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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE AGENTES CITOTOXICOS

PROVENIENTES DEL CARACOL MARINO Conus ximenes CON ACTIVIDAD
CONTRA UNA LINEA CELULAR DE CANCER DE COLON (LIM-1215)

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedérovish Licea Navarro
Director de Tesis

Los caracoles del género Conus se caracterizan por poseer un aparato venenoso.
Actualmente se conocen aproximadamente 700 especies, las cuales contienen mas
de 50, 000 componentes activos con potencial farmacologico. Se ha encontrado
gue los componentes del veneno, tienen blancos moleculares especificos, por
ejemplo, canales i6nicos. Dichos canales tienen un papel importante en la
regulacion del ciclo celular, en lo que respecta a la proliferacion o a la apoptosis. El
cancer es la primer causa de muerte a nivel mundial, siendo el cancer de pulmén,
colon, higado y mama, los causantes del mayor nUmero de muertes cada afio. Por
lo tanto, se buscan nuevas terapias farmacoldgicas para combatirlo.

En este trabajo, se analiz6 el veneno del caracol marino Conus ximenes, el cual se
purifico por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de Fase Reversa
(HPLC-RP), se obtuvieron 13 fracciones de veneno total, que fueron probadas en la
linea celular LIM-1215 perteneciente a cancer de colon.

Los resultados se analizaron por medio de ensayos de citotoxicidad, estos
indicaron que dentro de la fraccion 7, existen componentes que disminuyen la
supervivencia celular hasta en un 42%, demostrando que dentro del veneno de
C.ximenes, existen componentes capaces de disminuir la supervivencia de las
células de cancer de colon. Sin embargo, al repurificar la fraccion 9, se encontraron
componentes que aumentan la supervivencia celular hasta en un 108%,
convirtiéndolos en potentes herramientas moleculares. Se comprobé que dentro del
veneno del veneno de C. ximenes, existen varios componentes capaces de
modificar la division celular de la linea LIM-1215.

Palabras clave: Canales i6nicos, cancer, Conus ximenes, LIM-1215, citotoxicidad.



ABSTRACT of the thesis presented by Irasema Oroz Parra as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in SCIENCE OF LIFE
with orientation in MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, March
2011.

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF CYTOTOXIC AGENTS FROM
THEMARINE SNAIL Conus ximenes WITH ACTIVITY AGAINST (LIM-1215)
CANCER CELL LINE

Snails from the Conus genus are characterized for having a venom producing
apparatus. Currently, about 700 species are known, which have more than 50,000
different active compounds, with a high potential for medical use. The components
of the venom have specific molecular targets, such as an ion channels. These ion
channels are extremely important in the cell cycle regulation, especially in
proliferation and apoptosis.

Cancer is the first cause of dead worldwide, lung, colon, liver and breast cancer, are
responsible for most of cancer related fatalities each year. For this reason, new
pharmacological therapies are sought to decrease their incidence.

For the purpose of this study, the venom of the marine snail Conus ximenes was
analyzed. The venom was purified with Reverse-Phase High Performance Liquid
Chromatography (HPLC-RP), 13 fractions of the total venom were obtained, and
said fractions were tested in LIM-1215 colon cancer cell line.

The activity of the 13 venom fractions, were individually determined by cyotoxic
assay, finding in fraction 7, components that decrease the cell survival up to 42%
were present. This study also found that in C. ximenes, certain venom related
components are capable to reduce the survival of colon cancer cells.

However, after re-purification of fraction 9, some molecular components increase
the cell survival up to 108%, meaning they could be used as potent molecular tools.
This study showed that there are several components in C.ximenes with the
capacity to modify cell division of LIM-1215.

Keywords: lon channels, cancer, Cous ximenes, LIM-1215, cytotoxic.
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Diez conchas diferentes de caracoles marinos del Género Conus. Se muestra,
en la fila superior de izquierda a derecha: Conus textile y Conus magus; en la
segunda fila, de izquierda a derecha: Conus circumcisus, Conus geographus
(especie responsable de la mayoria de las fatalidades.

Diversidad morfoldgica de conchas de algunso caracoles del Género Conus

Representacion esquematica de las principales partes que conforman el aparato
venenos de los caracoles del género Conus, el cual estd constituido por: Bulbo
venenoso, conducto venenoso, eséfago, una glandula salivaria, faringe, saco radular,
dientes radulares, probdscide y arpén.

Diferentes vistas de los dientes radulares de C. ximenes (izquierda). Fotografia del
bulbo y ducto venenoso disectados junto con la concha del caracol (derecha)
(Fotografias tomadas en el Laboratorio de Biotoxinas del CICESE).

Diagrama organizado de conopéptidos, se observa que los conopéptidos se dividen
principalmente en aquellos que presentan enlaces disulfuro y aquellos que no
presentan enlaces disulfuro, solo se muestran los genes de la superfamilia de los
conopéptidos con multiples enlaces disulfuro, las caracteristicas de los residuos de
cisteinas en los péptidos de cada familia y los nombres de las familias de las
conotoxinas.

Esquema de la organizacion caracteristica del precursor peptidico de las conotoxinas.
Morfologia de la concha del caracol marino Conus ximenes.

Modelo esquematico de un canal dependiente de voltaje.

Cromatograma obtenido de la purificacion del veneno total de C. ximenes, en la parte
inferior se puede observar el plan de estrategia utilizado para colectar fracciones cada
5 minutos, asi como el nombre que se le dio a cada una de ellas.

Iméagenes de las células de LIM-1215 a una confluencia del 80%. La fotografia A fue
tomada con un objetivo de 10x, mientras que B con un objetivo de 40x.

Efecto de las 13 fracciones obtenidas en la purificacion por HPLC-RP del veneno
total de C. ximenes. Donde C+ significa control positivo el cual es DMSO al 10% y
C- significa control negativo el cual es agua destilada. Cada fraccion fue agregada a
una concentracion de 100 pg/ml. Las fracciones que presentaron diferencia
significativa con respecto al control negativo se sefialan con un asterisco color rojo.
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A) Amplificacion del cromatograma de la fraccion 7 individual, que corresponde a los
minutos 30-35 de la corrida de veneno total de C. ximenes. B) Cromatograma de
repurificacion de la fraccion 7 individual, donde se pueden observar las 11
subfracciones obtenidas, cada una numeradas en la parte superior.

Efecto de las 11 subfracciones obtenidas en la repurificacién por HPLC-RP de
la veneno fraccién 7 individual. Donde C+ significa control positivo el cual es
DMSO al 10% y C- significa control negativo el cual es agua destilada. Cada
fraccion fue agregada a una concentracion de 50 pg/ml. Las fracciones que
presentaron diferencia significativa con respecto al control negativo se sefialan
con un asterisco color rojo

Derecha: Cromatograma de la fraccion 7 individual con amplificacion de la
subfraccién 7.8. lzquierda: Cromatograma de la subraccién 7.8, donde se muestra la
linea punteada que pertenece al gradiente isocratico de 21.4% de solucién B (Anexo
2). Cada pico individual obtenido esta numerado en la parte superior.

Efecto de los 5 picos obtenidos en la repurificacion de la subfraccion 7.8, donde se
observa que los picos que presentan mayo actividad son 7.8.2, 7.8.4 y 7.8.5 al
disminuir la supervivencia celular de la linea de cancer de colon LIM-1215 en un 34,
33 y 42% respectivamente. Los picos que presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control — se sefialan con un asterisco color rojo.

A) Cromatograma de la fraccién 9 individual que corresponde a los minutos 40-45 de
la corrida de veneno total de C. ximenes. B) Cromatograma de repurificacién de la
fracciéon 9 individual, donde se pueden observar las 7 subfracciones obtenidas, cada
una numeradas en la parte superior.

Efecto de las 7 subfracciones sobre LIM-1215, donde se muestra que las
subfracciones 9.1, 9.2, 9.3, 9.4 y 9.7 son las que presentan mayor actividad
disminuyendo la supervivencia celular en un 17, 40, 16, 17 y 16% respectivamente.
C+ significa control positivo el cual es DMSO al 10% y C- significa control negativo
el cual es agua destilada. Cada subfraccion fue agregada a una concentracion de 50
pug/ml. Las fracciones que presentaron diferencia significativa con respecto al control
negativo se sefialan con un asterisco color rojo.

La imagen del lado derecho muestra el cromatograma de la repurificacion de la
fraccion 9 asi como la amplificacion de la subfraccion 9.1. La imagen de lado
izquierdo muestra el cromatograma obtenido al purificar la subfraccion 9.1, donde se
pueden observar los 7 picos individuales, cada pico esta numerado en la parte
superior.
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. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades que mas ha aumentado con el paso del tiempo (Liu et
al., 2008). Por lo tanto, se buscan nuevas terapias farmacoldgicas para combatirlo. Se ha
presentado evidencia de que el cancer estéd relacionado directamente con las proteinas de
membrana, un ejemplo de estas son los canales ionicos, y en los ultimos afios, la
investigacion se ha dirigido hacia esos blancos moleculares. Los canales iénicos tienen un
papel importante en la regulacion del ciclo celular, en lo que respecta a la proliferacion o a

la apoptosis (Lang et al., 2007).

Los problemas causados por desordenes en la membrana de los canales i6nicos, son
nombrados canalopatias (Jongsma y Wilders, 2001). Conforme avanzan las investigaciones
en este campo, se han encontrado agentes bloqueadores de canales ionicos especificos para
cancer o las canalopatias, como algunas toxinas de venenos de animales de diferentes
especies (abejas, arafias, escorpiones, anémonas y serpientes). Se ha reportado que las
toxinas aisladas de diferentes venenos se consideran herramientas importantes en las pruebas

de funcion fisioldgica y la estructura de los canales idnicos (Gurrola et al., 1999).

Existen méas de 100 componentes diferentes en el veneno de los caracoles del Género Conus,
y se estiman mas de 50, 000 componentes activos diferentes con potencial farmacoldgico en

los venenos de todas las especies de Conus existentes (Teralu y Olivera, 2004).

En trabajos realizados por el equipo del Laboratorio de Biotoxinas del Centro de
Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE), se encontraron
componentes con actividad citotoxica sobre lineas celulares de cancer, dentro del veneno del
caracol marino Conus californicus. Por lo tanto en este trabajo se pretende encontrar
componentes dentro del veneno del caracol marino Conus ximenes, con actividad citotoxica,

o moduladores de la division celular en diferentes lineas celulares de cancer.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales del Género Conus

Las familias Conidae, Turridae y Terebridae constituyen a la superfamilia Conoidea, cuyos
miembros se caracterizan por poseer un aparato venenoso. Siendo Conidae la familia mas
mortal, la cual incluye las especies del Género Conus (Mclntosh y Jones, 2001). Los
caracoles marinos del Género Conus, son depredadores y actualmente se conocen de 500 a
700 especies, por lo que pueden considerarse el género mas grande de animales marinos
vivos hoy en dia (Wang y Chi, 2004; Olivera, 2006). Estos caracoles son ampliamente
conocidos debido a la belleza de sus conchas, mismas que son encontradas en tiendas

comerciales por todo el mundo (Becker y Teralu, 2008).

En las figuras 1 y 2 se muestra la diversidad morfoldgica de conchas de diferentes especies

de caracoles Conus.

Figura 1. Diez conchas diferentes de caracoles marinos del Género Conus. Se muestra, en la fila
superior de izquierda a derecha: Conus textile y Conus magus; en la segunda fila, de izquierda a
derecha: Conus circumcisus, Conus geographus (especie responsable de la mayoria de las fatalidades
humanas) y Conus dusaveli. En la tercer fila, de izquierda a derecha: Conus ammiralis, Conus bandanus
vidua y Conus hirasei (Olivera, 1997).



Figura 2. Diversidad morfologica de conchas de algunos caracoles del género Conus (Bulaj y Olivera,
2008).

La mayoria de los Conus crecen en habitats tropicales, sin embargo, algunas especies se han
adaptado a aguas frias y pueden ser encontrados a profundidades de mas de 10 metros.
Utilizan su veneno como arma para capturar a sus presas, como defensa contra
depredadores, como competidores y posiblemente para otras interacciones bioldgicas.
Generalmente se dividen en tres grandes grupos, dependiendo de la base de su alimentacion,
estos pueden ser: 1) Vermivoros (cazadores de gusanos), los cuales conforman la clase mas
grande, la mayoria se alimenta de gusanos poliquetos, pero algunos se alimentan a base de
hemicordados y equiriudes, 2) Moluscivoros, son aquellos que cazan otros moluscos
gasterépodos y 3) Piscivoros (cazadores de peces), son el grupo méas notable, cuentan con
venenos potentes que inmovilizan rapidamente a sus presas (Teraluy Olivera, 2004).



Casi todos los Conus son nocturnos, cuentan con dos 0jos aungue su Vvision es pobre, utilizan
su destreza quimiosensora para atrapar a sus presas. La diversidad de los Conus es la méas

grande de los habitats marinos bajo las zonas tropicales (Teralu y Olivera, 2004).

2.2 Produccidn del veneno y elementos del aparato venenoso

Los caracoles Conus, utilizan su veneno como arma fundamental en la captura de sus presas,
para esto contienen un sofisticado aparato venenoso con un sistema de inyeccion y

liberacion del veneno (Teralu y Olivera, 2004).

La produccion y liberacion del veneno involucra tres pasos generales (Marshall et al., 2002):

1. Sintesis, procesamiento y empaguetamiento de toxinas.

2. Generacién y almacenamiento de dientes radulares y transferencia de un diente hacia
la proboscide.

3. Lainsercion final del diente sobre la presa y expulsion del veneno.

El veneno es producido y almacenado en el conducto venenoso, el cual esta equipado con un
bulbo, se cree que éste Ultimo proporciona la fuerza final para la expulsion del diente
radular, aunque no hay evidencia que compruebe esta hipotesis. El conducto venenoso
desemboca en la parte anterior de la faringe donde se une al saco radular, se cree que en este
sitio es donde los dientes radulares son cargados con el veneno. El saco radular esta
conformado por dos protuberancias, una larga y una corta. En la protuberancia larga se
generan los dientes radulares, y en la protuberancia corta se almacenan los dientes radulares
maduros. Los dientes radulares tienen la forma de un arpdn hueco parecido a una aguja
hipodérmica y estan constituidos por quitina. Una vez cargado el diente radular con el
veneno, pasa de la faringe a la apertura de la probdscide en donde se almacena hasta su
utilizacion (Kohn et al., 1972; Halstead, 1988; Marshall et al., 2002; Norton y Olivera,
2006).



En la figura 3, se muestra una representacion esquematica del aparato venenoso de los
caracoles del Género Conus, en la cual se indican todas las partes que lo conforman,

mencionadas anteriormente.

Saco Conducto
radular venenoso

Dientes
Arpén radulares

/

venenoso

Glandula
salivaria

Probéscide

Faringe

Anterior «———— Posterior

Figura 3. Representacion esquematica de las principales partes que conforman el aparato venenos de
los caracoles del género Conus, el cual esta constituido por: Bulbo venenoso, conducto venenoso,
esofago, una glandula salivaria, faringe, saco radular, dientes radulares, probdscide y arpon
(Modificacién de Norton y Olivera, 2006).

En la figura 4 se muestran diferentes vistas de los dientes radulares de Conus ximenes, asi

como del bulbo y ducto venenoso una vez disectados.

Figura 4. Diferentes vistas de los dientes radulares de C. ximenes (izquierda). Fotografia del bulbo y
ducto venenoso disectados junto con la concha del caracol (derecha) (Fotografias tomadas en el
Laboratorio de Biotoxinas del CICESE).



2.3 Componentes del veneno del Género Conus

2.3.1 Composicion Bioquimica

Existen dos divisiones de los componentes del veneno de los Conus (Teralu y Olivera 2004):

1. Conotoxinas, que son conopéptidos compuestos por multiples enlaces disulfuro (mas
de dos enlaces).

2. Conopéptidos, con la presencia de un enlace disulfuro (como por ejemplo,
conopresina y contrifano), o sin enlace disulfuro (como contulacina, conantocina y

conorfamida).

Ademas de los conopéptidos mencionados, el veneno de los Conus se encuentra constituido
por proteinas como fosfolipasas del tipo A, y por componentes no peptidicos como
serotonina y acido araquiddénico (Mclntosh et al., 1999). Sin embargo, los componentes

peptidicos han sido los mas estudiados.

En la composicidn de las conotoxinas, se pueden encontrar residuos de cisteinas con una alta
frecuencia y son separados por un rango de 0 a 6 amino&cidos del siguiente residuo de
cisteina. Los conopéptidos son de tamafio pequefio, la mayoria de las conotoxinas estan
compuestas por 12 a 30 aminoacidos, en comparacion con las toxinas de venenos de otras
especies, que tipicamente estan compuestos por 40 a 80 aminoacidos (Teralu y Olivera
2004).

En la figura 5, se muestra un diagrama de los conopéptidos, en el cual se indican los genes
de las superfamilias, patrones de los enlaces disulfuro y los blancos farmacoldgicos

conocidos.
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Figura 5. Diagrama organizado de conopéptidos, se observa que los conopéptidos se dividen
principalmente en aquellos que presentan enlaces disulfuro y aquellos que no presentan enlaces
disulfuro, solo se muestran los genes de la superfamilia de los conopéptidos con muiiltiples enlaces
disulfuro, las caracteristicas de los residuos de cisteinas en los péptidos de cada familia y los nombres
de las familias de las conotoxinas (Modificacion de Norton y Ollivera, 2006).

Los caracoles del Género Conus producen mas de 50, 000 conotoxinas diferentes con una
longitud que varia entre 10 a 50 residuos de aminoacidos, a menudo con varias
modificaciones postraduccionales y generalmente contienen dos o mas enlaces disulfuro. A
pesar de su gran diversidad molecular. Las conotoxinas adoptan un ndmero limitado de
conformaciones, las cuales son estabilizadas por los enlaces disulfuro presentes. El
mecanismo por el cual se forman enlaces disulfuro de forma nativa en las conotoxinas ha

sido tema de investigacion por mas de dos décadas (Bulaj y Olivera, 2008).



2.3.2 Modificaciones postraduccionales

Otra caracteristica Ilamativa de los conopéptidos, es la presencia de un inusual complemento
de aminoacidos con modificaciones postraduccionales, que son encontradas con frecuencia

en algunas familias de conopeptidos (Teralu y Olivera, 2004).

Algunas modificaciones postraduccionales encontradas en una amplia variedad de
conotoxinas son: procesamiento proteolitico, amidacién del carboxilo terminal, formacion
de enlaces disulfuro, otras encontradas con menos frecuencia son: hidroxilacién de prolinas
y O-glucosilaciones, carboxilacion en glutaminas, bromacion en triptéfanos, ciclizacion de
los extremo amino y carboxilo terminal, sulfatacion en tirosinas, y algunos de los casos
extremos en las modificaciones se presentan en isomerizacion de los aminoacidos -L a -D.
Estas modificaciones postraduccionales incrementan la potencia y efectividad de las toxinas
del Género Conus, asi como también se supone que mejoran la eficacia funcional y/o la

especificidad de los conopéptidos en los cuales han sido encontrados (Buczek et al., 2005).

Los caracoles Conus expresan la enzima encargada de realizar la modificacion
postraduccional en sus ductos venenosos, esta enzima contiene la sefial de reconocimiento
en la region pro del precursor. La presencia de esta sefial en el precursor peptidico recluta la
enzima postraduccional y la instruye para modificar residuos de aminoacidos especificos en
la toxina madura, asi la regién pro del precursor proporciona el sitio de anclaje para la

enzima de modificacidn postraduccional (Teralu y Olivera, 2004).

Sin embargo, la mayoria de las funciones de las modificaciones postraduccionales presentes
en las conotoxinas, ain no han sido definidas, y se sabe poco sobre su mecanismo
molecular. Un ejemplo de la importancia funcional de estas modificaciones es el péptido
excitatorio rl, la perteneciente a la superfamilia de la I-conotoxina, el cual se conoce como
D-Phe* y tiene un poder potente en axones de anfibios, pero un analogo conocido como L-
Phe no lo es. Un peptido homologo D-Leu presenta un alto potencial en los axones, al igual



que el analogo L-Leu, demostrando que las modificaciones afectan la actividad bioldgica
(Buczek et al., 2005).

2.3.3 Genética molecular

Cada conotoxina es codificada por un ARN mensajero, y es traducido a un precursor de la
toxina, el cual tiene una longitud de 70 a 120 amino&cidos, éste precursor es llamado pre-
propéptido y contiene un arreglo estructural distintivo: una secuencia sefial altamente
conservada en el extremo amino terminal (la “region pre”) con un tamafio aproximado de 20
aminoacidos, un espacio conservado de intervencion llamado “region pro”, con un tamafio
de aproxiamdamente 40 aminoéacidos y un péptido maduro hipervariable en el extremo
carboxilo terminal de aproximadamente 10 a 35 amino&cidos. (Wang y Chi, 2004; Teralu y
Olivera, 2004). La hidrdlisis proteolitica del precursor para generar la toxina funcional es un
paso obligatorio en la maduracion de todas las conotoxinas (Teralu y Olivera, 2004).
Aunque las secuencias maduras de diferentes especies o incluso de la misma especie pueden
variar gradualmente entre ellas, la secuencia sefial de las conotoxinas dentro de todos los
miembros de la misma superfamilia son extremadamente conservadas y sus regiones pro son

relativamente conservadas (Wang y Chi, 2004).
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Figura 6. Esquema de la organizacion caracteristica del precursor peptidico de las conotoxinas (Juarez,
2005.)

2.4 Blancos moleculares de las conotoxinas

Los blancos moleculares de los componentes del veneno de los Conus, son funcionalmente
diferentes, estos incluyen proteinas G acopladas a receptores y a transportadores de
neurotransmisores, incluso algunos componentes tienen actividad enzimatica. Sin embargo,
la mayor actividad bioldgica de los constituyentes del veneno de los Conus que ha sido
caracterizada, es realizada por péptidos con pequefias estructuras que tienen como blancos
moleculares canales io6nicos, los cuales pueden ser voltaje dependientes o ligando
dependientes. Es muy probable que los conopéptidos tengan como blanco molecular un

canal idnico especifico (Teralu y Olivera, 2004).



11

El veneno de cada especie del Género Conus, contiene mas de 200 componentes
farmacoldgicamente activos, la mayoria de estos tienen como blancos moleculares diferentes

canales idnicos dependientes de voltaje o dependientes de ligando (Becker y Teralu, 2008).

2.5 Organizacion de las conotoxinas

Una vision con respecto al modo de accién de las conotoxinas, es que los caracoles del
género Conus, son profesionales sofisticados en la combinacion de drogas terapéuticas. Para
tener una mayor eficiencia en el efecto fisiologico en la presa, en el predador o competidor,
multiples conotoxinas actlan en sinergismo, para afectar a la presa de cierta manera
beneficiandose el caracol. El término “cabal de toxinas”, ha sido aplicado al ensamblaje de
conotoxinas que actlan coordinadamente para obtener el mismo efecto fisiologico final
(Teralu y Olivera, 2004).

El analisis sisteméatico de los componentes del veneno de una especie piscivora Conus
purpurascens, revela la existencia de dos “cabales” cuyos efectos son separables en tiempo
y espacio. El primero fue denominado, “ligthning-strike”, incluye conotoxinas que inhiben
canales de sodio y potasio dependientes de voltaje, el segundo “cabal” tiene el nombre de
“motor cabal”, cuyo efecto es la inhibicion total de la transmision neuromuscular (Jones y
Bulaj, 2000; Teralu y Olivera, 2004).

Se ha presentado evidencia que las especies de Conus cazadores de peces, tiene un espectro
divergente de “cabales de toxinas”, como repertorio para cazar a sus presas. En parte, ésta
divergencia puede relacionarse a diferentes estrategias para capturar peces. La combinacién
de los dos cabales mencionados en el parrafo anterior, es encontrada en los venenos de
especies de Conus, que extienden sus probdscides para tener un enfoque inicial y
posteriormente cazan a su presa con el arpén. En la especie Conus geographus, se ha
descubierto un cabal denominado “nirvana”, encargado de producir un estado de relajacion

corporal extrema en su presa (Olivera 'y Cruz, 2000; Teraly y Olivera, 2004).
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2.6 Especimenes de interés

2.6.1 Conus ximenes

Los especimenes pertenecientes a la especie Conus ximenes, tienen una concha que contiene
dos filas de puntos sobre ella, una de las filas se encuentra en el angulo del hombro y la otra
se encuentra en la sutura con el espiral adyacente, también se encuentran con frecuencia
manchas color marron que atraviesan todo el ancho de la concha, la abertura es de color
purpura o lavanda. Los caracoles miden aproximadamente 16.5 mm de longitud y se
encuentran distribuidos en Baja California, México, especialmente en Bahia de los Angeles
(Tucker, 1985).

ximenes

Gray, 1835

Bahia de los Angeles
Baja California
Mexico

Figura 1. Morfologia de la concha del caracol marino Conus Xximenes
(http://biology.burke.washington.edu/conus/recordview/record.php?ID=2442I1&tabs=51010111&frms
=1&res=gallst&pglimit=R).
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2.7 Caracteristicas generales de los canales idnicos

Los canales ionicos son las moléculas de mayor sefializacion, se expresan en un amplio
rango de tejidos y tienen funciones celulares importantes: proliferacion, transporte de
solutos, control de volumen, actividad enzimatica, secrecion, invasion, expresion de genes,
comunicacion intercelular y acoplamiento de excitacion-contraccion (Fraser et al., 2005).
También son moléculas clave para la traduccién de sefiales a través de la membrana celular
(Neimeyer et al., 2001).

Experimentos fisioldgicos y de biologia molecular, han descrito el término “canalopatias”,
relaciondndolo a enfermedades con defectos en los canales idnicos. Los farmacos que acttan
sobre los canales idnicos han sido utilizados desde hace tiempo como agentes terapéuticos,
pero es hasta ahora que se empieza a conocer su potencial para el tratamiento especifico de

las canalopatias (Neimeyer et al., 2001).

Los canales i6nicos de la membrana plasmatica son faciles de acceder y a menudo son
expresados en concentraciones relativamente bajas en células y tejidos especificos, lo cual
los hace un excelente blanco para el disefio de farmacos. En los Gltimos afios una importante
dimensién ha sido afiadida a la investigacion de estos canales, comprender su relevancia en
procesos fisiopatologicos y enfermedades ligadas a canales iGnicos como diabetes, cancer y
cardiopatias (Niemeyer et al., 2001).

Los canales i6nicos dependientes de voltaje son activados e inactivados por cambios en el
potencial de membrana. Un canal tipico contiene seis regiones transmembranales, S1-S6.
Estas regiones son ensambladas formando un poro central. En la figura 8, se muestra una
representacion de un canal ionico, dependiente de voltaje en estado inactivado, por lo tanto
no hay flujo de iones. (Lodish et al., 2005).
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Figura 8. Modelo esquematico de un canal dependiente de voltaje. (Modificacion de Lodish et al., 2005)

Los canales de potasio son expresados en la mayoria de las células, lo que indica que juegan
un papel vital para la sefializacion celular. EI papel mejor conocido es la regulaciéon del
potencial de la membrana celular, el cual es la llave para regular varios procesos celulares
(Niemeyer et al., 2001).

2.8 Cancer

2.8.1 Modo de accidn

El cancer se debe a fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento y la proliferacion
celular. Las pérdidas de regulacion celular que dan origen a la mayoria o a todos los casos
de céancer se deben a dafios genéticos. En la aparicion del cancer se han implicado
mutaciones en dos amplias clases de genes: 1) los protooncogenes y 2) los genes supresores
de tumores. Los primeros son activados para volverse oncogenes mediante mutaciones que
lo hacen excesivamente activos en la promocion de la division celular (la expresion genética
incrementada o la produccion de un producto hiperactivo promueven ese crecimiento). Los
segundos normalmente restringen el crecimiento, por lo que si se dafian se produce una

division celular inapropiada (Lodish et al., 2005).
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2.8.2 Impacto del cancer en la vida humana

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la segunda causa de muerte
a nivel mundial, se estima que en el 2007, ocurrieron 7.9 millones de muertes a causa de esta
enfermedad, lo cual abarca el 13% del total de muertes en ese afio. Si no se tiene
intervencion alguna, 84 millones de personas moriran entre el 2005 y 2015. Las muertes
ocasionadas por céncer continuaran en crecimiento con un estimado de 15.5 millones de
defunciones en el 2030. EI cancer de pulmdn, colon, higado y mama son los causantes del

mayor nimero de muertes cada afio (http://www.who.com).

El impacto del cancer en México dejé aproxiadamente 64, 000 muertes en el 2005, de las
cuales 37, 000 eran personas menores de 70 afios de edad. En el 2002 los casos mas
comunes de cancer encontrados en nuestro pais fueron, para los hombres, cancer de prostata
y para las mujeres cancer de mama. En el 2005 el cancer de prostata fue la primer causa de

muerte en los hombres (http://www.who.com).

En el 2006, los tumores malignos fueron la tercer causa de muerte en México con un total de
63, 888 muertes, representando un porcentaje del 12.9 (INEGI, 2008).

2.9 Canales iénicos relacionados con la enfermedad de cancer

Se tiene poco conocimiento sobre el papel que juegan los canales idnicos en la
carcinogénesis y en la progresion de los tumores, y en particular de la relacién que existe
entre los canales i6nicos y los procesos como regulacion del crecimiento, apoptosis,

invasion y metastasis (Gruber y Pauli, 1999).

Se ha demostrado que la expresion de algunos canales i6nicos puede estar ligada al
comportamiento bioldgico de lineas tumorales especificas. Por ejemplo, los canales de cloro

dependientes de voltaje estan relacionados con la migracion e invasion de células de glioma
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humano maligno, mientras que la expresiéon de canales de sodio dependientes de voltaje se
relaciona con la invasion y metastasis de células de cancer de prostata, en ambos casos, la
aplicacion de bloqueadores de canales idnicos inhiben la migracion, invasion y metastasis
(Gruber y Pauli, 1999).

La expresion de otros canales idnicos como Ca®* activado por K*, K *activado por voltaje,
ClI sensible al volumen, esta asociada con la regulacién del crecimiento de células de cancer
de mama, proliferacién de células de melanoma y céancer cervical, respectivamente (Gruber
y Pauli, 1999).

Los canales de potasio Ether a-g6-g6 (EAG), originalmente identificados en base al fenotipo
de movimientos anormales en las patas de mutantes de Drosophila, son expresados
normalmente en el sistema nervioso central (SNC) y tienen poca expresion o expresion nula
del &cido ribonucléico mensajero (ARNm) o de proteinas detectadas en otros tejidos (Pardo
et al., 1999; Niemeyer et al., 2001). Pardo y colaboradores (1999) presentaron la evidencia
sobre la cuidadosa expresion de los canales EAG, ya que si son expresados de manera
ectopica tienen potencial oncogénico. Las lineas celulares de origen cancerigeno, asi como
el tejido producido por pacientes afectados por cancer, expresan altos niveles de EAG y la
inyeccion de células transfectadas con EAG induce tumores solidos en ratones
inmunodeficientes (SCID) en las primeras dos semanas. Ademas, la inhibicion de la
expresion de los canales EAG con oligonucléotidos antisentido, impide la proliferacion de
las células tumorales, lo cual indica que los canales EAG tienen un efecto de génesis en el
cancer (Niemeyer et al., 2001). Los canales EAG, han ganado interés como marcadores

potenciales de diagndstico y blancos terapéuticos contra cancer (Camacho, 2005).

En los Gltimos afios, la importancia de los canales de potasio dependientes de voltaje, ha
aumentado con la identificacion de canales ionicos como blancos potenciales para la terapia
de tumores. Se ha demostrado que el canal de potasio dependiente de voltaje Eagl aumenta
la progresion de tumores en modelos animales, las proteinas que expresan estos canales se

han encontrado en varias lineas celulares derivadas de tumores malignos humanos como
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neuroblastomas, melanomas y carcinomas. En estas lineas celulares, Eagl incrementa la
proliferacion de células y es requerido para su crecimiento y mantenimiento. La inhibicion
de la expresion del canal Eagl en los tumores mencionados anteriormente reduce la

proliferacion celular (Hemmerlein et al., 2006).

La caracterizacién de dos homélogos de los canales de Ca®*, ECaCl y ECaC2, también
conocidos como CAT1, ha llevado a la identificacion de varias funciones celulares como por
ejemplo, transporte del Ca** transepitelial en el rifion y en el intestino delgado, asi como su
funcién para almacenar Ca** en la via de entrada (Nilius et al., 2001). Wissenbach y
colaboradores (2001), caracterizaron un homologo de CAT1, llamado CAT-like, el cual se
expresa en cancer de prostata avanzado, pero no se expresa en el tejido prostatico sano, ni en
hiperplasia prostatica temprana. Por lo tanto, esta proteina puede ser utilizada como
marcador potencial en la progresion de cancer de prostata, asi como blanco para la

quimioterapia.

A pesar del conocimiento sobre algunos canales idnicos como EAG, CAT-like y algunos
otros canales involucrados en cancer, que estan siendo caracterizados en este momento, se
desconoce a la gran mayoria de los que se sobreexpresan en células tumorales y aquellos que

sobrerregulan la proliferacion celular.

Por estas razones, se han realizado una gran cantidad de investigaciones, con el fin de
bloguear canales idnicos con sustancias antagonistas inespecificas, e incluso se han probado
venenos con el objetivo de suprimir la proliferacion del cancer, o causar apoptosis de las

células cancerigenas sin afectar a las células sanas.
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I11. JUSTIFICACION

Los farmacos utilizados para combatir la enfermedad del céncer actian de manera
inespecifica sobre todas las células, no solamente sobre las células tumorales, generando
terapias altamente tdxicas. La evolucion de los tratamientos contra esta enfermedad ha sido
estimulada por un deseo de desarrollar terapias nuevas, y sobre todo menos tdxicas para el

tratamiento de cancer.

La expresion de algunos canales ionicos en celulas de cancer, causan un efecto en la
migracion o proliferacion celular, se ha demostrado que las conotoxinas presentan gran
afinidad por estos canales, por ello se pretende encontrar un componente con actividad
farmacoldgica dentro del veneno del caracol marino C. ximenes, que actle de manera
especifica sobre los canales ionicos presentes en las células cancerigenas, suprimiendo la

proliferacion celular o causando apoptosis de la célula sin dafiar a las células sanas.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar componentes del veneno del caracol marino C. ximenes con actividad citotdxica sobre

la linea celular LIM-1215 perteneciente a cancer de colon.

4.2 Objetivos particulares

- Identificar componentes del veneno C. ximenes que modulen la division celular o

presenten actividad citotoxica sobre LIM-1215.

- Caracterizar bioquimicamente los compuestos que presenten actividad bioldgica.
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V. HIPOTESIS

Dentro del veneno del caracol marino C. ximenes, existe por |0 menos un componente capaz
de actuar sobre los canales i6nicos, para detener o modificar la division celular en lineas

celulares cancerigenas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Organismos y extraccion de veneno

Los especimenes de C. ximenes se recolectaron en Bahia de los Angeles, Baja California,
México, durante el mes de septiembre del 2009. Esta bahia se encuentra ubicada a 480 km al
sur de Ensenada, Baja California. La recoleccion se hizo en base a la prediccion de mareas
proporcionada por el calendario del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICSESE). El veneno se obtuvo mediante la diseccion de los
organismos, para posteriormente extraer el aparato venenoso, del cual se separa el conducto
venenoso, éste Ultimo se coloca en un homogenizador de vidrio con solucién C (Anexo 3).
Una vez homogenizados, se centrifuga durante 5 minutos a 10, 000 x g a 4°C, se repite dos
veces y se recupera el sobrenadante. El sedimento se resuspende en solucién C y
nuevamente se recupera el sobrenadante, el cual se liofiliza para su almacenamiento a -70°C

hasta su utilizacion.

6.2 Cuantificacion de proteina del extracto

Para cuantificar el nivel de proteina en solucion, el liofilizado se resuspende en 1 ml de
solucion A (Anexo 1), se determina la densidad Optica del extracto directamente a una
longitud de onda de 230nm, en un espectrofotometro SmartSpec 3000 (Biorad), la
concentracion total de proteina se establece de la siguiente manera: 1 unidad de DOj3 = 1

mg/ml de proteina.

También se cuantifico por peso seco, el procedimiento es el siguiente: se centrifuga la
muestra resuspendida a 14, 000 rpm durante 10 min a 4°C, el sobrenadante se transfiere a un
tubo de microcentrifuga previamente pesado, posteriormente el sobrenadante se liofiliza y se
pesa nuevamente, por Gltimo se hace una diferencia de peso total dando como resultado el

peso seco de la muestra.
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6.3 Purificacion por cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa (HPLC-RP)

Este método es utilizado para separar los componentes del extracto crudo (apartado 7.1). Se
emplea un cromatografo Agilent 110 (Agilent Technologies) y una columna Vydac C18
Protein & Peptides (Grace-Vydac 218TP54 x 250 mm, 300 A), la cual se equilibra con
solucion B (Anexo 2). Posteriormente, se carga la muestra, al inyectar un volumen de 200
ul. Se eluye a un flujo constante de 1ml/min, con un gradiente lineal de 0 a 60% de solucion
B (Anexo 2) durante 60 min. Con 7 min de lavado al 100% de solucién B (Anexo 2), 5 min
al inicio y 2 min al final, esto con el fin de equilibrar la columna. La deteccion de los
componentes se realiza por absorbancia en la radiacion de UV a una longitud de onda de
230 nm.

Se colectan las fracciones obtenidas de acuerdo a un plan estratégico en diferentes tiempos,
cada 5 min, una vez obtenidas las fracciones se liofilizan y almacenan a -70°C hasta su
utilizacion.

6.3.1 Repurificacion de fracciones individuales

En la tabla I, se presentan la técnica utilizada en la repurificacién de cada fraccion

Tabla I. Datos utilizados en la repurificacion de la fraccién 7 y 9 individuales.

Fraccion Gradiente | Duracién | Inyeccion | Volumen
individual (Sol. B) (min) (ng) (n)
7 13%-42% 60 145 20
9 23%-52% 60 145 20
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6.3.2 Repurificacion de las subfracciones

En la tabla 11, se presentan las condiciones utilizadas en cada repurificacion.

Tabla Il. Condiciones utilizados en la repurificacion de las subfracciones 7.8, 9.1y 9.7.

Subfraccion | Método isocratico | Duracion | Inyeccion | Volumen
(Sol. B) (ng) (nl)
7.8 21.4% 15 40 20
9.1 4.8% 10 35 20
9.7 32.5% 10 35 20

6.4 Cultivo de lineas celulares de cancer

6.4.1 Preparacion de material y equipo

Todo el material utilizado para trabajar con lineas celulares debe ser esterilizado y el equipo
utilizado debe ser debidamente limpiado, para tenerlo bajo condiciones extremas de asepsia.
El medio de cultivo utilizado es RPMI-1640, el cual esta suplementado con antibidtico-
antimicotico (Penicilina 10, 000 U ml™*, Estreptomicina 10 pg ml™ y anfotericina B 5 pg ml°
1 GIBCO) al 1% y suero fetal bovino (SFB) (Life Technologies) al 10%.

Se trabajo6 con la linea celular de cancer de colon LIM-1215, dentro de una campana de flujo
laminar (Purifier Class 1l Biosafety Cabinet, LABCONCO).
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6.4.2 Descongelamiento de lineas celulares

En el interior de la campana de flujo laminar activada, se agregaron 4 ml de medio de
cultivo suplementado y 1 ml de células de céncer, las cuales previamente se descongelaron a
temperatura ambiente, a un tubo de cultivo de 15 ml. Posteriormente se centrifugo el cultivo
a 2000 rpm durante 6 min. Se descartd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio
en 1 ml de medio nuevo suplementado, posteriormente se agregd a una caja de cultivo
celular con 9 ml de medio de cultivo suplementado. Se coloc6 el cultivo en una incubadora a
37°C con una atmosfera parcial de CO; del 5% durante 24 horas. Se observaron las células
diariamente en un microscopio invertido, Axiovert 200, Zeiss, por contraste de fases con un
objetivo de 10x y 40x. Posteriormente, se cambio6 el medio de cultivo de la caja de acuerdo a
la confluencia presente del cultivo, una vez alcanzado el 80% de monocapa celular en todo

el cultivo se procedio a separar las células de la caja.

6.5 Desprendimiento de lineas celulares

La enzima tripsina se utilizé para separar las células del soporte al que estan adheridas. Esto
se realidé una vez que se observa el 80% de confluencia en la caja de cultivo celular, por
medio del microscopio invertido por contraste de fases. Primeramente, se retir6 el medio de
cultivo de la caja con la ayuda de una pipeta, después se adicion6 inmediatamente 1 ml de
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) (Anexo 4) para lavar. Posteriormente, se retird el
PBS con la ayuda de una pipeta y se agrego 1 ml de tripsina, una vez realizado se coloco la
caja en la incubadora a 37°C a 5% de CO,y 95% de humedad durante un min. Se retiré la

caja y se agregaron 9 ml de medio suplementado y se homogeniza la solucién.

6.5.1 Mantenimiento y expansion del cultivo

Para el mantenimiento y la expansion de los cultivos se transfirieron 5 ml de la solucion

homogenizada (resultante en el apartado 7.5) a una caja nueva, lo que da lugar a dos cajas, a
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cada una se les adicion6 5 ml de medio suplementado nuevo, ambas cajas se incubaron a
37°C con 5% de CO,y 95% de humedad.

6.5.2 Conteo celular

El conteo celular se realizé por medio de un hemocitometro, en el cual se colocaron 10 pl de
una solucidon previamente preparada que contiene: 75 pl de PBS (Anexo 4), 20 ul de la
solucion homogenizada (resultante en el apartado 7.5) y 5 ul del colorante azul de tripano
filtrado. Las células se contabilizaron por cuadrante y se sumo el resultado. El resultado se
dividio entre cuatro, y se multplicé por el factor de dilucion que es 5, después se multiplico
por 1000 y por ultimo por 10 que es el volumen total (10 ml del homogenizado resultante en
el apartado 7.5).

El resultado obtenido representa la concentracion total de células contenidas en un volumen
conocido (10 ml). Se cuantificd la cantidad total de células que se necesitaron para realizar
el ensayo en base a los pozos utilizados, tomando en cuenta que se agregaron 5000

células/pozo.

Posteriormente se hizo una dilucion para agregar 5,000 células/pozo en un volumen final de
190 pl en cada pozo. La concentracion de las fracciones utilizadas en cada ensayo se
agregaron por separado en un volumen final de 10 pl, para obtener un volumen final de 200

ul en cada pozo.

6.6 Criopreservacion de lineas celulares

Este método fue utilizado para la conservacion de las lineas celulares viables, y fue posterior
al procedimiento de desprendimiento de células (apartado 7.5). Se retir6 la caja de la

incubadora con tripsina adicionada y se agregdé 1 ml de una solucion de suero fetal bovino
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(SFB) al 5% de dimetil sulfésido (DMSO). Se coloc6é inmediatamente en viales de

criopreservacion para almacenarlos a -70°C.

6.7 Ensayos citotoxicos

Se adicionaron 5,000 células por pozo de la placa de cultivo de 96 pozos, y se incub6 a 37°C
con 5% de CO,y 95% de humedad durante 24 h. Se agregaron las fracciones obtenidas en la
purificacién por HPLC-RP a la placa de cultivo incubada. Se agregaron controles y blancos
al mismo tiempo que las fracciones. Como control positivo se utilizé DMSO al 10%, como
control negativo agua destilada y como blanco medio RPMI-1640 suplementado.
Posteriormente, se incubd la placa de cultivo a 37°C con 5% de CO;,y 95% de humedad
durante 24 h, se agregaron 30 ul del reactivo Cell Titer por pozo, y se incubd durante 3
horas bajo las mismas condiciones anteriores. Después de las 3 h se tomo lectura de la placa
de cultivo en un microlector de placas (Biorad), a una longitud de onda de 495 nm. Cada

ensayo se realizé por triplicado.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Organismos, extraccion de veneno y cuantificacién de proteina del

extracto

Se trabajé con 583 organismos de la especie Conus ximenes, de los cuales se obtuvieron 166
mg de proteina total, utilizados para la realizacién de cada una de las purificaciones por
HPLC-PR vy los ensayos de citotoxicidad con LIM-1215.

7.2 Purificacion por cromatografia liquida de alta resolucion de fase
reversa (HPLC-RP)

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.3, se obtuvo un total de 13 fracciones de
veneno total de C. ximenes, en el cromatograma de dicha purificacion se puede observar la

presencia de aproximadamente 43 componentes dentro del veneno total.

En la figura 9, se muestra el cromatograma obtenido al purificar la muestra de veneno total

de C. ximenes fraccionando cada 5 minutos.
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Figura 9. Cromatograma obtenido de la purificacion del veneno total de C. ximenes, en la parte inferior
se puede observar el plan de estrategia utilizado para colectar fracciones cada 5 minutos, asi como el
nombre que se le dio a cada una de ellas.

7.3 Cultivo de lineas celulares de cancer

Se cultivd la linea celular LIM-1215 perteneciente a cancer de colon, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 7.4.2. Los cultivos se mantuvieron hasta lograr la

confluencia necesaria para realizar los ensayos citotoxicos, asi como para criopreservar.

En la figura 10, se muestran imagenes de los cultivos de LIM-1215 una vez que se obtuvo

una confluencia del 80%.
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Figura 10. Imagenes de las células de LIM-1215 a una confluencia del 80%. La fotografia A fue tomada
con un objetivo de 10X, mientras que B con un objetivo de 40X.
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7.4 Ensayos citotdxicos

7.4.1 Ensayo citotdxico con las 13 fracciones de veneno total de C.

ximenes

Las 13 fracciones obtenidas en la purificacion del veneno total, se llevaron a una
concentracion de 100 pg/ml, esto basado en la recomendacion para realizar ensayos de

citotoxicidad con fracciones de veneno total.

El resultado obtenido en el ensayo citotdoxico de las 13 fracciones de veneno total de

C.ximenes, se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Efecto de las 13 fracciones obtenidas en la purificacion por HPLC-RP del veneno total de C.
ximenes. Donde C+ significa control positivo el cual es DMSO al 10% y C- significa control negativo el
cual es agua destilada. Cada fraccion fue agregada a una concentracion de 100 ug/ml. Las fracciones
que presentaron diferencia significativa con respecto al control negativo se senalan con un asterisco
color rojo, las barras de error indican la desviacion estandar.
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Al observar que las fracciones 7 y 9, eran las que presentaban mayor efecto, se decidid
seguir trabajando con ambas fracciones, a pesar de que el efecto fue el contrario al esperado,

ya que aumento la supervivencia en un 50 y 100% respectivamente.

Por lo tanto, se realiz6 una repurificacion de las fraciones 7 y 9 individualmente por medio
de HPLC-RP, para esto se utilizé un método estratégico con respecto al tiempo de elucion

de cada fraccién individual.

7.5 Repurificacion de la fraccion 7 individual

Al repurificar la fraccion 7 individual, se obtuvieron 11 subfracciones, las cuales fueron
nombradas 7.N, donde 7 significa que corresponde a la fraccion 7 individual y N significa el
namero de cada subfraccion. En la figura 12 se muestra el cromatograma de la fraccion 7

individual.
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Figura 12. A) Amplificacion del cromatograma de la fraccion 7 individual, que corresponde a los
minutos 30-35 de la corrida de veneno total de C. ximenes. B) Cromatograma de repurificacion de la
fraccion 7 individual, donde se pueden observar las 11 subfracciones obtenidas, cada una numeradas
en la parte superior.
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En el cromatograma anterior se pueden observar las 11 subfracciones obtenidas, cada una de
ellas representa un pico definido, pero como ya es conocido cada pico puede estar formado
por mas de un componente, por lo tanto fue necesario realizar un ensayo de citotoxicidad,
para conocer aquellas subfracciones que tengan mayor efecto sobre las células de cancer de
colon, y proseguir a repurificar por medio de HPLC-RP y asi conocer si las subfracciones

con mayor efecto estan formadas por uno o varios componentes.

7.5.1 Ensayo citotoxico con las subfracciones de la fraccion 7

individual

Las 11 subfracciones resultantes de la repurificacion de la fraccion 7 individual, fueron
agregadas en la placa de cultivo a una concentracion de 50 pg/ml, esto debido a que las
subfracciones ya fueron procesadas, es decir, se encuentran en un estado mas puro y ya no
es necesario que se agreguen en concentraciones altas. Por lo tanto se puede trabajar con la

mitad de la concentracion utilizada en el ensayo de citotoxicidad del veneno total.

El resultado obtenido en el ensayo de citotoxicidad se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Efecto de las 11 subfracciones obtenidas en la repurificacion por HPLC-RP de la veneno
fraccion 7 individual. Donde C+ significa control positivo el cual es DMSO al 10% y C- significa control
negativo el cual es agua destilada. Cada fraccion fue agregada a una concentracion de 50 ug/mil. Las
fracciones que presentaron diferencia significativa con respecto al control negativo se senalan con un
asterisco color rojo, las barras de error indican la desviacion estandar.

Tomando en cuenta los resultados del ensayo citotoxico de la fraccion 7 individual, se
prosiguid a realizar repurificaciones de cada subfraccion que haya tenido un efecto
disminuyendo desde un 16% la supervivencia celular de la linea LIM-1215. Las
subfracciones 7.3, 7.4, 7.5, 7.6, 7.8 y 7.10 presentan una disminucion del 19%, 17%, 16%,
34%, 16% y 43%, respectivamente, de la supervivencia celular. Sin embargo, se decidio
seguir trabajando con la subfraccién 7.8, debido a que las demas subfracciones se tenian en
cantidades muy pequefias, insuficientes para realizar la serie de repurificaciones necesarias

para los siguientes ensayos citotdxicos.
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7.5.2 Repurificacion de la subfraccion 7.8

El cromatograma de la subfraccién 7.8, se muestra en la figura 14, donde se puede observar
que se obtuvieron cinco subracciones, las cuales se nombraron 7.8.N, donde 7.8 corresponde

a la subfraccion y N al nimero resultante de la repurificacion.
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Figura 14. Derecha: Cromatograma de la fraccion 7 individual con amplificacion de la subfraccion 7.8.
Izquierda: Cromatograma de la subraccion 7.8, donde se muestra la linea punteada que pertenece al
gradiente isocratico de 21.4% de solucion B (Anexo 2). Cada pico individual obtenido esta numerado en

la parte superior.

Se procedié a realizar el ensayo citotoxico con las cinco subfracciones obtenidas en la
repurificacion, utilizando el mismo método descrito en el apartado 7.7. Cada ensayo de
citotoxicidad realizado, tiene variaciones en la concentracion de subfracciones, esto se basa

dependiendo en la cantidad obtenida de cada una en las purificaciones o repurificaciones.
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7.5.3 Ensayo citotdxico con la subfraccién 7.8

Para realizar el ensayo de citotoxicidad de la subfraccion 7.8 con LIM-1215, se tomaron los
cinco subfracciones resultantes de la repurificaciéon nombrados 7.8.1, 7.8.2, 7.8.3, 7.8.4 y
7.8.5, los cuales fueron agregados en una concentracion de 13.5, 8.5, 24, 12, 50 pg/ml,
respectivamente. En la figura 15, se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 15. Efecto de las cinco subfracciones obtenidos en la repurificacion de la subfraccion 7.8, donde
se observa que las subfracciones que presentan mayo actividad son 7.8.2, 7.8.4 y 7.8.5 al disminuir la
supetrvivencia celular de la linea de cancer de colon LIM-1215 en un 34%, 33% y 42% respectivamente.
Las subfracciones que presentan diferencias estadisticamente significativas, con respecto al control
negativo se seialan con un asterisco color rojo, las barras de error indican la desviacion estandar.

7.6 Repurificacion de la fraccién 9 individual

Al repurificar la fraccién 9 individual de la corrida de veneno total de C. ximenes, se
obtuvieron siete subfracciones, las cuales fueron nombradas 9.N, donde N, es el nUmero que

corresponde a cada subfraccion. En la figura 16, se muestra el cromatograma de la fraccién
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9 individual que corresponde a los minutos 40-45 de la corrida de veneno total asi como la

repurificacion de dicha fraccion.
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Figura 16. A) Cromatograma de la fraccion 9 individual que corresponde a los minutos 40-45 de la
corrida de veneno total de C. ximenes. B) Cromatograma de repurificacion de la fraccion 9 individual,
donde se pueden observar las 7 subfracciones obtenidas, cada una numeradas en la parte superior.
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Posterior a la repurificacion se realizd el ensayo citotdxico con las 7 subfracciones obtenidas
para conocer el efecto que tiene cada una de ellas sobre la linea de cancer de colon LIM-
1215. Las subfracciones fueron agregadas a concentraciones diferentes debido a la cantidad
obtenida en la repurificacion. En el ensayo de citotoxicidad se daran a conocer aquellas
subfracciones que tengan mayor efecto las cuales seran repurificadas mediante de HPLC-RP

para separar los componentes que al conforman si es que existe méas de uno.

7.6.1 Ensayo citotoxico con las subfracciones de la fraccion 9

individual

Las subfracciones obtenidas en la repurificacion de la fraccion 9 individual, fueron
agregados a la placa de cultivo a una concentracion de 50 pg/ml, al igual que en el ensayo

citotoxico de la fraccién 7 individual.

En la figura 17, se pueden observar los resultados obtenidos al realizar el ensayo de
citotoxicidad de las siete subfracciones de la fraccion 9 individual con LIM-1215 (cancer de

colon).
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Figura 17. Efecto de las siete subfracciones sobre LIM-1215, donde se muestra que las subfracciones
9.1,9.2,9.3,9.4y 9.7 son las que presentan mayor actividad disminuyendo la supervivencia celular en
un 17, 40, 16, 17 y 16% respectivamente. C+ significa control positivo el cual es DMSO al 10% y C-
significa control negativo el cual es agua destilada. Cada subfraccion fue agregada a una concentracion
de 50 pg/ml. Las subfracciones que presentaron diferencia significativa, con respecto al control
negativo se senalan con un asterisco color rojo, las barras de error indican la desviacion estandar.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, al observar que las
subfracciones 9.1, 9.2, 9.3, 9.4 y 9.7 disminuian la supervivencia celular por lo menos en un
16%, de decidid repurificar cada una de ellas por medio de HPLC-RP para comprobar si
existen o no mas componentes dentro de cada subfraccion. En este caso se repurificaron las
subfracciones 9.1 y 9.7, las cuales disminuyen la supervivencia celular de LIM-1215 en un
17% y 16%, respectivamente. Para poder realizar la repurificacion, se requieren
aproximadamente 35 ug de cada subfraccion, lo cual es sumamente dificil obtener. Por lo
tanto, la decision sobre cuales subfracciones probar en el ensayo citotdxico se hizo bajo esta

premisa.
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7.6.2 Repurificacion de la subfraccion 9.1

En la figura 18, se puede observar la repurificacion de la subfraccion 9.1, se obtuvieron siete
subfracciones, las cuales fueron nombradas de la siguiente manera: 9.1.N, donde N

corresponde a cada subfraccion obtenida.
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Figura 18. La imagen del lado derecho muestra el cromatograma de la repurificacion de la fraccion 9
asi como la amplificacion de la subfraccion 9.1. La imagen de lado izquierdo muestra el cromatograma
obtenido al purificar la subfraccion 9.1, donde se pueden observar los 7 picos individuales, cada pico
esta numerado en la parte superior.

El siguiente paso a realizar fue el ensayo citotoxico con cada una de las subfracciones
obtenidos en la repurificacon de la subfraccion 9.1, para poder conocer el efecto que tienen

estos sobre la linea celular de cancer de colon utilizada (LIM-1215).
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7.6.3 Ensayo citotoxico con la subfraccién 9.1

Las siete subfracciones resultantes de la repurificacion de la subfraccion 9.1, fueron

nombrados y agregados a la placa de cultivo de la siguiente manera.

Tabla Ill. Concentracion de subfracciones en el ensayo de citotoxicidad.

Subfraccion Concentracion [pg/ml]
9.1 50
9.2 7.5
9.3 8
9.4 7
9.5 35
9.6 3
9.7 25

Los resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad, con las siete subfracciones obtenidas
en la repurificacion de la subfraccion 9.1 en LIM-1215 se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion de la subfraccion 9.1, las
subfracciones que presentan mayor actividad aumentando la supervivencia celular de LIM-1215 son
9.1.1 en un 54% al igual que 9.1.2,9.1.6 en un 97% y 9.1.7en un 103%. C+ significa control positivo el
cual es DMSO al 10% y C- significa control negativo el cual es agua destilada. Las subfracciones con
diferencias estadisticamente significativas, con respecto al control negativo se seihalan con un
asterisco, las barras de error indican la desviacién estandar.

7.6.4 Repurificacion de la subfraccion 9.7

Al repurificar la subfraccién 9.7, se obtuvieron cuatro subfracciones, con las cuales se
realizé un ensayo de citotoxicidad. Cada subfraccién fue nombrada de acuerdo al tiempo de

elucion, 9.7.1,9.7.2,9.7.3 y 9.7.4. En la figura 20, se muestra el cromatograma.
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Figura 20. Derecha: Cromatograma de la fraccion 9 individual, en el tiempo de elucion del pico 9.7 asi
como una amplificacion del mismo. Izquierda: Repurificacion de la subfraccion 9.7, donde se observan

los 4 picos obtenidos.

De igual manera que la subfraccion 9.1, se procedio a realizar un ensayo de citotoxicidad
con las cuatro subfracciones obtenidas para conocer el efecto que tiene cada una de ellas
contra la linea celular de cancer de colon empleada. Ya que como se ha demostrado en los

resultados obtenidos anteriormente cada subfraccion tiene diferentes efectos.

7.6.5 Ensayo citotoxico de la subfraccion 9.7

Las cuatro subfracciones obtenidas en la repurificacion de la subfraccion 9.7, se agregaron a
diferentes concentraciones a la placa de cultivo en la cual se realizo el ensayo citotoxico. En

la tabla I1, se muestran las concentraciones de cada pico.
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Tabla IV. Concentracion de picos individuales en el ensayo de citotoxicidad.

Subfraccion Concentracion [pg/ml]
9.7.1 50
9.7.2 35
9.7.3 25
9.74 15

Los resultados obtenidos al realizar el ensayo de citotoxicidad, de las cuatro subfracciones
obtenidas en la repurificacion de la subfraccion 9.7 con LIM-1215, se muestran en la figura
21.

250%

200%

150%

100%

50% -

Supervivencia celular

0% -

W Control+ mControl- m®9.7.1 m®9.7.2 ®m973 D974

Subfracciones

Figura 21. Efecto de las cuatro subfracciones obtenidos en la repurificacion de la subfraccion 9.7, las
subfracciones que presentan mayor son 9.7.3 y 9.7.4 actividad aumentando la supervivencia celular de
LIM-1215 en un 91% y 108%, respectivamente. Como control positivo se utilizo DMSO al 10% y como
control negativo agua destilada. Las subfracciones con diferencias estadisticamente significativas, con
respecto al control negativo se senalan con un asterisco, las barras de error indican la desviacion
estandar.
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Se puede observar en las dos gréaficas anteriores, las cuales perteneces a los ensayos de
citotoxicidad de la subfraccion 9.1 y la subfraccion 9.7, que se incrementa la supervivencia
celular de LIM-1215 en vez de disminuirse, esto se puede asociar al resultado obtenido en
un principio al realizar el ensayo de citotoxicidad con las 13 fracciones de veneno total, en
donde las fracciones 7 y 9 individuales aumentaban la supervivencia celular hasta en un
100%. Con estos resultados se puede asumir que las fracciones del veneno trabajan de
diferente manera al encontrarse en forma de veneno total 0 una vez separadas en

subfracciones o picos individuales.



46

VI1Il. DISCUSIONES

El cromatorgama de la purificacion del veneno total de C. ximenes muestra la presencia de
45 componentes aproximadamente, esta cantidad es similar a la encontrada por Pitones,
2008, trabajo donde se reportaron 50 componentes en la purificacion del veneno total de
Conus californicus. El resultado obtenido en este trabajo esta dentro del rango reportado por
Wang y Chi en el 2004, donde se dice que aparentemente cada especie del género Conus
contiene su propio repertorio que consta de 50 a 200 componentes diferentes. Sin embargo,
como se esperaba, al realizar las repurificaciones de las fracciones individuales (7 y 9), se
obtenian mas subfracciones, por lo tanto, si se consideran las subfraccione que
potencialmente se encuentran dentro de cada una de las 13 fracciones de veneno total, el

namero de componentes que se pudieran obtener, se acercan a los 200 componentes.

Al realizar el ensayo de citotoxicidad, con las 13 fracciones de veneno total de C. ximenes,
se not6 que las fracciones no disminuian la supervivencia celular de LIM-1215 de manera
significativa, fue interesante el resultado obtenido con las fracciones individuales 7, 8 y 9,
que presentaron un efecto contrario al esperado, aumentando la supervivencia celular en un
58%, 34% y 96%, respectivamente. Por estas razones, se decidio seguir trabajando con las

fracciones individuales 7 y 9.

Esta reportado que las toxinas que regulan los canales id6nicos, pueden modular la
supervivencia celular, pero no implica que ésta disminuya, también puede aumentar. La
accion del veneno total puede actuar de manera diferente, a la que se presenta una vez que
han sido separados los componentes del mismo, ya que cada componente tiene un blanco

especifico (Becker y Teralu, 2008).
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En base a lo mencionado anteriormente, se puede suponer que en el veneno total se tienen
componentes que actlan de manera antagonista, pero al purificarlo y separarlo en fracciones

dicho antagonismo puede desaparecer o tener un efecto diferente ya sea mayor o0 menor.

Al repurificar las fracciones 7 y 9 individualmente, sus componentes tuvieron un efecto
sobre LIM-1215 diferente, descrito en el primer ensayo de citotoxicidad. Esto se puede
deber, como ya se mencion6 anteriormente, a que los componentes del veneno total actdan
de manera sinérgica y al ser separados o repurificados, el sinergismo se pierde y pueden

actuar de diferente manera o de manera contraria. (Teraly y Olivera, 2004).

En el ensayo de la fraccion 7 individual, se observé que las subfracciones 7.3, 7.4, 7.5, 7.6,
7.8 y 7.10, disminuian la supervivencia celular de LIM-1215, lo que demostré que al
repurificar la fraccion, los componentes pueden tener un efecto diferente, y se puede suponer
que el sinergismo que se habia presentado anteriormente se perdid, dando como resultado

subfracciones que disminuyen la supervivencia celular desde 16% hasta 43%.

El ensayo de citotoxicidad en el que se probd la subfraccién 7.8, mostré que las cinco
subfracciones obtenidas de la repurificacion, disminuian la supervivencia celular hasta en un
42%, por lo tanto, los resultados coinciden con el ensayo anterior, es decir, los componentes
de la subfraccion 7.8 siguen disminuyendo la supervivencia celular, al contrario que en el

ensayo con las 13 fracciones de veneno total.

Con los resultados obtenidos de la fraccion 7 individual y la subfraccion 7.8, se observo que
al repurificar la fraccion 7, ésta perdié su sinergismo y actio de manera diferente logrando
disminuir la superviencia celular de LIM-1215, y siguié con esta propiedad en todos los
ensayos realizados. Con estos resultados, se vuelve a comprobar que los componentes del
veneno se desempefian en cabales cuando no estan separados, y al separarlos o purificarlos
éstos pueden tener un efecto diferente (Teralu y Olivera, 2004). Lo cual facilita la busqueda

del componente, que esta teniendo el efecto citotdxico sobre la linea celular de cancer.
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Con respecto a la fraccién 9 individual, se probaron las siete subfracciones resultantes de la
repurificacion, y se observé que la mayoria disminuye la supervivencia celular de LIM-1215
desde 16% hasta 40%, corroborando con los resultados anteriormente descritos. Esto es de
sumo interés, ya que la fraccion 9 individual presentdé un aumento del 96%, en el primer

ensayo de citotoxicidad realizado.

Al realizar el ensayo con la subfraccion 9.1, se observd que todas las subfracciones
aumentaban la supervivencia celular de LIM-1215, desde 54% hasta 103%. Haciéndose
notar las subfracciones 9.1.6 y 9.1.7 ya que aumentan la supervivencia en 97% y 103%,
respectivamente. Estos resultados, se asumen a lo que se ha venido mencionando. En el caso
de la subfraccion 9.1, ésta aumenta la superviencia, como se observé en el primer ensayo
con la fraccién 9 individual. Esto se puede deber a que dentro de la subfraccion 9.1, existen
componentes capaces de aumentar la supervivencia, los cuales solo mostraron su efecto una

vez que fueron separados, es decir, probados individualmente.

A pesar de estas suposiciones a base de los resultados obtenidos, y los que ya han sido
reportados, se desconoce sobre qué canal i6nico estén actuando los componentes presentes
en la subfraccion 9.1, y por consiguiente, se desconoce el mecanismo por el cual se estimula

de tal manera la supervivencia celular.

En el ensayo de citotoxicidad de la subfraccion 9.7, se observo que las cuatro subfracciones
obtenidas en la repurificacion, aumentaban la supervivencia celular, destacando las
subfracciones 9.7.3 y 9.7.4 las cuales aumentan la supervivencia en 91% y 108%,
respectivamente. Los resultados observados son los mismos que se presentan en el ensayo
anterior, comprobando que dentro de la fraccion 9 individual, existen componentes que
aunque sean separados o purificados no modifican su actividad, la cual consiste en aumentar

la supervivencia celular.
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El hecho de que el resultado sea contrario al esperado, no descarta el interés sobre estas
subfracciones, ya que se desconoce el mecanismo mediante el cual son capaces de alterar la

division celular.

Se desconoce sobre qué canales estén actuando cada una de las subfracciones que se
encontraron en este trabajo, sin embargo, varios autores han reportado que los canales de
potasio dependientes de voltaje EAG, estan directamente relacionados con cancer y se
expresan en varias células tumorales incluyendo las células de cancer de colon (Neimeyer et
al, 2001; Becker y Teralu, 2008; Camacho, 2005; Hemmerlein et al, 2006).

Se han caracterizado tres conotoxinas que bloquean canales i6nicos de potasio estas son: k-
conotoxinas, kM-conotoxinas y KA-conotoxinas, la primera pertenece a la superfamilia O, la
segunda a la superfamilia M vy la tercera a la superfamilia A (Mcintosh et al, 1999; Teralu y
Olivera, 2004). Se identificaron tres conotoxinas de la superfamilia I, bloqueadores de
canales ionicos de potasio, siendo éstas, ViTx aislada de Conus virgo, K-BtX aislada de
Conus betulinus y srlla asilada de Conus spurius (Norton y olivera, 2006; Aguilar et al,
2010), ademés de 2 conotoxinas: pl14 aislada de Conus planorbis y Conk-S1 aislada de
Conus striatus (Aguilar et al, 2010). En total suman ocho conotoxinas que han sido

caracterizadas como blogqueadoras de diferentes canales ionicos de potasio.

Es posible que las subfracciones 7.8.2, 7.8.4 y 7.8.5, que tuvieron un mayor efecto
disminuyendo la supervivencia celular de LIM-1215, pertenezcan una de las familias de
conotoxinas bloqueadoras de canales ionicos de potasio, mencionadas anteriormente. Esto es
solo una suposicion ya que para comprobarlo, se requiere un analisis mas a fondo de cada
uno de los picos individuales, empezando por conocer a que naturaleza pertenecen, es decir,

conocer si son de naturaleza péptidica o no.
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IX. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que, dentro del veneno
del caracol marino Conus ximenes, existen varios componentes capaces de actuar sobre los
canales ionicos de las células de cancer de colon (LIM-1215), para disminuir o incrementar

la division celular.

Los componentes 7.8.2, 7.8.4 y 7.8.5, aislados de la subfraccion 7.8, tienen la capacidad de
disminuir la supervivencia celular hasta en un 42%, por lo tanto, estos componentes pueden

ser un buen candidato farmacologico.

Los componentes 9.1.1, 9.1.2, 9.1.6 y 9.1.7, repurificados de la subfraccion 9.1, y los
componentes 9.7.3 y 9.7.4, repurificados de la subfraccion 9.7, tienen la capacidad de
aumentar la supervivencia celular, hasta en un 108%, lo cual los convierte en herramientas

moleculares, para el estudio de la regulacién del ciclo celular.

Es importante mencionar que en todos los ensayos de citotoxicidad realizados con las
subfracciones 7.8, 9.1 y 9.7, se utilizo6 muy poca concentracion (pug/ml), por lo tanto, se

puede concluir que los componentes presentes en cada subfraccion son altamente potentes.
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XI. ANEXOS
Soluciones para HPLC
Anexol
- Solucién A
Compuesto Porcentaje en solucién
Acido trifluoracético 0.12
Agua destilada 99.88
Anexo 2
- Solucién B
Compuesto Porcentaje en solucién
Acetonitrilo 0.1
Acido trifluoracético 99.99
Anexo 3
- Solucion C
Compuesto Porcentaje en solucion
Acetonitrilo 40
Acido trifluoracético 0.12
Agua destilada 59.88

Soluciones para cultivo celular




Anexo 4

PBS (Solucién amortiguadora de fostatos)
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Compuesto Concentracion (mM) Cantidad (g)
Nacl 137 80
KCI 2.7 2
Na;HPO, 12 17
KH,PO, 1.2 1.63

Ajustar pH a 7.4 (utilizando HCI o NaOH) en caso necesario, aforar a 1000 ml con

agua destilada y esterilizar.




