca-Ski presentan
diferencias, se realizd un ensayo para determinar la confluencia celular por pozo utilizando una
microplaca de 96 pozos. Para ello, se siguié la metodologia anteriormente mencionada para realizar el
conteo celular (Seccidn 2.1.4) y comparar la confluencia utilizando 5,000, 7,500 y 10,000 células por
pozo en cada linea celular. El ensayo se realizé por triplicado utilizando un volumen final de 100 pl por
pozo y se utilizd el medio de cultivo especifico para cada linea celular como control negativo. Los

resultados se observaron después de 24 horas de incubacién a 37 °C y 5% de CO..

2.3.2. Porcentaje de dimetilsulfoxido (DMSO) requerido para reducir la viabilidad celular

Se seleccioné DMSO (Sigma) como control positivo en cada ensayo de viabilidad celular debido a los
efectos citotdxicos que induce en las células. Sin embargo, el porcentaje de DMSO requerido para
reducir la viabilidad de manera significativa con respecto al control es diferente para cada linea celular.
Por esta razon, se estandarizé el porcentaje de DMSO a utilizar en cada una de las lineas celulares,
comparando el efecto de la disminucidn de la supervivencia celular con 1, 5, 7.5 y 10% (v/v) de DMSO.
Para ello, cada linea celular se cultivé en una placa de 96 pozos con el nimero de células determinado

en el apartado de resultados (3.2.1.).

Después de 24 horas de incubacién a 37 °Cy 5% de CO,, se aplicaron las distintas concentraciones de
DMSO a los pozos por triplicado en un volumen final de 100 ul por pozo. Se utilizé el cultivo de células
sin tratamiento como control negativo y ademds se agregaron pozos con medio de cultivo para
eliminar el fondo de placa. La placa de cultivo se mantuvo en incubacién a 37 °Cy con un 5% de CO;
durante 24 horas. Posteriormente, para determinar la disminucion en la viabilidad celular se utilizé el
método colorimétrico llamado CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega),
que utiliza un compuesto de tetrazolio (MTS — color amarillo) que al aplicarse a los pozos con células
metabdlicamente activas reducen el compuesto a formazan (color morado) mediante la enzima
NADPH o NADH deshidrogenasa. La cantidad de formazdan es proporcional al nimero de células viables.

Los ensayos se realizaron agregando una proporcién 1:10 de MTS en un volumen de 100 pl por pozo
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directamente a los pozos de la placa celular. Se incubé durante 3 horas a 37 °C con 5% de CO; para su
posterior lectura a una absorbancia de 490 nm. En la Figura 12 se muestra un esquema general de la

metodologia empleada.

Cultivo de células Aplicar tratamientos y controles

(@1
Incubacion 24 hr (OND)ONE
—————» ; DB O(
37°C, 5% CO, IO O)(
S89) @Dy (UL L
OOO(C
Yolelel
Incubacion 37°C, 5% CO,

24 hr

Incubacion 3 hr

37°C, 5% CO,

Lectura de placas (490n;ﬁ'j" N .
Anilisis de resultados

Aplicar MTS (10 pl/pozo)

Figura 12. Esquema general del procedimiento empleado en los ensayos de viabilidad celular. El ensayo
consistio en tres dias. El primer dia consistidé en cultivar el nimero de células necesarias para obtener una
confluencia aproximada del 80% en una placa de 96 pozos. Después de 24 horas de incubacién a 37 °C con 5%
de COy, se aplicaron los tratamientos y controles seleccionados. Seguido de una segunda incubacién durante 24
horas a 37 °C con 5% de CO», se aplicd el compuesto MTS y se mantuvo en incubacidn durante un periodo de 3
horas a 37 °C con 5% de CO;. Posteriormente, se realizd la lectura a una absorbancia de 490 nm. Se utilizé el
cultivo de células sin tratamiento como control negativo y ademas se agregaron pozos con medio de cultivo para
eliminar el fondo de placa. Volumen final de cada pozo: 100pl.

Una vez obtenidos los datos de las absorbancias se procedié a determinar el porcentaje de viabilidad

celular con la siguiente formula:

(ABSTratamiento — ABSFondo de placa)

% de viabilidad celular = 100
% de viabilidad celular (ABSBlanco — ABSFondo de placa) *

El fondo de placa hace referencia a los pozos con medio de cultivo, mientras que el blanco se refiere

al control negativo que contiene células sin tratamiento.

(2)



2.3.3. Efecto de las a-conotoxinas en la viabilidad celular

Una vez estandarizado el nimero de células por pozo y la concentracion de DMSO a utilizar, se
procedid a determinar el efecto de las a-conotoxinas para cada linea celular. En la Tabla 5 se muestran

las caracteristicas generales de las a-conotoxinas empleadas.

Tabla 5. Caracteristicas de las c.-conotoxinas.

Conotoxina Secuencia Masa Longitud [ Modificacién Conectividad
molecular (aa) postraduccional
(g/mol)
call4.1b | GDCPPWCVGARCRAGKC | 1775.1 17 No Globular 1-
3,24
call4.2c | RDCPPWCPTSHCNAGTC | 1844.07 17 No Globular 1-
3,24
call4b RQCPPWCSGEPCRKGTC | 1904.22 17 No Globular 1-
3,24
xmlb* XXCCRXXXCXXXCX 1519.6 14 Amidacién C- 1-3,2-4
terminal
xmlc* a: XXCCR 14 No aCl-bC1
bz XXXCXXXCX 152361 aC2-bC2
Imlb a: GCCS 1369.63 12 Amidacién C- 1-3,2-4
b: DPRCAWRC terminal
Vel.l GCCSDPRCNYDHPEIC 1807.03 16 Amidacién C- 1-3,2-4
terminal
call4.2b RECPPRCPTSHCNAGTC | 1828.07 17 No Globular 1-
3,24
xmla* XXCCRXXXCXXXCX 1519.60 14 No 1-3,2-4
xmld* a: XXCCRXXX 14 Amidacién C- aCl-bC1
b: CXXXCX 1523.61 terminal aC2-bC2
Im1 GCCSDPRCAWRC 1355.50 12 Amidacién C- 1-3,2-4
terminal
Vcl.1b a: GCCS 1810.65 16 Amidacién C- 1-3,2-4
b: DPRCNYDHPEIC terminal

*En cumplimiento de los protocolos de confidencialidad, se ha decidido omitir la secuencia completa

En los ensayos iniciales, se empled una concentracidon de 50 uM para cada conotoxina. El porcentaje
de viabilidad celular se determiné mediante el método colorimétrico llamado CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) y los resultados de las absorbancias se calcularon con
la formula (2), como se describe en la seccion 2.3.2. A partir de los resultados obtenidos, en los cuales
se observd que el efecto de las a-conotoxinas era estadisticamente significativo (p<0.05), se procedid

a realizar una cinética a distintas concentraciones para evaluar la respuesta dosis-respuesta en la linea

celular.
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2.3.3. Analisis estadisticos en los ensayos de viabilidad celular

A partir de los datos obtenidos con la férmula (1) se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via,
seguido de una comparacidén multiple de Dunnett. El andlisis de ANOVA determina si existe una
diferencia significativa (p<0.05) entre las medias de los grupos y el control, sin embargo, no indica que
grupos muestran dichas diferencias. Por lo tanto, se utilizd la prueba de Dunnett, que identifica las
medias de los grupos con diferencias significativas. Los analisis y las graficas se realizaron con el

programa GraphPad Prism® (Version 9.0.1).

2.4. Ensayos de muerte celular

Para identificar las vias de sefalizacién de muerte celular, es decir, apoptosis o necrosis, se llevaron a
cabo ensayos de microscopia de fluorescencia. La metodologia utilizada es similar a los descrita en la
Figura 12 en lo que respecta al primer y segundo dia, que involucran el cultivo de células y la aplicacién
de los tratamientos y los controles, respectivamente. Los tratamientos incluyeron a las a-conotoxinas
gue disminuyeron de manera significativa el porcentaje de viabilidad celular en los ensayos dosis-
respuesta en las lineas de cdncer cervicouterino. Los controles positivos empleados fueron DMSO al
5% (v/v) y el farmaco cisplatino (cis-Diammineplatinum Il dichloride, Sigma) a 50 uM debido a su
capacidad de inducir apoptosis. Se utilizé el cultivo de células sin tratamiento como control negativo y
ademas se agregaron pozos con medio de cultivo para eliminar el fondo de placa. A partir del tercer

dia, se anadieron los marcadores descritos en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los marcadores empleados en los ensayos de muerte celular.

P4170 (Sigma)

membranas dafadas

Marcador Tincién Fluorescencia | Interpretacién | Emisién/Excitacién | Concentracién
Hoechst 33342, | ADN, selectivo a Azul Células totales 461/350 1 pg/ml
H1399 (Invitrogen) | bases AT
CellEvent™ ADN, activado por C-3 Verde Apoptosis 530/502 10 uM
Caspase-3/7 y C-7* que escinden
€10423(Invitrogen) | péptido DEVD
Yoduro de propidio | ADN, células con Rojo Necrosis 615/535 2 pg/ml

*C-3*: caspasa-3, C-7: caspasa-7

Los ensayos se realizaron agregando la concentracién de los tres marcadores en un volumen de 100 pl

por pozo en una placa de 96 y se incubd durante 30 minutos a 37 °C con 5% de CO, para su posterior
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visualizacidn en el microscopio invertido (EVOS FLoid™, Life Technologies). Se capturaron cinco

cuadrantes representativos para cada pozo, como se muestra en la Figura 13 para su posterior analisis.

Figura 13. Imagen representativa de la orientacion de los cuadrantes. Los cuadrantes se capturaron para cada
pozo utilizando los marcadores de tincidn de la viabilidad celular que incluyen a Hoechst, Caspase e IP.

2.4.1. Andlisis estadistico en ensayos de microscopia de fluorescencia

A partir de las imagenes capturadas en el microscopio invertido, se registraron las células positivas
para cada uno de los marcadores mediante el programa Imagel (Fiji 2.14.0/1.54f). En la seccién
“analyze” se selecciond la opcién “set measurments” y se seleccionaron los pardmetros “area, mean

|II

grey value and display label”. Posteriormente, se analizaron en conjunto las imagenes obtenidas de los
cuadrantes para cada marcador en la seccién “process”, seguido por la opcidn de “batch” y “measure”
para obtener los promedios de cada imagen y determinar el porcentaje de activacion celular. Una vez
obtenidos los datos se procedié a calcular la media y la desviacién estadndar de cada pozo mediante  (3)

siguientes férmulas:

células positivas a IP

% de células positivas a IP = ( )x100

células positivas a Hoechst

células positivas a caspasas 3/7
células positivas a Hoechst

% de células positivas a caspasas 3/7 = ( )xlOO (4)

Las férmulas se determinaron con base a las células marcadas con Hoechst que representan el total de

células. Los resultados se graficaron en el programa GraphPad Prism® (Versién 9.0.1).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Determinacion de la expresidon de las subunidades de nAChR in vitro

La cantidad obtenida de ARN total para cada linea celular se especifica en la Tabla 7.

Tabla 7. Cantidad de ARN total de cada linea celular de cancer cervicouterino. Los datos se obtuvieron mediante
un espectrofotometro a una absorbancia de A260/A280 nm.

Linea Numero de Relacion Cantidad ARN
celular células A260/280 total (ng)

Hela 3.8x10° 1.95 2,277

SiHa 1.1x10° 1.95 2,760
C-33A 4.4x10° 1.97 9,267
Ca-Ski 3.7 x10° 1.95 2,620

A partir de los datos obtenidos se procedio a visualizar la integridad del ARN ribosomal (Figura 14). En
el inciso A, que corresponde a la linea celular Hela, se emplearon distintas cantidades de ARN con el
objetivo de determinar la cantidad minima necesaria para observar las tres subunidades (5S, 185y 28S)
gue componen al ARN ribosomal. Con base a la intensidad obtenida del ARN para la linea celular Hela,
se determind utilizar < 400 ng para visualizar la integridad del ARN del resto de las lineas celulares

(SiHa, C-33A y Ca-Ski).

Figura 14. Integridad del ARN ribosomal de cada linea celular de cancer cervicouterino. La integridad del ARN
se visualizé mediante la electroforesis de gel de agarosa al 1.5%. Las muestras durante un periodo de cuarenta
minutos con una tensién de cien voltios.
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Una vez confirmada la integridad del ARN se procedié a realizar la retrotranscripcion para obtener el
ADNc (ADN complementario). Posteriormente, el ADNc se utilizé para identificar los receptores
nicotinicos de acetilcolina a partir de la amplificacion de los cebadores mostrados en la Tabla 4. Los

resultados de la amplificacion cada linea celular se observan en la Figura 15.

Figura 15. Amplificacién de los los receptores nicotinicos de acetilcolina para cada linea celular de cancer
cervicouterino. A) Hela. B) SiHa. C) C-33A. D) Ca-Ski. La amplificacidn se visualizd6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2% utilizando 10 pl de reaccién. Las muestras (M) y los controles negativos (C-) migraron a través
del gel durante un periodo de cuarenta minutos con una tensién de 100 V.
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La amplificacién de las bandas obtenidas se consideraron como validas si se observaban claramente
definidas y si su tamafio molecular coincidia con el valor reportado en la base de datos (Tabla 4). Es
importante destacar que, en algunos casos, como se muestra en la Figura 15B se observa la
amplificacion de regiones inespecificas y la presencia de una banda que corresponde al peso molecular
esperado. Ademds, en la Figura 15C, aunque las bandas estaban definidas, los tamafios moleculares
no coincidian con los esperados. No obstante, se consideraron como amplificaciones validas, ya que

se considerd que solo necesitaban un tiempo de migracién mas prolongado en el gel de agarosa.

Los resultados de la amplificacion muestran que las cuatro lineas celulares empleadas comparten la

subunidad a5. En contraste, se observé que en la linea Hela estaba presente de manera exclusiva la

subunidad a9; de la misma manera que la subunidad a4 estaba presente solo en la linea C-33A. En Ia
Tabla 8 se muestra la comparacién entre la ausencia o la prescencia de las subunidades de los

receptores nAChR de las cuatro lineas celulares con base a los resultados de amplificacién.

Tabla 8. Comparacion de las subunidades de receptores nAChR en las células de cancer cervicouterino.

a3 a4 a5 a7 a9 al0 B2 pa
Hela * _ * * * * _ *
Si Ha * - * * - * * *
Ca-Ski - - * - - - - *
C-33A * * * * - _ * _

*prescencia, -ausencia

3.2 Ensayos de viabilidad celular

3.2.1. Confluencia celular

Una vez confirmada la expresidn de los receptores nAChR en las lineas celulares se procedié a realizar
ensayos de viabilidad celular emplando distintas a-conotoxinas. Para ello, se realizaron ensayos de
estandarizacién para establecer la confluencia 6ptima por pozo para cada linea celular. En la Figura 16

se observan los resultados.



5,000 células 7,500 células 10,000 células

Figura 16. Confluencia celular. A) Hela. B) SiHa. C) C-33A. D) Ca-Ski. Ensayo realizado por triplicado de cada
numero de células (5000, 7500 y 10000) en una placa de 96 pozos. Las imagenes son representativas de un solo
pozo. Las imagenes se adquirieron después de 24 horas de incubacion a 37°C con 5% de COa.. El control negativo
es medio completo sin células (figura no presentada). Volumen final de cada pozo: 100pul.




36

A partir de la confluencia observada en la Figura 16, se determind el nimero de células por pozo a
utilizar en los ensayos posteriores para cada linea celular, siendo de 5000 células para SiHa, 7500

células para Hela y Ca-Ski, y 10000 células para C-33A.

3.2.2. Efecto del dimetilsulféxido (DMSO) en la viabilidad celular

Una vez establecido el nUmero de células por pozo con base a la confluencia, se realizaron ensayos
para determinar el porcentaje de DMSO necesario para reducir el porcentaje de viabilidad celular para
cada linea celular. Los resultados indican que el DMSO al 1% no presenta un efecto significativo en las
lineas celulares Hela, SiHa y C-33A con respecto al control. Sin embargo, en la linea celular Ca-Ski se
observa una disminucién del 18% en el porcentaje de viabilidad (p=0.002). En contraste, las
concentraciones de DMSO del 5%, 7.5% y 10% muestran una disminucion significativa (p=0.001) con
respecto al control para las cuatro lineas celulares (Figura 17). A partir de los resultados obtenidos se
decidié utilizar una concentracidon de 5% de DMSO como control positivo para las cuatro lineas

celulares en los ensayos posteriores.
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Figura 17. Efecto del dimetilsulféxido (DMSO) en la viabilidad celular. A) Hela. B) SiHa. C) C-33A. D) Ca-Ski. Las
graficas representan la mediatSD del porcentaje de viabilidad celular normalizado, mediante el analisis
estadistico ANOVA de una via seguido de la comparacién multiple de Dunnett. Los resultados significativos se
muestran con asteriscos (¥****, p<0.05). Se utilizé el cultivo de células sin tratamiento como control negativo.
Los resultados fueron normalizados utilizando el control negativo y eliminando el fondo de placa. Los resultados
se graficaron en el programa GraphPad Prism® (Version 9.0.1).
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3.2.3. Efecto de las a-conotoxinas en la viabilidad celular

Una vez recopilados los datos que incluyen la confluencia celular y el porcentaje de DMSO a utilizar
como control positivo, se procedié a analizar el efecto de las a-conotoxinas en la viabilidad celular de

las cuatro lineas de cancer cervicouterino utilizando una concentracién de 50 uM (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de las a-conotoxinas en la viabilidad celular. A) Hela. B) SiHa. C) C-33A D) Ca-Ski. Las graficas
representan la mediazSD del porcentaje de viabilidad celular normalizado, mediante el analisis estadistico
ANOVA de una via seguido de la comparacién multiple de Dunnett. Los resultados significativos se muestran con
asteriscos (****, p<0.05). Se utilizé el cultivo de células sin tratamiento como control negativo. Los resultados
fueron normalizados utilizando el control negativo y eliminando el fondo de placa. Los resultados se graficaron
en el programa GraphPad Prism® (Version 9.0.1).
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Las graficas muestran que para las lineas celulares Hela, SiHa y Ca-Ski las a.-conotoxinas empleadas no
tuvieron un efecto significativo con respecto al control negativo (p>0.05), a diferencia del control
positivo que si mostré un efecto significativo en la disminucion en el porcentaje de viabilidad celular
(p=0.001). En la linea celular C-33A, en donde la mayoria de las a-conotoxinas no tuvieron un efecto
significativo en comparacién con el control, se observé que la conotoxina xmlb disminuyd el

porcentaje de viabilidad celular un 20% (p<0.05) (Figura 18C).

Con base a los resultados obtenidos, se efectud un segundo ensayo de viabilidad celular para verificar
los efectos de la conotoxina xm1b, incorporando las a-conotoxinas xmlcy Vcl.1, las cuales no habian
sido previamente evaluadas en dicha linea celular (Figura 19). Los resultados indican que la conotoxina
xm1b disminuyd el porcentaje de viabilidad celular un 40% (p=0.0001), seguida de la conotoxina Vc1.1,
que disminuy® la viabilidad celular en un 15% (p=0.0210). En contraste, para la conotoxina xmlc no se

observé un efecto significativo con respecto al control negativo (p=0.1898).

Efecto de a-conotoxinas en C-33 A

*kkk

%

150+
Ak

100

H

50

% viabilidad celular

0- T T T
S N NG N e
N

Tratamientos 50 uM

KA

00

Figura 19. Efecto de a-conotoxinas en la linea celular C-33A. La grafica representa la mediatSD del del
porcentaje de viabilidad celular normalizado, mediante el andlisis estadistico ANOVA de una via seguido de la
comparacion multiple de Dunnett. Los resultados significativos se muestran con asteriscos (****, p<0.05). Se
utilizo el cultivo de células sin tratamiento como control negativo. Los resultados fueron normalizados utilizando
el control negativo y eliminando el fondo de placa. Los resultados se graficaron en el programa GraphPad Prism®
(Versién 9.0.1).
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A partir de los efectos observados de las conotoxinas xm1b y Vcl.1 se procedio a realizar un ensayo
utilizando distintas concentraciones para evaluar la dosis-respuesta en la linea celular C-33A. Las
concentraciones utilizadas abarcan dos valores superiores y dos valores inferiores a la mitad del
logaritmo, tomando como valor de referencia 50 ug/mL. A partir de los valores obtenidos, se realizaron

conversiones a unidades de micromolar (uM) utilizando el peso molecular de cada conotoxina como

se observa en la Tabla 9.

Tabla 9. Conversion de unidades para cada conotoxina.

pg/mL xm1b - pM Vcl.l-uM
(1519.6 g/mol) | (1897.03 g/mol)
5 3.3 2.7
16 10.5 8.8
50 33 27.7
160 105 88.5
500 330 276

A partir de las concentraciones calculadas, se realizaron los experimentos de viabilidad celular para
cada conotoxina en la linea celular C-33A. Los resultados se muestran en la Figura 20. En las gréficas
se puede observar que ambas conotoxinas inducen una disminucién de la viabilidad en
concentraciones menores tanto como mayores a 50 ug/mL (equivalente a 33 uM en xmlby 27.7 uM

en Vcl.1), pero no a la concentracién exacta de 50 pg/mL.

En el caso de la conotoxina xm1b (Figura 20A) se observa un aumento del 23% (p=0.0078) en la
viabilidad celular a la menor concentracién empleada, que corresponde a 3.3 puM. A partir de las dos
siguientes concentraciones, que corresponden a 10.5 y 33 uM, el porcentaje de viabilidad disminuye,
pero de una manera no significativa en comparacion con el grupo control (p>0.05). No obstante, se
observa que a partir de la concentracién de 105 y 330 pM, se incrementa el valor de significancia
(p=0.0003 y p<0.001, respectivamente) y el porcentaje de viabilidad celular disminuye en un 33 y 78%,
respectivamente. Ademas, para la concentracién mads alta que equivale a 330 uM, el porcentaje de
viabilidad celular disminuye de manera similar al control positivo, que disminuye en un 80% la

viabilidad celular (p<0.001).

En el caso de la conotoxina Vcl.1 (Figura 20B), la reduccién de la viabilidad celular experimenta

fluctuaciones, donde disminuye o aumenta el porcentaje de viabilidad dependiendo de la
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concentracidn utilizada. A una concentracién de 2.7 y 8.8 uM se observa una disminucién en la
viabilidad celular de 24 y 25% respectivamente, con valores significativos a ambas concentraciones
(p=0.0028 y p=0.0018). No obstante, a una concentracién de 27.7 uM el porcentaje en la disminucién
en la viabilidad celular solo es de 11.5%, lo que no resulta estadisticamente significativo. A partir de
una concentracion de 88.5y 276 uM, disminuye el porcentaje de viabilidad celular en un 30y 72%, con
un aumento en el valor de significancia (p=0.0004 y p<0.0001). De forma similar a lo que ocurre con
xm1lb, se observa que la concentracidn mas alta de la conotoxina, equivalente a 276 uM, disminuye la

viabilidad celular similar al control positivo, que disminuye en un 74% la viabilidad celular (p<0.001).
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Figura 20. Efecto en la viabilidad celular de la conotoxina xm1b y Vc1.1 en C-33A. A) xm1b. B) Vc1.1. La grafica
representa la mediatSD del del porcentaje de viabilidad celular normalizado mediante el andlisis estadistico
ANOVA de una via seguido de la comparacién multiple de Dunnett. Los resultados significativos se muestran con
asteriscos (****, p<0.05). Se utilizé el cultivo de células sin tratamiento como control negativo. Los resultados
fueron normalizados utilizando el control negativo y eliminando el fondo de placa. Los resultados se graficaron
en el programa GraphPad Prism® (Version 9.0.1).

3.3 Ensayos de muerte celular

Con base a los resultados obtenidos en la Figura 20, se procedio a determinar el tipo de muerte celular

qgue inducen las conotoxinas xm1b y Vcl.1 enlalinea celular C-33A. Para ello, se seleccioné Unicamente
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una concentracién de conotoxina, 105 uM para xmlb y 8.8 uM para Vcl.1. La seleccién de la
concentracién especifica de cada conotoxina se basé en su capacidad para inducir una disminucién en
el porcentaje de viabilidad celular de manera significativa (p<0.005). Los ensayos se realizaron a las 24

horas después de la exposicion a cada conotoxina (Figura 21).

Caspasas Caspasas/IP Caspasas/IP/Hoechst
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Figura 21. Ensayo de muerte celular en C-33A. A) DMSO 5%. B) Cisplatino a 50 uM. C) Control negativo. D) xm1b
a 105 uM. E) Vcl.1 a 8.8 uM. Se muestra un cuadrante ampliado representativo para cada tratamiento. Las
imagenes se adquirieron después de 24 horas de la exposicidn a los tratamientos durante la incubacién a 37°C
con 5% de CO: utilizando Hoechst (células totales), Caspase (apoptosis) e IP (necrosis).

En la Figura 21A y 21B se observan los controles positivos empleados, DMSO al 5% y cisplatino a 50
UM respectivamente. En ambos controles se puede observar un mayor nimero de células positivas a

caspasas 3/7 e yoduro de propidio (IP) con respecto a ambas conotoxinas. En promedio, el porcentaje
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de células positivas a caspasas con DMSO fue del 25%, que representa una diferencia de -1.97% y de -
1.26% con respecto a las conotoxinas Vcl.1 y xm1lb. En el caso de las células positivas a IP con DMSO
se registrd un porcentaje del 12%, en comparacién con los valores de -0.21% y 0.12% para Vcl.1ly
xmlb. Ademas, al observar la combinacién de los filtros verde y rojo, es posible distinguir que la
mayoria de las células son de color naranja, lo que indica la activacion de las caspas 3/7 y la
internalizacién del IP. No obstante, existen células Unicamente con fluorescencia de color verde y rojo,
lo cual indica que solo son especificas para cada marcador. Con respecto al cisplatino, se registré un
porcentaje de células positivas del 27.7% para caspasas 3/7, lo que indica una disminucion del 2.6%
con respecto a DMSO, y una disminucion del 4.62% y 3.91% para las conotoxinas Vc1.1 y xmlb. En el
caso del marcador IP, el porcentaje de las células positivas fue del 12.3%, lo que indica una disminucién

del 0.3% para DMSO, y una disminucién del 2.16% y 2.25% para Vcl.1y xm1lb.

En la Figura 21C se muestra el control negativo, donde no se aprecia fluorescencia para caspasas 3/7
e IP en el filtro verde y rojo, respectivamente, asi como en su combinacidn. Esto sugiere que las células
no han experimentado muerte celular por apoptosis o necrosis, y esta suposicién se puede confirmar
debido a la presencia de fluorescencia en el canal azul, lo cual indica viabilidad celular segun la contra-
tincién de Hoechst. Este resultado sugiere que el ensayo es adecuado para realizar comparaciones con

respecto a los controles positivos y las conotoxinas empleadas.

En la Figura 21D y 21E, que corresponde a xmlb y Vcl.1., respectivamente, se puede observar que las
células muestran fluorescencia para caspasas 3/7 e IP. La combinacién de ambos filtros indica las
células de color naranja que son positivas para ambos marcadores. En el caso de la conotoxina xm1b,
todas las células positivas para caspasas 3/7 también lo son para IP. No obstante, en Vc1.1 es posible
distinguir que no todas las células son positivas a ambos marcadores, ya que existen células
Unicamente marcadas de color verde, lo cual indica que solo son positivas a caspasas. En particular, en
xmlb, se observé un porcentaje del 23.82% de células positivas para caspasas y del 10.12% para IP.

Para la conotoxina Vcl.1, el porcentaje de células positivas a caspasas fue del 23.1% del 10.2% para IP.
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Capitulo 4. Discusion

La secuencias de las a-conotoxinas sintéticas empleadas se compararon con las a-conotoxinas
mencionadas en la Tabla 1, donde se presentan diversas a-conotoxinas con funcidon de antagonistas
para distintas subunidades de nAChR (Figura 22). El andlisis se realizé para inferir la posible afinidad
de las a-conotoxinas sintéticas hacia las subunidades de nAChR expresadas en las cuatro lineas de
cancer cervicouterino. La comparacién de secuencias muestra que todas comparten el patréon de
cuatro residuos de cisteina dispuestos en CC-C-C y C-C-C-C y los aminodcidos conservados de prolina
(P) y serina (S) en el primer bucle. Sin embargo, se observan variaciones en el resto de los aminoacidos
entre las secuencias. Especificamente, las a-cal ubicadas en la posicion 1-4 presentan similitudes entre
los aminoacidos de las columnas 1, 4, 5, 6, 14 y 18 que corresponden a arginina (R), prolina (P),
triptofano (W), glicina (G) y treonina (T). El resto de las a-conotoxinas sintéticas empleadas que van
desde la posicion 9-11 tienen aminodacidos conservados en las columnas 2,9, 10y 11 que corresponden

a glicina (G), aspartato (D), prolina (P) y arginina (R).

Species/Abbrv 5/6*/ 891011 *|12|13|14/1516 1718 * 202122
1. cal14.1b Pilic VBlARcRrRAM- - -Kc - - -
2. calla.2¢ PlMcPiSlHCNAM- - -fllc - - -
3. calldb Pilic BEEP c RKE - - -Hlc - - -
4. call4.2b PRCPEHCEAN- - -Mc - - -
5. ArlB --CISNPACRLNNPHDCRRR
6. TID --c@HPvclAVMEP - 1C- - -
7. AulB --cHlyP®eicrAle -Hc - - -
8. Imf - -cElPRCc ABR| - - - -C- - -
9. Imb - -coN .
10. Ve1.1b o o - -
11. Vel 2 - ==

Figura 22. Comparacion de secuencias entre a-conotoxinas. Las a-conotoxinas reportadas corresponden a ArIB
(5), TxID (6), AulIB (7) e Im1 (8). Las restantes pertenecen a las a-conotoxinas sintéticas empleadas en el estudio.
Los asteriscos (*) indican residuos conservados en las secuencias. En cumplimiento de los protocolos de
confidencialidad, se ha decidido omitir la secuencia de las a-conotoxinas xmla, xmlb, xmlc y xmlb en el
documento. Los colores son ilustrativos para referencias cada aminodcido. El andlisis se obtuvo utilizando el
algoritmo MUSCLE con el programa MEGA X (Versién 10.2.6).

Con base a la homologia de secuencia y las caracteristicas de las a-conotoxinas reportadas en la Tabla
10, se muestra la posible afinidad hacia los nAChR de cada a-conotoxina sintética empleada.
Especificamente, se infiere que las a-conotoxinas sintéticas pueden exhibir una mayor afinidad sobre

los receptores homoméricos a7 y/o los receptores heteroméricos a3B4 y a3B2 presentes en las lineas
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celulares de cervicouterino (Tabla 8). No obstante, ninguna de las doce a-conotoxinas sintéticas
empleadas presentaron una disminucidn significativa en la viabilidad celular de Hela y SiHa, las cuales
comparten la expresion de a3 y B4 (Figura 18A, B y D). En contraste, la linea celular C-33A, que no
expresa B4 pero si a3y B2, las a-conotoxinas xmlb y Vcl.1 mostraron un efecto en la disminucién de
la viabilidad celular (Figura 18C y Figura 19). Sin embargo, la interpretacién del efecto observado se
complica al considerar que SiHa también comparte la expresion de las mismas subunidades, por lo que
no es posible concluir que el efecto observado haya sido por la interaccion entre a3 y/o B2 en C-33A.
A pesar de lo anterior, es relevante mencionar que Unicamente en la linea celular C-33A se expresa la
subunidad a4 en comparacién con las demads lineas celulares que carecen de esta subunidad,

sugiriendo asi un posible efecto de las a-conotoxinas xm1b y Vc1.1 hacia dicha subunidad.

Tabla 10. Inferencia de la afinidad de las a-conotoxinas sintéticas en los nAChR

a-conotoxinas Secuencia Afinidad nAChR
call4.1b GDCPPWCVGARCRAGKC
call4.2c RDCPPWCPTSHCNAGTC
Receptores
calldb RQCPPWCSGEPCRKGTC heteroméricos
call4.2b RECPPRCPTSHCNAGTC
xmlb* XXCCRXXXCXXXCX
xmlc* XXCCRXXXCXXXCX
Im1b GCCSDPRCAWRC
Receptores a -
xmla* XXCCRXXXCXXXCX homoméricos
xmld* XXCCRXXXCXXXCX
Im1 GCCSDPRCAWRC
Vcl.l GCCSDPRCNYDHPEIC
Receptores
Vcl.1b GCCSDPRCNYDHPEIC heteroméricos

*En cumplimiento de los protocolos de confidencialidad, se ha decidido omitir la secuencia completa en el escrito

Al observar Unicamente un efecto en la disminucién de la viabilidad celular con las conotoxinas xm1b
y Vcl.1 en la linea celular C-33A, se compararon sus secuencias para intentar inferir la causa de este
efecto en la viabilidad celular con base en sus similitudes o diferencias (Figura 23). En el analisis se

observa que Vcl.1 presenta cuatro aminodcidos adicionales en comparacién con xmlb. No obstante,
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a pesar de contar con mas aminodcidos, es importante recordar que a una concentracién de 50 uM,
xm1b mostré un mayor porcentaje de disminucién en la viabilidad celular en comparacién con Vcl.1,
alcanzando un porcentaje de 40% (p=0.0001) y 15% (p=0.0210) respectivamente. La disparidad en el
porcentaje podria atribuirse distintos factores, entre ellos, la presencia arginina (R) en la posicion 5.
Esto se debe a que los aminodcidos hidrofébicos, especificamente los que se encuentran en el bucle
m, contribuyen a la afinidad de interaccion con los nAChR (Lewis et al., 2012). Ademas, la regidon N-
terminal podria influir en la actividad hacia los nAChR. Se ha reportado que la presencia de
aminodacidos en dicha region es indispensable para la actividad sobre receptores especificos, como en

el caso de a-GID para la actividad en el subtipo a4p2, pero no en a32 o a7 (Nicke et al., 2003).

Species/Abbrv 1(2|*|*|5|6|7|8|*|10|11|12|13 |14 |15 [16| * |18
1. xm1b XXCCR‘XXXCXXXA--
2. Vel -lccg | ﬂ

Figura 23. Comparacion de secuencias entre xm1b y Vcl.1. Los asteriscos (*) indican residuos conservados en
las secuencias. En cumplimiento de los protocolos de confidencialidad, se ha decidido omitir la secuencia
completa de xm1b. Los colores son ilustrativos para referencias cada aminoacido. El analisis se obtuvo utilizando
el algoritmo MUSCLE con el programa MEGA X (Version 10.2.6).

Ademas de lo mencionado anteriormente y teniendo en cuenta las caracteristicas de las a-conotoxinas
sintéticas utilizadas (Tabla 5), a pesar de la similitud en las secuencias entre Vc1.1 y Vcl.1b, asi como
xmla, xmlb, xmlc y xmld, solamente Vcl.1 y xmlb mostraron efectos en C-33A. Las principales
diferencias entre los péptidos radican en la fragmentacidn, las modificaciones postraduccionales y la
conectividad que presentan Vcl.1b, xmlcy xm1ld. En el caso de xm1la, aunque no estd fragmentada,
carece de la amidacién C-terminal. Esto sugiere que las modificaciones postraduccionales que incluyen
la formacién y la conectividad de los enlaces disulfuro, asi como la amidaciéon C-terminal, son

indispensables para la actividad de las a-conotoxinas Vc1.1 y xm1b.

Se ha reportado que la formacidn de enlaces disulfuro y la amidacién C-terminal se encuentran entre
las principales modificaciones postraduccionales presentes en las conotoxinas nativas (Marx et al.,
2006; Kaas et al., 2010). Existen otras diez modificaciones, como la hidroxilaciéon de la prolina (P) o
lisina (K), la y-carboxilacién del acido glutamico (E), la glicosilacién de la serina (S) o treonina (T), entre
otras. No obstante, la funcién de estas modificaciones aun no se comprende completamente. Sin

embargo, se sugiere que contribuyen al plegamiento y estabilizacién de la conformacién
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tridimensional de las a-conotoxinas, aumentando la afinidad sobre los nAChR (Han et al., 2008; Ho et
al., 2021). Esto podria sugerir la posible causa del efecto observado de xml1b y Vcl.1 en C-33A en

comparacion con el resto de las secuencias sintéticas utilizadas.

Es importante considerar que la inferencia sobre la actividad de xmlb y Vcl.1 se basa en la
comparacién de secuencias con a-conotoxinas de actividad conocida. A pesar de que este método se
utiliza para asignar posibles funciones, la similitud entre los alineamientos no es suficiente para
determinar una funcién (Hannenhalli y Russell, 2000; Sinha et al., 2018). Ademas, también es
importante considerar la heterogeneidad en la expresidn de los nAChR entre las lineas celulares de
cancer cervicouterino. Un ejemplo de lo anterior, es que diversos autores que han estudiado las
mismas lineas celulares utilizadas en este proyecto, como es el caso de SiHa y Ca-Ski, han identificado
la expresion de las subunidades a9 y a10 (Liu et al., 2019; Li et al., 2020). En comparacion, en este
estudio solo se observa la expresion de al0 en SiHa. Asimismo, agregando complejidad sobre el
estudio de los nAChR, cada receptor heteromérico puede exhibir diferentes estequiometrias,
determinadas por la proporcion de subunidades a:f3, lo que resulta en modificaciones en la afinidad

del ligando y su funcionalidad en la respuesta fisioldgica (Marks et al., 2010; Mitra et al., 2020).

Entre las subunidades de mayor interés se encuentra a5, la cual se encuentra presente en las cuatro
lineas de cancer cervicouterino. Aunque a5 es considerada una subunidad accesoria, su importancia
en el cancer se destaca debido a que su expresidn se encuentra relacionada con la transicién epitelio-
mesenquimal (EMT) y la migracion celular en el 65% de los canceres, incluyendo el cancer
cervicouterino (Bele et al., 2023). Ademas, los efectos a nivel celular que induce la presencia de la
subunidad a5, especificamente sobre las subunidades a4B2y a3B4, incluyen alteraciones en la
potencia y eficacia de los ligandos, asi como modificaciones en la permeabilidad al Ca** que modulan

la sefializacion de la célula (Scholze y Huck, 2020).

Ademas de la expresion de las subunidades nAChR, es importante considerar las caracteristicas
distintivas de las lineas celulares. Entre ellas destaca que C-33A presenta un serotipo HPV negativo en
comparacion con las células Ca-Ski y SiHa, que presentan el serotipo HPV16, y Hela, que contiene el
serotipo HPV18 (Tabla 3). Los serotipos HPV16 y HPV18 expresan los oncogenes E6 y E7 que
promueven la degradacion de las proteinas supresoras de tumores p53 y pRB, respectivamente (Yin et
al., 2017). La degradacién de ambas proteinas induce la desregulacion del ciclo celular y la inhibicion

de la apoptosis que promueven la proliferacién de las células cancerosas (Zacapala et al., 2016).
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En un principio, se podria explicar que las caracteristicas derivadas de la integracion del genoma viral
HPV16 o HPV18 en las tres lineas celulares podria haber afectado la ausencia de actividad de las a-
conotoxinas sintéticas. Esto se infiere debido a que en condiciones fisiologicas normales, p53 actua
como un inhibidor del crecimiento celular al inducir un arresto del ciclo celular en la fase G1/S o G2.
Asimismo, activa la transcripcion de genes implicados en la reparacion del ADN, e inducen la apoptosis
en situaciones de dafio celular significativo (Bowlus, 2014; Mahesh et al., 2024). Sin embargo, cuando
p53 es degradado por el proteosoma 26S mediante la unién del complejo E6/p53/E6AP (proteina
asociada a E6), se produce la desregulacion del ciclo celular. En consecuencia, se observa un
incremento en la proliferacidon celular y una mayor resistencia a la apoptosis, lo que conduce a la
transformacion de células cancerosas (Hadami et al., 2021). No obstante, a pesar de que C-33A es HPV
negativo, presenta una elevada expresién de p53 similar a SiHa con HPV16. Lo anterior podria indicar
gue la actividad antiproliferativa observada en C-33A a partir de la exposicion de las a-conotoxinas
xm1lbyVcl.1 esindependiente de p53, y posiblemente se encuentre mas relacionado con la expresion

exclusiva de la subunidad a4 en la linea celular C-33A.

La actividad antiproliferativa de xm1b y Vcl.1 parece estar mediada a través de la activacion de
caspasas, las cuales inducen la muerte celular por apoptosis en C-33A (Figura 21 Ay B). Sin embargo,
en la Figura 21E, que corresponde al control negativo, se observan células positivas al marcador de
caspasas, sugiriendo la posible implicacion de un estimulo adicional en el proceso de apoptosis en C-
33A, especialmente relacionado con el estrés oxidativo. Esta inferencia se hace debido a que durante
los procesos metabdlicos normales de las células, aproximadamente del 1% al 4% del oxigeno que
participa en la cadena respiratoria genera radicales superdxido, generando un entorno mas oxidante
que puede modular de manera directa o indirecta la actividad de las caspasas (Kannan y Jain, 2000;

Sen y Roy, 2001).

Los ensayos realizados para determinar las vias de sefializacién de muerte celular se realizaron a
distintos tiempos, que corresponden a 3, 6 y 24 horas. Los distintos intervalos de tiempo se tomaron
como referencia debido a las variaciones en la duracién de la apoptosis. En células in vitro, la duracién
maxima es de 3 horas, mientras que en las células in vivo, puede extenderse hasta las 24 horas.
Ademas, el tiempo necesario para que ocurran los cambios morfoldgicos asociados con la apoptosis,
como la condensacién de la cromatina y la fragmentacion del ADN, depende de la duracién de la
exposicidn a la toxina y la concentracion empleada. En consecuencia del proceso asincrdnico, podria
originarse un resultado falso negativo si el ensayo se efectla prematuramente o tardiamente (Saraste

y Pulkki, 2000; Elmore, 2007). Por esta razdén, se decidido emplear los distintos intérvalos de tiempos
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mencionados anteriormente. Al llevar a cabo los ensayos para evaluar la activacion de los marcadores
celulares, en el ensayo de 3 horas de exposicidn, se registré una fluorescencia menor en los controles
positivos en comparacidon con los ensayos realizados a las 6 y 24 horas de exposicién de las a-
conotoxinas (resultados no mostrados). A partir de los resultados obtenidos, se decidié utilizar las

imagenes después de 6 horas de exposicion a los distintos tratamientos y controles en C-33A.

Los tratamientos con xm1lb, Vcl.1 y DMSO mostraron células positivas para ambos marcadores de
caspasas 3/7 e IP (Figura 21A-C). Ambos marcadores se utilizan para diferenciar a las células
apoptadticas y necrdticas a través de las diferencias en la integridad y permeabilidad de la membrana.
En la necrosis, se produce la ruptura de la membrana plasmatica en las células y, en consecuencia, el
contenido intracelular es liberado al medio circundante, desencadenando procesos de inflamacién y
muerte de las células adyacentes (Liu et al., 2023). En cambio, en la apoptosis, la membrana plasmatica
mantiene su integridad mediante la formacidn de cuerpos apoptdticos (Sharma y Dutta, 2023). Sin
embargo, las células apoptdticas tempranas pueden convertirse en células apoptéticas tardias,
también conocidas como células necréticas secundarias, las cuales experimentan la permeabilizacion
de la membrana (Poon et al., 2010). La disminucién de la integridad membranal en las células
apoptoéticas tardias podria justificar la presencia del doble positivo, ya que el IP tiene la capacidad de

atravesar las membranas e intercalarse en el ADN (Rieger et al., 2011).
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Capitulo 5. Conclusidn

Las 12 a-conotoxinas sintéticas utilizadas no afectaron la viabilidad de las lineas celulares de cancer
cervicouterino SiHa, Hela y Ca-Ski. No obstante, las a-conotoxinas xmlb y Vcl.1 disminuyeron la
viabilidad en C-33A en un 40% y un 15%, respectivamente, a una concentracién de 50 uM. El efecto
observado podria atribuirse a la presencia exclusiva de la subunidad a4 en C-33A, la cual no esta
presente en ninguna de las otras lineas celulares. Esto sugiere la posibilidad de un efecto especifico de
las a-conotoxinas xm1b y Vc1.1 hacia dicha subunidad. Los ensayos de muerte celular por microscopia
de fluorescencia indican que ambas a-conotoxinas promueven la permeabilizacién del marcador de
caspasas 3/7, indicando que el tipo de muerte celular que inducen es la apoptosis. Sin embargo,
algunas de las células apoptdticas marcadas con caspasas 3/7 muestran una permeabilizacion adicional
al IP. Esto sugiere que existe una pérdida de la integridad membranal que permite la entrada del IP en

las células, convirtiéndolas en células apoptéticas tardias o células necréticas secundarias.
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