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Resumen de la tesis que presenta Irasema Oroz Parra como requisito parcial para la

obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Ciencia de la Vida con Orientacion en
Biotecnologia Marina.

Caracterizacion biologica de conotoxinas capaces de modular la supervivencia
celular en diferentes lineas celulares de cancer

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedérovish Licea Navarro
Director de tesis

El cancer es la primer causa de muerte a nivel mundial. Siendo el cancer de pulmoén el
tipo mas comun de este padecimiento en hombres y mujeres, con un indice a nivel
mundial de un millon de muertes por afio. El veneno de los caracoles marinos Conus,
contiene hasta 200 compuestos farmacolégicamente activos, dichos compuestos
conocidos como conotoxinas tienen como blancos moleculares numerosos receptores
en la membrana celular. Debido a la diversidad y a la especificidad que ofrecen, las
conotoxinas poseen un gran potencial como fuente para desarrollar nuevos farmacos
para combatir el cancer. En este trabajo, se realiz6 la busqueda de componentes
citotoxicos dentro del veneno total de las especies Conus ximenes y Conus californicus,
logrando encontrar dentro de la primera especie, componentes que disminuyen la
supervivencia celular de las lineas de cancer de pulmén H1299, H1975 y H661 hasta en
un 60%. A su vez, se analizaron con dos péptidos sintéticos de 17 aminoacidos
basados en los péptidos nativos de C. californicus (call4.1a y call4.1b) y un péptido
sintético de 13 aminoacidos proveniente de C. ximenes (xml1b). Se demostré que los
tres péptidos sintéticos tienen un efecto citotdéxico al disminuir el 30% de la
supervivencia celular, de las lineas H1299, H1437, H1975 y H661 de cancer de pulmédn.
Ademas, se identifico el patrén de expresién de genes involucrados en la regulacion de
apoptosis BAX, Bcl-2, NFkB-1 y COX-2, y la activacion de las proteasas clave en la
ejecucion de la apoptosis, caspasa-3 y -7 en respuesta a los péptidos. Los péptidos
cal14.1a y xm1b disminuyeron significativamente la expresion del gen NFkB-1 en las
lineas H1299, H1437 y H1975, y COX-2 en el caso de H1437. Ambos péptidos,
activaron las caspasa-3 y -7 en las lineas H1299 y H1437. Call4.18 y xm1b, muestran
resultados satisfactorios para el tratamiento del cancer de pulmén y por primera vez se
reporta un posible mecanismo de accion.

Palabras clave: conotoxinas, apoptosis, cancer de pulmén, caspasa-3 y -7, genes
relacionados en la apoptosis
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Abstract of the thesis presented by Irasema Oroz Parra as a partial requirement to

obtain the Doctor of Science degree in Life Science with orientation in Marine
Biotechnology.

Biological characterization of conotoxins that can modulate cell viability of
various cancer cell lines

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedoérovish Licea Navarro
Director de tesis

Cancer is the most death-related disase. Lung cancer is one of the most common types
of cancer in men and women and a leading cause of death worldwide resulting in more
than one million deaths per year. The venom of marine snails Conus contains up to 200
pharmacologically active compounds that target several receptors in the cell membrane.
Due to their diversity and specific binding properties, Conus toxins hold great potential
as source of new drugs against cancer. In this work, the screening of cytotoxic
compounds in the venom of Conus ximenes and Conus californicus was performed. In
the species C. ximenes we found compounds that reduce the cell viability up to 60%.
Further, we analyzed the cytotoxic effect of two a 17-amino acid synthetic peptide
(call4.la y call4.1b) that are based on a native toxin isolated from the sea snail Conus
californicus and another peptide of 13-amino acid based on Conus ximenes (xmlb).
Cytotoxicity studies in four lung cancer cell lines were complemented with measurement
of gene expression of apoptosis-related proteins Bcl-2, BAX and the pro-survival
proteins NFkB-1 and COX-2, as well as quantification of caspase activity. Our results
showed that H1299, H1437 and H1975 cell lines treated with call4.1a and xmlb had
decreased cell viability, activated caspases, and reduced expression of the pro-survival
protein NFkB-1 and COX-2 in H1437. To our knowledge, this is the first report describing
activation of apoptosis in human lung cancer cell lines by Conus synthetic peptides
(call4.1a and xm1b) and we offer insights as the possible mechanism of action.

Keywords: conotoxins, apoptosis, lung cancer, caspase-3 and -7, apoptotic-related
genes
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Capitulo 1. Introduccién

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y durante los
ultimos afos se ha considerado como una de las enfermedades mas peligrosas para
los humanos. La incidencia y mortalidad a causa de ésta enfermedad se ha

incrementado notablemente con el paso de los afios (www.who.int).

El cancer de pulmén es uno de los tipos de cancer mas comunes, sigue siendo el lider
de las muertes a causa de esta enfermedad y representa el 15% de todos los casos a
nivel mundial (M. R. Improgo, Tapper, & Gardner, 2011; Ma et al., 2014). A pesar de
todos los esfuerzos para avanzar en los procedimientos quirdrgicos, radioterapia y
guimioterapia, la tasa de sobrevivencia de 5 afios para los pacientes con cancer de
pulmén ha permanecido constante en las ultimas tres décadas y persiste en el minimo
del 15% (Reina Improgo, Soll, Tapper, & Gardner, 2013; H. Zhang, Zhang, & Wu, 2015).
Por estas razones, hay un énfasis cada vez mayor en las estrategias para maximizar el
control del crecimiento tumoral, prolongar la supervivencia, minimizar los efectos
secundarios de la quimioterapia y mejorar la calidad de vida de los pacientes (Haque et
al., 2015).

La muerte celular programada o apoptosis, es un proceso biolégico vital de los
organismos multicelulares (Korbakis & Scorilas, 2012). La desregulacion del proceso de
apoptosis, ya sea por la pérdida de sefiales proapoptdicas o por ganar sefales
antiapoptoticas, puede dar lugar al inicio, desarrollo y progresion del cancer. Y es
posible que esto resulte en fallas en la respuesta a terapias (Zheng et al., 2013). La
eliminacion de las células cancerosas del cuerpo depende de la activacién de la muerte
celular por apoptosis (Haque et al., 2015), debido a esto, el desarrollo de péptidos
anticancerigenos que estimulen la activacion de las caspasas y la ejecucion de la
apoptosis, representa una estrategia prometedora para descubrir terapias alternativas

contra el cancer.

Los venenos son una fuente extraordinaria de nuevos péptidos, de algunos de ellos se



2

han encontrado aplicaciones para tratar numerosas patologias humanas (Franklin &
Rajesh, 2015). La gran biodiversidad que ofrecen los péptidos provenientes de
venenos, especialmente las conotoxinas aisladas del veneno de los caracoles marinos
predadores llamados Conus, tienen un gran potencial para el desarrollo de farmacos
basados en péptidos (Akondi et al., 2014). El género Conus esta constituido por 500 a
700 especies (B. M. Olivera, 1999; Wang & Chi, 2004; Zhou et al., 2013), y el veneno
de cada especie contiene hasta 200 componentes farmacoldgicamente activos que
poseen blancos moleculares especificos como receptores de membrana, canales
ionicos y transportadores del sistema nervioso (Aguilar et al., 2013; Chen, Garrett,
Watkins, & Olivera, 2008; Kaas, Yu, Jin, Dutertre, & Craik, 2012; Terlau & Olivera,
2004).

En este estudio, se analizaron las propiedades citotoxicas de péptidos sintéticos
basados en las formas nativas de toxinas de los caracoles Conus ximenes y Conus
californicus y del veneno total de la primera especie, se emplearon cuatro lineas
celulares de cancer de pulmén. Para entender el mecanismo de accién por el que
actlan estos péptidos sintéticos, se analizo la expresién de genes involucrados en la

regulacion de la apoptosis y la activacion de la caspasa-3y -7.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Caracteristicas de los caracoles del género Conus

Los caracoles del género Conus, que pertenecen a la superfamilia Conoidea y a la
familia Conidae, son predadores marinos que utilizan su veneno para capturar a sus
presas, como defensa contra predadores y para disuadir a competidores (Aguilar et al.,
2006). Poseen un sofisticado aparato venenoso con un sistema de inyeccion y
liberacién del veneno (Terlau & Olivera, 2004). Estd compuesto por, un ducto venenoso
donde se sintetiza y almacena el veneno, un bulbo (en la parte posterior) que se cree
proporciona la fuerza para la expulsar el veneno del ducto. Un saco radular compuesto
por dos protuberancias, una larga y una corta (Figura 1). En la protuberancia larga se
sintetizan los dientes radulares, mientras que la protuberancia corta almacena los
dientes radulares maduros. Los dientes radulares tiene la forma de un arpén hueco
parecido a una ajuga hipodérmica. La mayoria de los Conus tienen una probdscide
larga y extensible, cuando buscan a una presa un solo diente radular (arpén) es
transferido por el lumen de la probdscide. Una vez que la probdscide es extendida y
toca a su presa, el arpon captado por musculos circulares en la parte anterior de la
probéscide, es expulsado y finalmente el veneno se inyecta en la presa a través del
arpon hueco (Favreau & Stocklin, 2009; Norton & Olivera, 2006). La produccién y
liberacibn del veneno involucra tres pasos: 1) sintesis, procesamiento Yy
empaquetamiento de las toxinas; 2) generacion y almacenamiento de los dientes
radulares, y la transferencia de los dientes a la parte superior de la probdscide; y 3) la

insercion final del diente radular y la liberaciéon del veneno (Marshall et al., 2002).
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Figura 1. Esquema del aparato venenoso de los caracoles Conus. Esta conformado por un ducto
venenoso, glandula salivaria, eséfago, saco radular que contiene los dientes radulares (arpones)
que serén llenados con el veneno y expulsados a través de la probdscide. Modificado de Favreau
& Stocklin, 2009.

Desde un punto de vista estructural, los péptidos encontrados en el veneno de los
Conus, se dividen en general, en dos grupos: conopéptidos, que no poseen o tienen
s6lo un enlace disulfuro y conotoxinas, que poseen mas de dos enlaces disulfuro
(Aguilar et al., 2005; Norton & Olivera, 2006; Baldomero M. Olivera, 2002). Se ha
estimado que existen mas de 700 especies pertenecientes al género Conus, que han
generado hasta 100, 000 conotoxinas y han sido clasificadas en superfamilias (Zhou et
al., 2015). Se ha observado que especimenes pertenecientes a la misma especie, de la
misma o de diferentes regiones, expresan venenos ampliamente diferentes. Ademas,
ocurren variaciones dramaticas en la composicion del veneno entre los especimenes de
la misma especie, lo que contribuye a la gran diversidad de conotoxinas (Dutertre,
Biass, Stocklin, & Favreau, 2010; Prashanth, Lewis, & Dutertre, 2012). Estudios
funcionales han demostrado que las conotoxinas exhiben afinidad por receptores de la
membrana celular con alta potencia y selectividad, y son capaces de discriminar entre
subtipos de receptores estrechamente relacionados (Lewis, 2009; Zamora-Bustillos,
Aguilar, Falcon, & Heimer de la Cotera, 2009). Los blancos moleculares de las
conotoxinas son, canales iénicos dependientes de voltaje (Na*, K*, Ca*), canales

ionicos dependientes de ligando como, receptores de acetilcolina nicotinicos, receptor
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3A 5-hidroxitriptamina (serotonina) y, el receptor N-metil-D-aspartato (nAChR, 5-HT3R,

NMDAR), receptores acoplados a la proteina G (neurotensina, vasopresina) y
transportadores de neurotransmisores (NET) (Aguilar et al., 2007; Terlau & Olivera,
2004). Por lo mencionado anteriormente, son consideradas como moléculas
interesantes con un gran potencial terapéutico para los humanos, ya que poseen
actividad antinociceptiva, antiepiléptica, y cardio y neuro protectora. Se han convertido
en herramientas importantes en la investigacion de enfermedades como cancer, y

desordenes psiquiatricos y neuromusculares (Bernaidez et al., 2013).

Las conotoxinas son productos de un solo gen que generalmente contiene tres
regiones: la region N-terminal (region sefial) que mide aproximadamente 25
aminoécidos; la region pro, normalmente de 20-40 aminoéacidos y la region C-terminal
(regibn madura) de 12-35 aminoacidos (Kaas, Westermann, & Craik, 2010). Se estiman
decenas de miles de conotoxinas en base a la region sefial y han sido clasificadas en
las superfamilias A, B1, B2,B3,C,D,E, F, G, H, 11, 12,13, J, K, L, M, N, O1, 02, O3, P,
S, T, VyY (Aguilar et al., 2013; Kaas et al.,, 2012). De acuerdo a los blancos
moleculares especificos, se han clasificado a su vez en familias: a, vy, 6, €, 1, K, 4, p, 0, T,
X Y w (Figura 2) (Zhou et al., 2015). Adicionalmente, modificaciones postrasduccionales
como amidaciones, epimerizaciones, bromaciones, sulfuraciones, carboxilaciones,

incrementan la diversidad de las conotoxinas (Buczek, Bulaj, & Olivera, 2005).
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Figura 2. Clasificacion de las conotoxinas. Las conotoxinas se clasifican en varias superfamilias
basandose en la homologia de la secuencia sefial conservada. A su vez, se clasifican en familias
basandose en su marco de cisteinas y blancos moleculares. NE= norepineprina, nAChR=
receptores de acetilcolina nicotinicos. Modificado de Akondi et al., 2014.

Marco de
cisteinas

2.2 Generalidades de las especies Conus ximenes y Conus

californicus

Los especimenes pertenecientes a la especie Conus ximenes (Figura 3), 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 marrén que atraviesan todo el ancho de la
concha, la abertura es de color parpura 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 (Monteiro, 2006).



Figura 3. Morfologia de Conus ximenes. Se muestra la morfologia de la concha de la especie
C.ximenes, asi como el aparato venenoso disecado (Fotografia tomada en el Departamento de
Innovacion Biomédica).

Los caracoles pertenecientes a la especie Conus californicus (Figura 4) son los Unicos
gue se encuentran en el Océano Pacifico oriental, desde la bahia de San Francisco,
California hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur, México. Consecuentemente, se
han adaptado a aguas mas frias y a la falta de competencia con otras especies del
mismo género. No poseen dieta especializada y pueden consumir hasta 56 organismos
pertenecientes a diferentes phyla, que incluyen, gusanos, moluscos, peces y crustaceos
(Bernaldez et al., 2011).
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Figura 4. Morfologia de la concha de Conus californicus. (Tomado de www.gastropods.com)

2.3 Blancos moleculares de la conotoxinas

Los canales id6nicos son proteinas transmembranales presentes en las células
excitables o no excitables, participan en diversas actividades fisiologicas integrales para
la excitabilidad, contraccién, ciclo celular, secrecion de agua y sal y cascadas
metastasicas (Hille, 2001). Son cruciales para el mantenimiento del tejido, para la
homeostasis durante la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis. Los
mecanismos mas importantes por los cuales lo canales ibnicos contribuyen a estos
eventos cruciales incluyen control del flujo de iones, regulacion del volumen celular y
generacion del potencial de membrana (Lang et al.,, 2005; W. Liu, Lu, Liu, Huang, &
Wang, 2012).

Los canales i6nicos juegan un papel critico en la patogénesis vy fisiologia del cancer,
debido a los mecanismos mencionados anteriormente, y numerosos canales idnicos y
receptores se expresan en células tumorales (Tabla 1) (Kale, Amin, & Pandey, 2015).
Estudios revelan que la sobreexpresion o el incremento de la cinética de los canales
ionicos sensitivos al voltaje, esta asociado con un aumento del potencial maligno, por

estas razones, los canales iénicos se han convertido en blancos moleculares de suma
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importancia para desarrollo de nuevos farmacos que bloqueen o reduzcan la actividad
de estos. De esta manera previniendo o combatiendo la enfermedad (Fiske, Fomin,
Brown, Duncan, & Sikes, 2006).

Tabla 1. Canales i6nicos involucradas en cancer.

Blanco molecular Tipo de cancer
nAChR Carcinoma de pulmon
Na' voltaje Cancer de mama y prostata
ca* voltaje Pulmon, ovario, esofago, prostata, colorectal gastrico
K" voltaje Mama, neuroblastoma, cervical, colon, pulmon
ca”" activado por K* Mama, cervical, ovario, glioma, melanoma
Cr Prostata, glioma

Tomado de: Kale, Amin, & Pandey, 2015.

Se ha presentado evidencia que los canales de K+ dependientes de voltaje “ether a go-
go” (Eag1), se expresan en varios tipos de cancer, por ejemplo, cancer de mama,
préstata, higado, colon y pulmén (Hemmerlein et al., 2006). Pueden regular su
progresion, y mediante la aplicaciéon de anticuerpos monoclonales se logra inhibir su
activacion restringiendo la proliferacién de las células de cancer, por lo tanto, han
ganado interés por su rol oncogénico potencial (Pardo, Camino, Alves, & Stu, 1999;
Pardo & Stuhmer, 2008; Stihmer, Alves, Hartung, Zientkowska, & Pardo, 2006). Estos
canales se expresan de manera aberrante en mas del 70% de los sarcomas. En células
de sarcoma, la inhibicion de la expresiébn o funcibn de Eagl mediante ARN de
interferencia lleva a una reduccion de la proliferacion celular (Mello de Queiroz, Suarez-
Kurtz, Stihmer, & Pardo, 2006). Se ha encontrado la sobreexpresion de EAG en cancer
de cérvix, considerandolo como blanco terapéutico potencial para este tipo de cancer
(Barajas Farias, Bermudez, Diaz, & Larrea, 2004). La expresion de Eagl esta
correlacionado con malignidad del colon en humanos y roedores, su sobreexpresion es
directamente asociada con la baja tasa de sobrevivencia. Esto sugiere que este canal
es sumamente importante para el desarrollo de tumores en el colon (Ding, Yan, An, LU,
& Luo, 2007; Ousingsawat et al., 2007).
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Se ha reportado evidencia que el canal de Na® dependiente de voltaje N,1.5 es
sobreexpresado durante la progresion de cancer de mama y potencia una serie de
procesos celulares integrales que conllevan a una cascada metastasica, los canales
N,1.5 se consideran herramientas terapéuticas y de diagnostico potenciales en la
progresion del cancer de mama (Fraser et al., 2005). Algunos de los canales de potasio
dependientes de voltaje que mas han sido estudiado en cancer son Kv1.3, IKCal,
TASK-3, HERG, Eagl (Stiihmer et al., 2006). El canal de K* activado con Ca**, hiK1, es
importante en la progresion de la fase G1 a S del ciclo celular. La aplicacion de
bloqueadores de canales de K" como, clotrimazole, en células de cancer de mama

(MCF-7) disminuy® la proliferacion en la fase G1 (Ouadid-ahidouch et al., 2004).

La regulacién de Ca?" intracelular, es una pieza clave en el desarrollo y crecimiento de
las células. El canal de Ca*" relacionado a CaTl, CaT-like (CaT-L), se expresa en
cancer de prOstata avanzado, en lesiones prostaticas metastasicas e intensivitas a
androgenos, pero no se expresa en tejido prostatico sano ni en hiperplasia prostatica
temprana. Por lo tanto, el canal CaT-L representa marcadores para la progresion del
cancer de préstata y puede servir como blanco para estrategias terapéuticas
(Wissenbach, Niemeyer, Fixemer, Schneidewind, & Trost, 2001). La sobreexpresion del
canal epitelial de Ca®*, ECaC1, es crucial para la diferenciacion de las células epiteliales
de préstata en células de cancer, por lo tanto, bloqueadores selectivos pudiesen ayudar
a reducir este proceso y ganar atencion como farmacos anticancerigenos (Nilius,
Prenen, Vennekens, Hoenderop, & Droogmans, 2001). El canal 2 de Ca** activado con
CI" (CLCA2) (miembro de la familia de canales de Ca*" activado con CI, CLCA), se
expresa de manera prominente en epitelio humano de mama, pero no se expresa en
cancer de mama o en lineas celulares. Al restablecer la expresion de CCLA2 en células
de carcinoma de mama (negativas a CCLA2), se redujo la tumorigenicidad, la invasion y
la habilidad de colonizar los pulmones de ratones desnudos. CCLA2 puede actuar como

supresor de tumor en cancer de mama (Gruber & Pauli, 1999).

Ha sido reportado que las conotoxinas tienen como blancos moleculares diferentes

receptores, entre los mas estudiados estan los receptores de acetilcolina nicotinicos
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(nAChRs). La nicotina y sus derivados actua sobre la subunidad a5 de los nAChRs en
células de cancer de pulmon y activa la via de ERK y Akt, promoviendo la proliferacion,
angiogénesis e invasion de las células (Ma et al., 2014). La conotoxina a-Iml fue
utilizado como péptido blanco para administrar el farmaco comercial paclitaxel en
células de cancer de mama en los receptores NAChR-a7. Puede ser considerada como
péptido blanco potencial para intervenir en tumores que sobreexpresen los nAChRs a7
(Mei et al., 2015a).

2.4 Caracteristicas de los nAChRs y su rol potencial en el cancer

Los receptores de acetilcolina (AChRs), son proteinas integrales de membrana que
responden a la unién de acetilcolina (ACh), que es sintetizada, almacenada y finalmente
liberada por las neuronas colinérgicas (Reina Improgo et al., 2013). Estos receptores
puede ser activados por la molécula de nicotina, de ahi el nombre receptores de
acetilcolina nicotinicos (nAChRs) (Ho, Lee, & Wu, 2011). Los nAChRs, son estructuras
pentameéricas formadas por subunidades que incluyen, a2-a10 y 2-B4. Consisten de un
extremo N-terminal extracelular de aproximadamente 200 residuos, cuatro segmentos
transmembrana (designados M1-M4), un bucle variable (100-200 residuos) entre M3 y
M4 y un extremo extracelular C-terminal (4-28 residuos) (Figura 5A). El extremo N-
terminal contiene el dominio de unién a ACh (M. R. D. Improgo, Scofield, Tapper, &
Gardner, 2010). En base a las propiedades de union con el ligando, los nAChRs
neuronales, se dividen en dos clases: 1) los que tienen unién con la a-bungarotoxina (a-
BgTx), y contienen las subunidades a7-a9 que forman homopentameros; y, 2) los que
no se unen a a-BgTx, que contienen las subunidades a2- a-6 y (2-p4, y forman
receptores heteroméricos que poseen gran afinidad por agonistas como acetilcolina y
nicotina (Figura 5B) (Wu, Lee, & Ho, 2011).
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Figura 5. Estructura de los nAChRs. A) Representacion esquematica de una subunidad de nAChR.
B) Ejemplos de receptores homoméricos y heteroméricos. Tomado de M. R. D. Improgo, Scofield,
Tapper, & Gardner, 2010.

La expresion de los nAChRs estaba restringida para las células neuronales y
musculares, pero investigaciones posteriores demostraron que también se expresan
ampliamente en células de cancer (Schuller, 2009). Los nAChRs juegan un papel clave
en la patogénesis ya que interactlan con agonistas y activan mdultiples vias de
sefalizacion que regulan la progresion, el crecimiento y metastasis de tumores (Guo et
al., 2012; Ma et al., 2014; G. W. Warren et al., 2012).

Se ha reportado que los nAChRs se expresan en células de cancer de pulmén, donde
regulan la proliferacion y apoptosis (Schuller, 2009). Actian como mediadores para
varios estimulos que promueven la progresion de los tumores. Esos multiples estimulos
pueden activar numerosas vias de sefializacion en cancer de pulmon, que llevan a la

resistencia a las terapias (M. R. Improgo et al., 2011).

Se ha demostrado que agonistas de los nAChRs, como la nicotina, estimula la

proliferacion de lineas celulares de cancer de pulmoén. Efecto que puede ser irrumpido
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por antagonistas de los NnAChRs (M. R. Improgo et al., 2011). Ademas de la nicotina y
sus metabolitos derivados, el ligando fisiologico de los NAChRs es la acetilcolina, que
actla como un agente autocrino y paracrino. De manera general, la sefializacion de los
NAChRs en cancer, empieza con la union de agonistas que causan un cambio
conformacional en el receptor que permite la apertura del canal ionico y el flujo de K*,
Na* o Ca**, activando cascadas de sefializacién involucradas en la proliferacion celular,
inhibicion de la apoptosis, migracion y angiogénesis (Figura 6) (Cattaneo, Codignola,
Vicentini, Clementi, & Sher, 1993; M. R. Improgo et al., 2011; Medjber et al., 2015).
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Figura 6. Modelo de las vias de sefalizacion mediadas por los nAChRs en cancer de pulmoén.
Agonistas de los nAChRs como acetilcolina, nicotina y nitrosaminas de tabaco, se unen y activan
receptores homomeéricos (rojo) o heteroméricos (multicolor). Los componentes de la via de
sefializacidon indicados con rojo, son aquellos identificados en células pequefias de cancer de
pulmén (SCLC) y sus células precursoras; aquellos en verde han sido identificados en células no
pequefias de cancer de pulmén (NSCLC); y los de color purpura en ambos tipos de cancer y sus
células de origen (Modificado de M. R. Improgo et al., 2011).
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Estos receptores pueden ser considerados como blancos terapéuticos prometedores
para desarrollar terapias alternativas mas efectivas contra el cancer, asi como, para

identificar moléculas involucradas en su mecanismo de accion.

2.5 Funcionamiento e importancia del cancer

En promedio, una de cada cuatro personas padeceran cancer. La mayoria de los
canceres se deben a causa de una mezcla entre factores hereditarios y ambientales. Es
provocado por mutaciones que ocurren dentro del tejido de las células madre, y es
consecuencia de ambos, de una diferenciacion descontrolada, asi como, una
proliferacion incontrolada (Ghavami et al., 2009). Por estas razones, terapias basadas
en alteraciones genéticas especificas ha abierto una nueva era para el tratamiento del

cancer.

El cancer tiene su génesis debido 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 tres amplias clases de genes: 1)
los proto-oncogenes, 2) los genes supresores de tumores y 3) los genes vigilantes. Los
primeros son activados para volverse oncogenes mediante mutaciones que los hacen
excesivamente activos en la promocién 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 y por ultimo los genes vigilantes a menudo son
ligados con el cancer, éstos normalmente protegen la integridad del genoma, cuando
son inactivados, las células adquieren mutaciones a una tasa muy alta, incluyendo
mutaciones que dafian el control del crecimiento celular y llevan a la produccion de

tumores cancerigenos (Lodish et al., 2008).
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El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial. En el 2012 hubo 14 millones
de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas con el cancer. Se prevé que
los casos anuales aumentaran de 14 millones en el 2012 a 22 millones en las préximas
dos décadas. El principal tipo de cancer es el pulmonar, que reporta 1.59 millones de

defunciones por afio. (www.whi.int).

El cancer de pulmén es la principal causa de mortalidad relacionada con el cancer a
nivel mundial (Medjber et al.,, 2015). Se clasifica en dos tipos histolégicos, células
pequefias de cancer de pulmén (SCLC, por sus siglas en inglés), que abarca el 15-20%
de los casos; mientras que las células no pequefias de cancer de pulmén (NSCLC) el
80-85%, incluyendo tres subtipos: adenocarcinoma, células escamosas y carcinoma de
células grandes. Cada subtipo se refiere al tipo especifico de célula afectada y se
agrupan juntos porque se comportan de manera similar (Oser, Niederst, Sequist, &
Engelman, 2015; W. Zhang et al., 2015). A pesar de numerosos intentos en desarrollar
estrategias de tratamiento efectivas para combatir el cancer de pulmon, el pronéstico
general de supervivencia de 5 afios es menor del 15% en NSCLC y para SCLC es aun
mas bajo (Pore, Milind M. Jeroen N. Hiltermann, 2013).

Las estrategias terapéuticas utilizadas con mayor frecuencia para combatir las primeras
etapas del cancer, incluyen incisibn del tumor primario seguido de una terapia
adyuvante (por ejemplo, quimioterapia y radioterapia) con la finalidad de destruir todas
las células cancerigenas restantes. Sin embargo, a pesar de que puede ser efectivo
varios afios, el resurgimiento de los tumores es comun. La propagacion de las células
de cancer que forman el tumor primario, finalmente forman tumores secundarios,
proceso que se conoce como “metastasis”. La metastasis es causante de mas del 90%

de la mortalidad relacionada con el cancer (Onkal & Djamgoz, 2009).


http://www.whi.int/
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2.6 Apoptosis y genes involucrados en el proceso

La apoptosis es el proceso por el cual, las células dafiadas, no adheridas, mutantes y
de larga vida, son eliminadas. Cualquier aberracion que ocurra en el proceso puede
llevar a la iniciacion de numerosas enfermedades, incluyendo cancer (Khan, Blanco-
Codesido, & Molife, 2014; Wong, 2011).

La apoptosis es mediada por la activacion de diferentes proteasas llamadas caspasas
(Oliver & Vallette, 2005; Reed, 2000). Una familia de cistein-proteasas que son
especificas para los residuos de acido aspartico. Las caspasas son normalmente
expresadas como zimdgenos inactivos y son convertidos a su forma activa en el
comienzo del proceso de apoptosis (Shivapurkar, Reddy, Chaudhary, & Gazdar, 2003).
La familia de las caspasas pueden ser dividida en dos grupos funcionales, basados en
sus funciones (Shioiri et al., 2009). EIl primer grupo corresponde a las caspasas
inflamatorias (caspasa-1, -4, -5, -11, -12, -13 y -14), que juegan un papel en la
maduracion de citosinas y respuestas inflamatorias. El segundo grupo se divide a su
vez en subgrupos, que abarcan las caspasas iniciadoras (-2, -8, -9, -10, y -15), que son
activadas por estimulos proapoptoticos y responsables de la activacion de las caspasas
efectoras, y las caspasas efectoras (-3, -6, y -7), que poseen el substrato para que se
lleve a cabo la protedlisis durante la apoptosis (Deveraux et al., 1998; Earnshaw,
Martins, & Kaufmann, 1999; Shivapurkar et al., 2003).

La activacion de las caspasas se lleva a cabo por dos grandes sistemas de sefializacion
1) la via extrinseca (o del ligando de muerte), que es activada por medio receptores de
membrana especificos y 2) la via intrinseca (o via mitocondrial), activada tras la ruptura
de la mitocondria y la liberacién del citocromo ¢ (Gupta, Kass, Szegezdi, & Joseph,
2009; Kroemer, 2003; Ozoéren & El-Deiry, 2003; Pore, Milind M. Jeroen N. Hiltermann,
2013; Thorburn, 2004).
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Figura 7. Principales vias de la apoptosis. Dos vias que llevan a la muerte celular por apoptosis; la
via extrinseca, que actla por medio del receptor de muerte, mientras que la via intrinseca actla
por medio de la liberacién de proteinas mitocondriales. La activacion de cualquiera de las dos
vias, extrinseca o intrinseca, llevan a la activacién de las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7)
(Modificado de Shivapurkar et al., 2003).

Elegir como blancos moleculares componentes de la via apoptética en un enfoque
terapéutico en cancer, es apoyado por el hecho que los procesos aberrantes de la
apoptosis son centrales para el crecimiento y progresion tumoral. De hecho, la
supresion de la apoptosis es ampliamente reconocido como la caracteristica principal
contra el cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). Nuevos alcances en la activacion de la
via apoptotica han resultado en la induccion de la muerte de las células cancerosas.
Los miembros de la familia de la proteina Bcl-2 han sido ampliamente estudiados,
debido a que son moléculas clave para activar la via apoptotica. La sobreexpresiéon de
los miembros antiapoptoticos de la familia de Bcl-2, causa apoptosis o resistencia a la
terapia en un amplio rango de tumores. El desarrollo de terapias que tengan como
blancos estos moduladores de apoptosis aparecen como objetivos prometedores
(Chonghaile & Letai, 2008; Pellecchia & Reed, 2004). La familia de factores de

transcripcion NFkB, son mediadores centrales del sistema inmune, procesos de
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inflamacion, respuestas al estrés, apoptosis y proliferacion celular. NFKB es
constitutivamente activado en una variedad de leucemia y tumores sélidos, incluyendo
cancer de pulmén, ya que juega un papel critico al promover la supervivencia y el
crecimiento de las células tumorales (Chai et al., 2014; Garg et al., 2012; Magné et al.,
2006). COX-2 es una forma inducible de la enzima ciclooxigenasa, representa un
blanco farmacolégico potencial para prevenir y tratar una gran variedad de
enfermedades malignas (Maeng, Lee, Jin, Chang, & Shim, 2014). La sobreexpresion de
COX-2 se ha observado en varios tipos de cancer y se ha ligado con la baja
sobrevivencia de los pacientes que padecen cancer de pulmoén (Aggarwal & Gehlot,
2009).
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Capitulo 3. Justificacién

En la actualidad los farmacos utilizados para combatir el cancer actian de manera
inespecifica, generando terapias altamente tdxicas. La expresion de algunos receptores
0 canales i6nicos en las células de cancer causan un efecto en la migracion o
proliferacion celular. Las conotoxinas de los caracoles del género Conus bloquean de
manera especifica estos canales y/o receptores, pueden ser consideradas como

farmacos potenciales para el tratamiento del cancer.

Las conotoxinas presentan una alternativa para generar terapias mas efectivas y

especificas contra el cancer, desarrollando farmacos basados en péptidos.
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Capitulo 4. Hipotesis

Dentro del veneno de los caracoles Conus ximenes y Conus californicus existe por lo
menos un componente con efecto citotoxico sobre lineas de cancer de pulmoén, que

afecta la expresion de proteinas involucradas en la regulacion de la apoptosis.
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Capitulo 5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Analizar el efecto de las conotoxinas provenientes de los caracoles Conus ximenes y
Conus californicus sobre lineas celulares de cancer, e identificar su posible mecanismo

de accion.

5.2 Objetivos particulares

- Determinar si algunos de los componentes del veneno de los caracoles C.
californicus y C. ximenes poseen actividad citotoxica sobre diferentes lineas de

cancer.

- Analizar el efecto citotoxico de diferentes conotoxinas en lineas celulares de cancer.

- Determinar la modificacion que ejercen las conotoxinas en la expresion de genes
gue codifican proteinas involucradas en la via apoptética en lineas celulares de

cancer de pulmén, e identificar la expresion de blancos moleculares.
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Capitulo 6. Metodologia

6.1 Obtencion de organismos, extraccion de veneno y cuantificacion

de proteina del extracto

Los organismos de las especie Conus ximenes fueron colectados en Bahia de los
Angeles, Baja California, ubicada a 480 km al sur de Ensenada, Baja California. Los
organismos pertenecientes a la especie Conus californicus se colectaron en la region
intermareal del km 58 carretera Tijuana-Ensenada, Baja California, México. Ambas
colectas se realizaron en base a la prediccion de mareas, proporcionada por el
calendario del Centro de Investigacién Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada
(CICESE).

El veneno total se obtuvo mediante la diseccién de los caracoles, para posteriormente
extraer el aparato venenoso, del cual se separa el conducto venenoso. Este ultimo se
coloca en un homogenizador de vidrio con solucibn C (anexo 3). Una vez
homogenizado, se centrifugd durante 5 minutos a 10, 000 x g, para eliminar residuos
de tejido y se recuperé el sobrenadante (se repite dos veces el proceso). El
sobrenadante colectado se liofiliz6 y almacen6 a -80°C hasta su utilizacion. Todo el
procedimiento se realizé en un tubo eppendorf previamente pesado. La cuantificacién
de la proteina obtenida en la extraccion de veneno total, se realiz6 por peso seco.
Después de liofilizar el sobrenadante recuperado en la extraccion, se pesd nuevamente
el tubo con la muestra liofilizada y se analiz6 la diferencia de peso total dando como

resultado el peso seco de la muestra de veneno total.
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6.2 Purificacion por cromatografia liquida de alta resolucién de fase
reversa (HPLC-RP)

Este método se utilizé para separar los componentes del extracto de veneno total
(apartado 6.1). Se empleé un cromatografo Agilent 1220 Infinity LC (Agilent
Technologies) y una columna Zorbax 300SB-C18 (Agilent Technologies, 5 um, 4.6 x
250 mm), una precolumna Zorbax C18 (Agilent Technologies, 5 pm, 4.6 x 12.5 mm) la
cual se equilibra con solucion A (anexo 1). Posteriormente, se cargaron 5 mg del
extracto de veneno total, en un volumen de 200 ul de solucién A. Se eluyd a un flujo

constante de 1ml min *

, con un gradiente de 0 a 60% de solucién B (anexo 2) durante
60 minutos. Previo al gradiente, se realizé un lavado de 5 minutos, la deteccién de los
péptidos se realizé por absorbancia en el espectro de UV a una longitud de onda de

230 nm.

Se colectaron las fracciones obtenidas de acuerdo a un plan estratégico cada 5
minutos, las fracciones obtenidas se liofilizaron y almacenaron a 4°C hasta su

utilizacion.

6.3 Repurificacion de fracciones de veneno total por HPLC-RP

La repurificacion de las 13 fracciones de veneno total obtenidas, se llevd a cabo
mediante un gradiente suave que se determiné a partir del porcentaje de solucién B en
el que eluyd la fraccion de veneno total que se desea repurificar. Se realizé la
purificacion de seis fracciones de veneno total de C. ximenes, las especificaciones del
gradiente utilizado para cada fraccibon se muestran en el capitulo 7. Todas las
repurificaciones se realizaron en una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™
con una columna Zorbax 300SB-C18 (Agilent Technologies, 5 um, 4.6 x 250 mm) y una
precolumna Zorbax C18 (Agilent Technologies, 5 um, 4.6 x 12.5 mm), que se equilibré
con solucién A. Se inyectaron 200 ul de muestra y se detectd la absorbancia en el

espectro de UV a una longitud de onda de 230 nm.
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6.4 Cultivo de cuatro lineas celulares de cancer de pulmén

6.4.1 Preparacién de material y equipo

Todo el material utilizado para trabajar con lineas celulares fue esterilizado y el equipo
utilizado se limpié debidamente, para tenerlo bajo condiciones extremas de asepsia. El
medio de cultivo utilizado es RPMI-1640 1x (Corning, con L-glutamina), suplementado
con antibiético-antimicético (Penicilina 10,000 U ml™, Estreptomicina 10 pug mit y
anfotericina B 5 ug mlI™* SIGMA-ALDRICH) al 1% y suero fetal bovino (SFB) (Corning) al
10%.

6.4.2 Cultivo de lineas celulares

Se cultivaron cuatro lineas celulares de cancer de pulmén: H1299, H1437, H1975 y
H661. En el interior de la campana de flujo laminar activada, se agregaron a un tubo de
cultivo de 15 ml, 9 ml de medio de cultivo suplementado y 1 ml de células de la linea
celular deseada, que se descongelé previamente a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd el cultivo a 130 rad durante 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 1 ml de medio suplementado y se
agregl a una caja de cultivo celular con 9 ml de medio de cultivo suplementado. Se
colocé el cultivo en una incubadora a 37°C con una atmaosfera parcial de CO, del 5%.
Se observaron las células diariamente en un microscopio invertido (EVOS), con un
objetivo de 4x, 10x y 20x. Un dia después del cultivo, se realizé un lavado con 2 ml de
PBS 1x, posteriormente se agregaron 10 ml de medio de cultivo suplementado. El
medio de cultivo, se cambi6 de acuerdo a la confluencia presente de las células (2 a 3
veces por semana), una vez alcanzado el 80% de confluencia de la monocapa celular

se procedi6 a separar las células de la caja. Cada linea celular se trabao por separado.
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6.4.3 Desprendimiento de lineas celulares

La enzima tripsina (tripsina EDTA 0.25%/0.2 g, SIGMA-ALDRICH), se utiliz6 para
separar las células de la placa a la que estan adheridas. Esto se realiz6é una vez que se
observé el 80% de confluencia en el cultivo celular, por medio del microscopio invertido.
Primeramente, se retir6 el medio de cultivo de la caja con la ayuda de una pipeta,
después se adicionaron 2 ml de soluciébn amortiguadora de fosfatos (PBS 1x) para
lavar. Posteriormente, se retir6 el PBS 1x, se agregaron 2 ml de tripsina y, se coloco la
caja en la incubadora a 37°C a 5% de CO, durante 5 minutos. Se retir0 la caja y se
agregaron 8 ml de medio suplementado. Se homogenizé la solucion. La suspension
celular homogenizada se utiliz6 ya sea para, realizar los conteos para la realizacién de

ensayos experimentales, expansion del cultivo celular y/o preservar las lineas celulares.

6.4.3.1 Mantenimiento y expansion del cultivo

Para el mantenimiento de los cultivos se realizé una expansion 1:3; se transfirieron 3.3
ml de la solucién homogenizada (resultante en el apartado 6.5.3) a una caja de 100 mm
(Corning), lo que da lugar a tres cajas, a cada una se les adicionaron 6.7 ml de medio

suplementado. Se incub6 a 37°C con 5% de CO; hasta su utilizacion.

6.4.3.2 Conteo celular

El conteo celular se realizé por medio de un hemocitémetro, en el cual se colocaron 10
Ml de una solucidn previamente preparada que contiene: 5 pl de la solucidn
homogenizada (resultante en el apartado 6.5.3) y 5 pl del colorante azul de tripano
filtrado. Las células se contaron por cuadrante y se sumé el resultado. El resultado se
dividié entre cuatro, y se multiplicé por el factor de dilucion 2, después se multiplicé por
10, 000 (area del hematocitometro). El resultado obtenido represent6 la concentracion

total de células contenidas en un volumen conocido (10 ml).
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6.4.4 Criopreservacion de lineas celulares

Este método se utilizé para la conservacion de las lineas celulares viables, puede ser
realizado después del procedimiento de desprendimiento de células (apartado 6.5.3).
Se agregaron 2 ml de la enzima tripsina (tripsina EDTA 0.25%/0.2 g, SIGMA-ALDRICH),
gue ayuda a las células a separarse de la base de la caja de cultivo. Se agregaron 8 ml
de medio suplementado, se homogenizd y posteriormente se traslado la soluciéon a un
tubo cénico de 15 ml, se centrifug6 a 130 rad durante 5 min, y por ultimo se agreg6 1 mi
de medio suplementado (apartado 6.4.1) al 5% de dimetil sulfésido (DMSO) (Sigma-
Aldrich). Se dejo reposar durante 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se
colocé en una hielera de poliestireno con algodén en todas sus paredes y tapa durante
24 horas a -80°C, esto permitié que la temperatura disminuyera gradualmente. Después
de concurridas las 24 horas de congelacion, se trasladaron los viales preservados a su

caja de almacenamiento a -80°C.

6.5 Ensayos citotéxicos

La supervivencia celular se determiné utilizando el reactivo CellTiter 96® AQeous One
Solution Cell Proliferation Assay MTS (PROMEGA). El reactivo MTS se basa en la
conversién de la sal tetrazolium en formazan, a un producto de color soluble, por accién
de enzimas deshidrogenasas presentes en las células metabdlicamente activas. La
cantidad producida de formazan es directamente proporcional al nUmero de células
viables en el cultivo. Se adicionaron 5, 000 células por pozo a una placa de cultivo de
96 pozos (Corning) y se incubd a 37°C con 5% de CO, durante 24 horas. Una vez
concurridas las primeras 24 horas de incubacion, se agregaron 50 ug/ml de cada una
de las fracciones obtenidas en la purificacion de veneno total, los péptidos sintéticos
call4.1a (27 pM), cal14.1b (28 pM) y xm1b (33 pM), como controles positivos se
utilizaron estaurosporina a una concentracion de 5 pyM y dimetil sulféxido (DMSO) al
5%, y como control negativo células sin tratamiento. Como blanco de lectura se utilizo

medio RPMI-1640 suplementado. Después de colocar las muestras deseadas en cada
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pozo, se incubo la placa de cultivo nuevamente a 37°C con 5% de CO, durante 24
horas. Por ultimo, se agregaron 20 pl del reactivo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, sal interior (MTS)) por pozo y
se incub6 durante 1-4 horas bajo las mismas condiciones. Se tomo lectura de la placa
de cultivo en un lector de placas EPOCH (BioTek) a una longitud de onda de 490 nm.

Cada ensayo se realizo por triplicado.

6.6 Analisis de genes por PCR de tiempo real (RT-PCR)

6.6.1 Extraccion de ARN total de cada linea celular

Se realizd la extraccion de ARN total de las lineas celulares de cancer de pulmén
H1299, H1437, H1975 y H661, tratadas con: péptidos sintéticos; cal14.1a (54 uM),
cal14.1b (56 pM) y xm1b (66 uM), y controles; positivo (estaurosporina, 7 uM ) y
negativo (células sintratamiento). Se utilizd el reactivo Tri-reagent (SIGMA-ALDRICH)
siguiendo el protocolo que indica el fabricante. Se realiz6 un cultivo en una placa de 24
pozos agregando 50, 000 células por pozo. Después de agregar los tratamientos
mencionados anteriormente, se incubd a 37°C con 5% de CO; se descarto el medio de
cultivo y se realizaron dos lavados con 500 pl de PBS 1X. Posteriormente, se agregaron
200 pl de Tri-reagent (Sigma-Aldrich) a cada pozo, se resuspendié hasta homogenizar y
se afiadi6 a un tubo de 1.5 ml, se dejé reposar durante 2-5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 80 pl de BCP (1-bromo-cloro-propano) y se agit6é intensamente
durante 15 segundos, se dej6 reposar nuevamente de 2-10 min a temperatura
ambiente, y se centrifug6 a 12,100 rpm (revoluciones por minuto) durante 15 minutos a
4°C. Se tomo la fase acuosa (contiene el ARN) y se transfirio a un tubo nuevo de 1.5
ml, se agregaron 200 ul de isopropanol, se mezclé suavemente y dejo reposar de 5-10
minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se centrifugé a 12, 100 rpm durante
10 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante y se agregaron 400 ul de etanol al 75%

(preparado con agua con DEPC), se centrifugo a 11, 900 rpm durante 5 minutos a 4°C y
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se retird el sobrenadante. Se seco el exceso de liquido, finalmente se agregaron 15 pl

de agua con DEPC y se guarddé a -80°C hasta su utilizacion.

La cantidad extraida de ARN se cuantificO por espectrofotometria en un nanodrop a una
absorbancia de 260 y 260/280. La integridad del ARN se evalué por medio de un gel
desnaturalizante de agarosa al 1.6% (0.8 gr de agarosa) disuelto en 50 ml de buffer
TAE 1x (Anexo 5). Se agregaron 8 ul de bromuro de etidio. El gel, una vez preparado y
cargado se corrié en un camara de electroforesis con buffer TAE 1x, a 30 Volts durante
4 horas. Se cargaron 2 ug de ARN y se calientaron durante un minuto a 70°C,
posteriormente, se paso6 a hielo y se agregaron 4 ul de buffer de carga 5x. Finalmente

se aforé a 20 ul con agua con DEPC.

6.6.2 Retrotranscripcion del ARN obtenido

La retrotranscripcién del ARN obtenido se realizé mediante el kit SuperScript® Il First-
Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen™), que consta del siguiente protocolo: se realizé
una mezcla de oligo dT y Random Hexamer, a la mezcla se le agrego 1 ul de buffer de
alineacion (Annealing Buffer), se afor6 a 8 pl con agua con DEPC y se afiadieron 2 ug
de ARN total (maximo 6 ul). Se calienté a 65°C durante 5 minutos y se deja reposar en
hielo. Finalmente se agregaron 10 ul de mezcla de reaccion (2X First-Strand Reaction
Mix) y 2 pl de enzima (SuperScript® [II/RNaseOUT™ Enzyme Mix), teniendo un
volumen final de 20 pl. La retrotranscripcién se realizdé en un termocliclador Verti para
placas de 96 pozos (Applied Biosystems) empleando un programa que consta de 25°C
durante 5 minutos, 50°C durante 50 minutos, 85°C durante 5 minutos y una etapa final a

4°C. Al final de la reaccion se obtuvo una concentracién de 100 ng/ul de ADNc.

6.6.3 Validacién de oligonucledétidos por PCR de tiempo real (RT-PCR)

Para obtener resultados viables en la cuantificacion relativa del ARN mensajero de cada
linea celular utilizada, se realizo la validacion de los oligonucleétidos utilizados para la

amplificacion de cada gen (tabla 2). Esto mediante una curva estandar de cada par de
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oligonucledtidos. Para realizar la curva estandar se midieron cinco diluciones de una
concentracion conocida de ARNm (100, 20, 4, 0.8, 0.16 ng), las condiciones de
reaccion son: 95°C durante 10 minutos (hot-start) seguido de 40 ciclos de 95°C durante
un minuto, 60°C durante 30 segundos. En un equipo 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystem), utilizando 5 pl de Sybrgreen master Mix (Apllied Biosystems), 0.9
MM de cada oligonucleétido (a excepcion del gen a5 que utilizé 0.2 pM de
oligonucléotido sentido y 0.5 pyM de antisentido) y 3 uyl de ADNc ajustado a la
concentracion requerida para cada andlisis. Se utilizaron las mismas condiciones de

reaccion para cada uno de los tratamientos a evaluar.

Tabla 2: Secuencias de oligonucledtidos utilizados en los andlisis de expresion de genes por RT-

PCR y clave de acceso a base de datos (GenBank database) o referencia.

Gen Secuencia de oligonucle6tidos Clave de GenBank

B-actina S: GCGAGAAGATGACCCAGATC BRWS1
A: CCAGTGGTACGGCCAGAGG

Bcl-2 S: ATGTGTGTGGAGAGCGTCACC BC027258.1
A: TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC

BAX S: TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC NM_004324.3
A: TCACCCAACCACCCRGGTCTT

NF-kB1 S: CGCCGCTTAGGAGGGAGA NM_003998.3
A: AGGTATGGGCCATCTGCTGT

COX-2 S: TGCATTCTTTGCCCCAGCACT Inoue et al., 2013
A: AAAGGCGCAGTTTACGCTGT

a3 S: CTGGTGAAGGTGGATGAAGT NM_001166694.1
A: CTCGCAGCAGTTGTACTTGA

ab S: TCAACACATAATGCCATGGC NM_000745.3
A: CCTCACGGACATCATTTTCC

a7 S: GCCAATGACTCGCAACCACGTC X70297.1
A: CCAGCGTACATCGATGTAGCA

a9 S: GACTGAGAGCTGCAGAGACG NM_017581.3
A: AATCTGCAGGGTCACATTCA
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a10 S: AGCTGTTCCGTGACCTCTTT NM_020402.2
A: TGTCGATGATCTGGGACAGT

B2 S: ATGACCAGAGCGTGAGTGAG NM_000748.2
A: AAGAGAGGCTGCAGGAACAT

B4 S: TGTGCAGGAGGCATTAGAAG NM_000750.3

A: GACGCACACAAACATGAACA

S: sentido; A: antisentido.

6.6.4 Andlisis de resultados de RT-PCR

Para realizar la comparacion entre la expresion de genes de los tratamientos utilizados,

se utilizé el método de curva estandar relativa. Se convirtié el valor de Ct obtenido para

cada gen a cantidad relativa de ADNc empleando la eficiencia de amplificaciéon (Eamp),

obtenida mediante la curva de validacion de cada par de oligonucleétidos. Utilizando la

férmula (Rieu y Powers, 2009):

Donde:
RQ= Cantidad relativa
E= Eficencia del gen

Ct= “Cycle threshold” para cada valor de la muestra

El gen de B-actina se utiliz6 como gen constitutivo durante todos los andlisis.

6.7 Ensayos in vitro de imagen por fluorescencia

El ensayo se realizé agregando 6x10* células/ml a una placa de 96 pozos. Se incubaron

durante 24 horas a 37°C con 5% de CO,, posteriormente, se agregaron 27 pM de
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cal14.1a, 28 uM de cal14.1b y 33 uM de xm1b. Para el control positivo (C+), se utilizé 1

MM de estaurosporina y las células sin tratamiento fueron consideradas como control
negativo (C-). Se incubd la placa en los horarios establecidos (3, 6, 12 y 24 horas) con
las mismas condiciones. Una vez concurrido el tiempo se agregaron 3 colorantes;
CellEvent™Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Life Technologies) 5 uM, Hoechst
33342 triclorhidrato trihidrato (solucién 10 mg/ml, Life Technologies) 10 ug/ml y loduro
de propidio (IP) 50 pg/ml. Se incub6é nuevamente durante 30 minutos y se observé en
un microscopio de fluorescencia invertido EVOS® FLoid® Cell Imaging Station (Life
technologies), con tres filtros azul (390-40/446-33 nm), verde (482-18/532/59 nm) y rojo
(586-15/646-68 nm). Se tomaron fotografias que abarcaran todo el area del pozo y se
contd el numero de células para cada colorante, tomando el conteo del colorante azul
(Hoechst 33342) como el total de células y en base a eso se normalizé el total de
células activas para los colorantes rojo (ioduro de propidio) y verde (CellEvent Caspase-
3/7).
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Capitulo 7. Resultados

7.1 Colecta de organismos y extraccion de veneno

Se trabajo con 670 organismos de la especie Conus ximenes y 580 organismos de
Conus californicus, de los cuales se obtuvieron 273 mg de extracto de proteina total
para cada especie, utilizada para la realizacion de cada una de las purificaciones por
HPLC-RP y los ensayos de citotoxicidad con las lineas celulares de cancer.

7.2 Cultivo de lineas celulares de cancer

El cultivo de las lineas celulares se realizé de acuerdo a la descripcion del apartado 6.5.
Se cultivaron cuatro lineas de cancer de pulmon; H1299 (carcinoma, NSCLC), H1437
(adenocarcinoma, NSCLC), H1975 (adenocarcinoma, NSCLC), y H661 (carcinoma,
células grandes de cancer de pulmén). En la Figura 8, se muestran las fotografias de
las cuatro lineas celulares con una confluencia del 80%. Es importante analizar las
respuestas de las cuatro lineas debido a que, a pesar de ser del mismo tejido presentan

diferencias entre si, y asimismo, responden de manera diferente a los tratamientos.

La linea celular H1299 fue derivada de un sitio metastasico (nédulo linfatico), de un
paciente masculino y posee una baja expresion de p53, una proteina sumamente
involucrada en la regulacion del ciclo celular, por lo tanto, H1299 se puede considerar
una linea celular mas resistente. H1437 también fue derivada de un sitio metastasico
(efusién pleural), de un paciente masculino en fase 1. La linea H1437 fue derivada de
un paciente femenino, mientras que, H661 de un paciente masculino y de un nédulo

linfatico.
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Figura 8. Fotografia de células de cancer de pulmén. A) linea celular H1299, B) linea celular H1437,
C) linea celular H1975 y D) linea celular H661. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio
invertido con un objetivo de 10x.

7.3 Purificacion del veneno total de C. ximenes

La purificacion del veneno total de C. ximenes se realizé por HPLC- RP, en una corrida
de 60 minutos con un gradiente del 0 al 60% de solucién B (Anexo 2). En la figura 9, se

muestra el cromatograma obtenido.
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Figura 9. Purificacion del veneno total de C. ximenes por RP-HPLC. En la parte inferior se indican
las 13 fracciones obtenidas, de cinco minutos cada una, en una corrida de 60 minutos con un
gradiente que va de 0 a 60% de solucién B. El gradiente se indica con una linea roja en la escala
del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de onda de 230 nm en
el eje “y” izquierdo. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida.

Se obtuvieron un total de 13 fracciones que contienen los componentes del veneno total
de C. ximenes, que posteriormente se analizaron en las cuatro lineas celulares de
cancer de pulmén para identificar las fracciones que tengan un efecto citotéxico en las

células.

7.4 Ensayos de citotoxicidad en cuatro lineas celulares de cancer de

pulmoén con las fracciones del veneno total de C. ximenes

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron como se indica en el apartado 6.6. El
resultado muestra, que la mayoria de las fracciones disminuyen de manera significativa
la supervivencia celular en las lineas celulares H1299, H1437 y H661 (Figura 10). En la
linea H1437 (Figura 9B) no se observo disminucion de la supervivencia celular en
ninguna de las fracciones de veneno total de C. ximenes. Por el contrario, algunas
fracciones aumentan la supervivencia celular de manera significativa, por ejemplo, las

fracciones 7 y 10 en la linea H1975 que aumentan 32 y 30%, respectivamente. Esto
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puede ser debido a que los componentes presentes en el veneno también puede tener
un efecto promoviendo la division celular, de la misma manera que bloguean receptores
0 canales presentes en la membrana celular para disminuir la supervivencia es posible
que tengan un efecto opuesto promoviendo la expresion de ciertos factores de
transcripcion y a su vez la division celular. A pesar de que no es el resultado que
cumple los objetivos de este trabajo, no deja de ser interesante realizar una
investigacion mas detallada para saber como se promueve esta division celular y poder

aplicarlo a enfermedades degenerativas.
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Figura 10. Efecto cit6toxico de 13 fracciones de veneno total de C. ximenes. A) H1299, B) H1437,
C) H1975, D) H661. Se analizo el efecto de las fracciones obtenidas en la purificacion por RP-HPLC
en las lineas celulares de cancer de pulmén. Después de exponer a las células a 50 pg/ml durante
24 horas, se agrega el reactivo colorimétrico MTS y se mide la absorbancia de cada tratamiento a
490 nm. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin tratamiento) para obtener el
porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la mediatSEM. p<0.05, **p<0.01 y
***n<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO al 5% como control
positivo (C+) experimental.
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En la tabla 3 se muestra un esquema de las fracciones que se repurificaron en base a
los resultados de citotoxicidad obtenidos para las lineas celulares: H1299, H1975 y
H661. Al realizar la repurificacion de las fracciones que tuvieron mayor efecto citotéxico,
se separan los componentes. De esa manera, se puede identificar cual componente del

veneno tiene el efecto deseado y posteriormente poder caracterizarlo.

Tabla 3. Esquema de repurificacion de las fracciones de C. ximenes

Linea celular Fraccion Porcentaje de superviencia celular (%)

H1299 5 35
9 22

H1975 5 40
6 42

7 29

8 22

9 29

12 21

H661 5 22
26

9 17

12 34

7.5 Repurificacion de las fracciones de C. ximenes y ensayos de

citotoxicidad con las subfracciones obtenidas

7.5.1 Fraccién 5

La fraccion 5 se repurificd con un gradiente suave de 0 a 35% de solucién B (Anexo 2),
en una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™. Se inyectaron 156.25 ug de
muestra en un volumen final de 200 ul. Se colectaron las subfracciones de manera
individual y se nombraron con el nimero 5 primero para indicar que pertenecen a la

fraccidon 5. En la figura 11 se muestra el cromatograma de las subfracciones obtenidas.
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Figura 11. Cromatograma de la repurificacion de la fraccién 5. El gradiente se indica con una linea
roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de
onda de 230 nm, en el eje “y” izquierdo. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nameros rojos se indica el nombre de cada subfracciéon obtenida.

Se realizé el ensayo de citotoxicidad con las subfracciones obtenidas en la

repurificacion de la fraccion 5 (Figura 12) y las lineas celulares H1299, H1975 y H661.
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Figura 12. Efecto citétoxico de subfracciones de la fraccion 5 de C. ximenes. Se analizé el efecto
de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la lineas celularres de cancer
de pulmén H1299, H1975 y H661. Los resultados fueron normalizados con el C- para obtener el
porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la media + SEM. p<0.05, **p<0.01 y
***n<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO al 5% como control
positivo (C+) experimental. Se agregaron 6.286, 6.625 y 2.789 ug de cada subfraccion,
respectivamente.
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En los resultados se observa (Figura 12) que las subfracciones obtenidas en la
repurificacion de la fraccion 5 no disminuyen la supervivencia celular en ninguna de las
lineas analizadas, a excepcion de la subfraccion 5.3 que disminuye de manera
significativa (17%) en la linea H1299. Estos resultados no son los esperados ya que la
fraccion 5 tuvo un efecto muy significativo al disminuir la supervivencia celular de la
linea H1299 en un 34%, H1975 en 40% y H661 en un 22%, sin embargo, es probable
que los componentes del veneno actien de manera diferente o contraria cuando se
separan y se prueban individualmente. Este puede ser el caso de la fraccion 5, se
lograron repurificar tres subfracciones pero al probarlas de manera individual no
tuvieron el mismo efecto que se obtuvo con la fraccion 5 total. Otra razon pudiese ser la
concentracion que se utiliz6 de cada una de las subfracciones en los ensayos de
citotoxicidad, una opcion seria repetir el ensayo con una cantidad mayor de cada

subfraccion para poder elucidar los resultados.

7.5.2 Fraccién 6

La fraccion 6 se repurificé con un gradiente de 8 a 37% de solucion B (Anexo 2), en una
corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™*. Se inyectaron 117 ug de muestra en
un volumen final de 200 ul. Se colectaron las subfracciones de manera individual y se
nombraron con el numero 6 primero para indicar que pertenecen a la fraccion 6. A

continuacion se muestra el cromatograma de las subfracciones obtenidas (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma de la repurificaciéon de la fraccién 6. El gradiente se indica con una linea
roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de
onda de 230 nm en el eje “y” izquierdo. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nameros rojos se indica el nombre de cada subfracciéon obtenida.

Se realiz6 el ensayo de citotoxicidad como se indica en el apartado 6.6 con las lineas
H1975 (Figura 14) y H661 (Figura 15). Se probaron las 17 subfracciones obtenidas de

la repurificacion de la fraccion 6.
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Figura 14. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccion 6 de C. ximenes con la linea
celular H1975. Se analizé el efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacién por RP-
HPLC en la linea celular de cancer de pulmén H1975. Los resultados fueron normalizados con el
C- (células sin tratamiento, 100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son
expresados como la media £ SEM. p<0.05, *p<0.01 y ***p<0.001 respecto al C- (t de student, no
pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 1.725,
6.494, 1.46, 4.272, 1.358, 3.494, 1.92, 1.618, 0.901, 2.325, 0.531, 0.964, 0.762, 0.013 pg de cada
subfraccién, respectivamente.

En el resultado del ensayo de citotoxicidad con la linea H1975 (Figura 14) se observa
que la mayoria de las subfracciones aumentan la supervivencia celular, a excepcién de
las subfracciones 6.9 que disminuye en un 6% y 6.12 en un 12%. Por lo tanto, las
subfracciones 6.9 y 6.12 pudieran ser los componentes que poseen actividad citotoxica

dentro de la fraccion 6.
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Subfracciones

Figura 15. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccion 6 de C. ximenes. Se analizé6 el
efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la linea celular de
cancer de pulmoén H661. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin tratamiento,
100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la media +
SEM. p<0.05, *p<0.01 y ***p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO
al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 1.725, 6.494, 1.46, 4.272, 1.358, 3.494,
1.92,1.618, 0.901, 2.325, 0.531, 0.964, 0.762, 0.013 pg de cada subfraccion, respectivamente.

Para la linea celular H661 (Figura 15), las subfracciones que presentaron una mayor
disminucion de la supervivencia celular son 6.6 que disminuye la supervivencia celular
en un 26%, 6.8 en un 16% y 6.15 en un 15%.

7.5.3 Fraccién 7

La fraccion 7 se repurificé con un gradiente suave que va de 13 a 42% de solucion B
(Anexo 2), en una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™. Se inyectaron
155.25 ug de muestra en un volumen final de 200 ul. Se colectaron las subfracciones de
manera individual y se nombraron con el nUmero 7 primero para indicar que pertenecen

a la fraccion 7.
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Figura 16. Cromatograma de la repurificacion de la fraccién 7. El gradiente se indica con una linea
roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de
onda de 230 nm en el eje “Y” derecho. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nimeros rojos se indica el nombre de cada subfracciéon obtenida.

De la repurificacion de la fraccion 7 se obtuvieron 12 subfracciones (Figura 16) que

fueron probadas en la linea celular H1975. En la figura 17, se muestra el resultado

obtenido en el ensayo de citotoxicidad.
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Figura 17. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccion 7 de C. ximenes. Se analiz6 el
efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la linea celular de
cancer de pulmoén H1975. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin tratamiento,
100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la media *
SEM. p<0.05, *p<0.01 y ***p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO
al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 1.648, 3.422, 0.83, 2.59, 12.825, 22.32,
3.458, 6.66, 13.978, 0.978, 0.832, 1.448 ug de cada subfraccion, respectivamente.

Se puede observar que, la mayoria de las subfracciones disminuyen la supervivencia
celular de manera significativa, siendo las subfracciones 7.1, 7.2, 7.5, 7.6 y 7.9 que

disminuyen en un mayor porcentaje la supervivencia celular 37, 40, 18, 16 y 24%,
respectivamente.

7.5.4 Fraccién 8

Se repurifico la fraccion 8 (Figura 18) con un gradiente suave que va de 18 a 47% de
solucion B, en una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™. Se inyectaron 115

Mg de muestra en un volumen final de 200 ul. Se colectaron las subfracciones de
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manera individual y se nombraron con el nimero 8 primero para indicar que pertenecen

a la fraccion 8.
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Figura 18. Cromatograma de la repurificacion de la fraccién 8. El gradiente se indica con una linea
roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de
onda de 230 nm en el eje “y” izquierdo. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nameros rojos se indica el nombre de cada subfracciéon obtenida.

De la repurificacion de la fraccidn 8 se obtuvieron un total de 8 subfracciones siendo la
subfraccion 8.8 la subfraccion mayoritaria. Se probé la citotoxicidad de todas las

subfracciones obtenidas en la linea H1975 (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccion 8 de C. ximenes. Se analiz6 el
efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la linea celular de
cancer de pulmoén H1975. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin tratamiento,
100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la media *
SEM. p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO
al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 0.678, 0.678, 3.175, 1.498, 1.675, 6.98,
4.355, 26.618 pug de cada subfraccion, respectivamente.

En el resultado, se puede observar que todas las subfracciones disminuyen de manera
significativa la supervivencia celular de la linea H1975, la subfraccion mayoritaria 8.8

tiene un porcentaje de disminucion de 31%.

7.5.5 Fraccion 9

Se repurifico la fraccion 9 con un gradiente de 23 a 52% de solucion B (Figura 20), en
una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™. Se inyectaron 130 yg de muestra
en un volumen final de 200 pl. Se colectaron las subfracciones de manera individual y

se nombraron con el nimero 9 primero para indicar que pertenecen a la fraccion 9.
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Figura 20. Cromatograma de la repurificacion de la fraccion 9. El gradiente se indica con una linea
roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de
onda de 230 nm en el eje “Y” derecho. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nameros rojos se indica el nombre de cada subfraccion obtenida.

En el ensayo de citotoxicidad (Figura 21), se muestra que la mayoria de las
subfracciones disminuyen de manera significativa la supervivencia celular de la linea
H1299, la subfraccion mayoritaria 9.4 disminuye en un 21% y la subfraccion 9.6 es la
que tiene mayor efecto al disminuir la supervivencia celular en un 28%. En la linea
H1975 la subfraccion 9.5 tuvo mayor efecto citotdxico al disminuir la supervivencia
celular en un 26%. El ensayo de citotoxicidad con la linea H661 reveld que ninguna de
las subfracciones tuvo efecto de disminucion, al contrario, la mayoria de las

subfracciones aumentan la supervivencia celular.
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Figura 21. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccion 9 de C. ximenes. Se analiz6 el
efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la lineas celulares de
cancer de pulmén H1299, H1975 y H661. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin
tratamiento, 100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la
media + SEM. p<0.05, **p<0.01 y **p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utilizé
DMSO al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 1.755, 1.755, 4.481, 0.706,
0.706 y 1.351 ug de cada subfraccion, respectivamente.

7.5.6 Fraccién 12

Se repurifico la fraccion 12 con un gradiente suave de 38 a 62% de solucion B (Figura
22), en una corrida de 60 minutos con un flujo de 0.3 ml min™. Se inyectaron 168.25 ug
de muestra en un volumen final de 200 ul. Se colectaron las subfracciones de manera
individual y se nhombraron con el nimero 12 primero para indicar que pertenecen a la

fraccion 12.
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Figura 22. Cromatograma de la repurificacion de la fraccion 12. El gradiente se indica con una
linea roja en la escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud
de onda de 230 nm en el eje “y” derecho. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida. En la
parte superior con nameros rojos se indica el nombre de cada subfraccién obtenida.

Se obtuvieron un total de 9 subfracciones de la repurificacion de la fraccion 12, que se

probaron en la linea H1975 (Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de citotoxicidad con subfracciones de la fraccién 12 de C. ximenes. Se analizo
el efecto de las subfracciones obtenidas en la repurificacion por RP-HPLC en la lineas celulares de
cancer de pulmon H1975 y H661. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin
tratamiento, 100%) para obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la
media + SEM. p<0.05, *p<0.01 y **p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utilizé
DMSO al 5% como control positivo (C+) experimental. Se agregaron 4.121, 1.216, 0.556, 0.235,
2.026, 2.026, 0.845, 0.845, 2.859 ug de cada subfraccion, respectivamente.
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Las subfracciones que tuvieron una diferencia significativa respecto al control negativo
fueron 12.2, 12.5 y 12.6, que disminuyen la supervivencia celular de H1975 9, 11 y

12%, respectivamente.

7.6 Purificacion del veneno total de C. californicus

La purificacion del veneno total de C. californicus se realiz6 por HPLC- RP, en una
corrida de 60 minutos con un gradiente del O al 60% de solucion B (Anexo 2). En la

figura 24, se muestra el cromatograma obtenido.
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Figura 24. Purificacion del veneno total de C. californicus por RP-HPLC. En la parte inferior se
indican las 13 fracciones obtenidas, de cinco minutos cada una, en una corrida de 60 minutos con
un gradiente que va de 0 a 60% de solucién B. El gradiente se indica con una linea roja en la
escala del eje “y” derecho, con azul se indican los picos detectados a una longitud de onda de 230
nm en el eje “y” derecho. En el eje “x” se indican los minutos de la corrida.

Se obtuvieron un total de 13 fracciones que contienen los componentes del veneno total

de C. californicus. Las fracciones obtenidas se probaron en las cuatro lineas celulares
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de cancer de pulmén para identificar las fracciones que tengan un efecto citotdéxico en

las células.

7.7 Ensayos de citotoxicidad en cuatro lineas celulares de cancer de

pulmon con las fracciones del veneno total de C. californicus

El resultado del ensayo de citotoxicidad con las 13 fracciones de veneno total de C.
californicus (Figura 25), muestra que la mayoria de las fracciones no presentan un
efecto citotoxico significativo en las cuatro lineas celulares de cancer de pulmon. Las
fracciones que mostraron una disminucién significativa de la supervivencia celular
fueron la fraccion 5 que disminuye el 12% de supervivencia de la linea H1437, la
fraccion 7 que disminuye en 11% la supervivencia de la linea H1975 y la fraccién 9 que

disminuye la supervivencia de las lineas H1437 y H661 en 11 y 15%, respectivamente.
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Figura 25. Efecto citétoxico de 13 fracciones de veneno total de C. californicus. A) H1299, B)
H1437, C) H1975, D) H661. Se analiz6 el efecto de las fracciones obtenidas en la purificacién por
RP-HPLC en las lineas celulares de cancer de pulmoén. Después de exponer a las células a 50
Hg/ml durante 24 horas, se agrega el reactivo colorimétrico MTS y se mide la absorbancia de cada
tratamiento a 490 nm. Los resultados fueron normalizados con el C- (células sin tratamiento) para
obtener el porcentaje de supervivencia celular y son expresados como la mediatSEM. p<0.05,
**p<0.01 y **p<0.001 respecto al C- (t de student, no pareada). n=3. Se utiliz6 DMSO al 5% como
control positivo (C+) experimental.

7.8 Péptidos sintéticos basados en las secuencias de los péptidos

nativos de los Conus ximenes y Conus californicus

Se probaron ocho péptidos sintéticos provenientes de secuencias nativas de los
caracoles Conus californicus, cuatro de Conus ximenes y un péptido proveniente de la
anemona marina Stichodactyla helianthus (Tabla 4). Se realiz6 un ensayo de

citotoxicidad para conocer el potencial de los 12 péptidos mencionados anteriormente,
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para disminuir la supervivencia celular de las lineas celulares H1299, H1437, H1975 y
H661.

Tabla 4. Lista de péptidos sintéticos.

Nombre Origen Masa NUmero de Patron de Bibliografia
molecular (Da) | aminoacidos cisteinas
XV,
reportado
calle_2 Conus californicus 1325.564 13 para la Bernéldes et al.,
superfamilia 2011.
M

calléb_1 1325.564 13

xmla 1519.6 14 C-C-cC Bernéldez, 2013.

xmlb Conus ximenes 1519.6 14

xmlc 1538.78 14
call4d.la 1847.16 17 XV C-C-C-C Cervantes,

2013.

call4.1b Conus californicus 1775.1 17

call4c 1858.1 17
call4.2b 1828.07 17
call4.2c 1844.07 17

call4b 1904.22 17

St | (esticolisina) Stichodactyla 3246.7 31 No Casallanovo et
helianthus al., 2005; Cilli et
al., 2007.

7.9 Ensayo de citotoxicidad con péptidos sintéticos en lineas

celulares de cancer de pulmén

El ensayo de citotoxicidad con los 12 péptidos sintéticos y las cuatro lineas celulares de
cancer de pulmén, fue evaluado utilizando el método colorimétrico del reactivo MTS
(Malich, Markovic, & Winder, 1997). En todas las lineas celulares (Figura 26) se observa
que los péptidos call4.la, call4.1b, call4.2b y xmlb, disminuyen la supervivencia

celular hasta un 30%.
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Figura 26. Efecto citotoxico de 12 péptidos sintéticos en la supervivencia celular. Las lineas
celulares de cancer de pulmoén H1299, H1437, H1975 y H661 se cultivaron en placas de 96 pozos y
fueron tratadas con 50 pg/ml de cada péptido durante 24 horas. La viabilidad celular se determiné
midiendo la absorbancia a 490 nm con el reactivo MTS. Los resultados se normalizaron con el C-
para obtener el porcentaje de supervivencia celular y se expresaron como la mediatSEM. Para el
C+ se utiliz6 DMSO al 5%. Los experimentos se realizaron en triplicado. *p<0.05, **p<0.001 y

***n<0.001 respecto al C- (t de Student’s, no pareada).

Se repitié el ensayo de citotoxicidad con los péptidos call4.1a, call4.1b y xmlb en la
linea H1299, y call4.1a y xmlb en las lineas H1437, H1975 y H661. Con el fin de
corroborar el resultado obtenido en el ensayo con los 12 péptidos sintéticos y trabajar
en ensayos posteriores con los que presentaron un mayor efecto citotoxico en las

cuatro lineas celulares.

Para el ensayo se utilizaron los mismos parametros anteriores. Esta vez utilizando

como control positivo (C+) estaurosporina, que es un alcaloide aislado de Streptomyces
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staurosporeus que se conoce por activar apoptosis en numerosas células de cancer
(Yadav et al., 2015). El resultado muestra que, efectivamente los péptidos analizados
en la linea H1299 (call4.la, call4.lb y xmlb) disminuyen hasta 30% de la
supervivencia celular, porcentaje muy parecido al que muestra el C+ (staurosporina)
(Figura 27A). Lo mismo se observa para las lineas H1437, H1975 y H661 al ser
expuestas a los péptidos call4.la y xmlb, disminuyen la supervivencia celular (Figura
27B-D).

El péptido call4.1b se probd Unicamente en la linea celular H1299, debido a que
presentd mayor actividad citotoxica en esta linea al disminuir la supervivencia celular en
un 40%.
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Figura 27. Efecto citotéxico de call4.1a, call4.1b y xmlb en la supervivencia celular. Las lineas
celulares de cancer de pulmoén H1299, H1437, H1975 y H661 se cultivaron en placas de 96 pozos y
fueron tratadas con 27 uyM de cal14.1a. 28 pyM de cal14.1b y 33 pM de xm1b, durante 24 horas. La
viabilidad celular se determiné midiendo la absorbancia a 490 nm con el reactivo MTS. Los
resultados se normalizaron con el C- para obtener el porcentaje de supervivencia celular y se
expresaron como la mediatSEM. Para el C+ se utilizé6 5 yM de estaurosporina. Los experimentos
se realizaron en triplicado. *p<0.05, **p<0.001 y ***p<0.001 respecto al C- (t de Student’s, no
pareada).
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7.10 Analisis de la expresiéon de subunidades de nAChRs

Se ha presentado evidencia que las células de cancer de pulmoén expresan diferentes
subunidades de los nAChRs como, a2, a3, o4, a5, a6, a7, a9, B2 y B4, y su
sobreexpresion esta directamente relacionada con la patogénesis y resistencia del
cancer de pulmon (Lam et al., 2007; Ma et al., 2014; Reina Improgo et al., 2013;
Tsurutani et al., 2005). En este trabajo, se determind la expresion de los niveles de
transcritos de diferentes subunidades de nAChRs en las lineas H1299, H1437, H1975y
H661 (Figura 28). En todas las lineas celulares se expresé la subunidad a5; H1299
(Figura 28A) y H1437 (Figura 28B) expresan niveles menores de a7. H1974 también
expresa la subunidad a9 (Figura 28C). La linea celular H661 también expresa las
subunidades a3, a7 y a9 (Figura 28D). Debido a que los resultados muestran que
efectivamente, las lineas celulares empeladas expresan diferentes subunidades de
NAChRs, surge la hipétesis que call4.la, call4.lb y xmlb actien sobre estas,

bloqueando la cascada de sefializacion rio abajo.
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Figure 28. Expresion de subunidades de nAChRs. A) H1299, B) H1437, C) H1975 and D) H661. Los
niveles de ARNm se compararon por RT-qPCR. Los resultados fueron normalizados con el gen $3-
actinay expresados como la mediatSD.

7.11 Analisis de la expresion de genes relacionados con apoptosis

Se analiz6 el efecto de call4.la, call4.1b y xmlb en la expresion del ARNm de los
genes relacionados en la apoptosis Bcl-2, BAX, NFkB-1 y COX-2, por RT-gPCR. El
“treshold cycles” (CT) del gen de referencia (B-actina) y de los genes blanco (Bcl-2,
BAX, NFkB-1 y COX-2) se determinaron para cada tratamiento. El nivel de expresion de
ARNmM relativo de cada gen blanco fue normalizado contra ($-actina y después con el
control negativo (C-) de cada tratamiento, calculado como se indica en el método de la

curva estandar relativa (Skrzypski, 2008). Las células se incubaron con 54 uM de
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cal14.1a, 56 yM de cal14.1b, 66 yM de xm1b y como control positivo (C+) 7 uM de

estaurosporina. Se utilizd el doble de concentracion en los tratamientos que en los
ensayos de citotoxidad presentados anteriormente. Esto debido a que en esta ocasion
se cultivd 10 veces méas el niumero de células, asegurando asi observar un efecto

similar en los cultivos.

En la Figura 29, se muestra el resultado de la expresion de los niveles de ARNm de
BAX, Bcl-2, NFkB-1 y COX-2. Es ampliamente conocido que BAX codifica para una
proteina proapoptética (Paul-Samojedny et al., 2005), por lo tanto, se espera un
aumento en su expresion después del tratamiento con los péptidos sintéticos y C+. Sin
embargo, en la linea H1299 (Figura 29A) se observa un aumento de los niveles de
ARNmM de BAX pero una disminucién en el C+. Los niveles de Bcl-2 parecen ser muy
elevados con call4.1a y call4d.1lb, al igual que con el C+ (Figura 29A). Esto es
contradictorio a las expectativas debido a que Bcl-2 es una proteina anti-apoptética (Akl
et al., 2014), se esperan que sus niveles de ARNm sean reducidos al exponer las
células a tratamiento con inductores de apoptosis conocidos como, estaurosporina.
Respecto a la expresion de NFkB-1 en la linea H1299 (Figura 29A), se observa una
disminucién significativa de los niveles de expresion con los péptidos call4.1b y xmlb,
asi como con el C+. El péptido call4.1a aumenta de manera significativa la expresion
de NFkB-1. Los niveles de ARNm del gen COX-2 (Figura 29A) disminuyen de manera
significativa con xm1b, pero aumentan con los call4.1ay con el C+.

En la linea H1437 (Figura 29B), la expresion de Bcl-2 aumentd después del tratamiento
con call4.la y en mayor proporcion con el C+ (60-veces). Con respecto a NFkB-1 los
niveles de ARNm mostraron una disminucién menor con call4.1la y xmlb comparada
con el C+, qgue mostré un decrecimiento considerable (0.7-veces) después de 24 horas
de tratamiento. Se observd una disminucién de la expresiéon de COX-2 después del
tratamiento con xmlb, al igual que con el C+. Para el gen BAX, no se observé una

diferencia significativa entre el C- y los péptidos, solo disminuy6 su expresion con el C+.

La expresion de genes en la linea H1975 (Figura 29C), mostr6 que BAX no tuvo

diferencia significativa con respecto al C- en ninguno de los tratamientos. Los niveles de
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Bcl-2 fueron ligeramente incrementados (0.25-veces) con call4.1a, mientras que el C+
y xm1lb no presentaron diferencia significativa con respecto al C-. Los niveles de ARNm
de NFkB-1 fueron equivalentes en los tres tratamientos (call4.la, xmlb y C+),
presentando una disminucion significativa de su expresion en comparacion con el C-.
La expresion del gen COX-2 mostr6 un aumento con el tratamiento con xmlb y un

incremento considerable con el C+ (50-veces).

El resultado en la linea H661 (Figura 29D), mostrd que la expresion de BAX disminuye
de manera significativa con el C+ y xm1lb. El tratamiento de las células de la linea H661
con call4.la y xmlb, asi como con el C+, mostraron un incremento en los niveles de
ARNm de Bcl-2 (=3-veces). Mientras que en las células tratadas con el C+, se
incrementd la expresion de Bcl-2 (8-veces), como se ha observado previamente en las
otras tres lineas celulares analizadas. Los niveles de NFkB-1 y COX-2 no mostraron
una diferencia significativa en el tratamiento con los call4.1a y xmlb, comparado con el
C-.
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Figura 29. Perfil de expresion de ARNm de BAX, Bcl-2, NFkB-1 y COX-2 en A) H1299, B) H1437,
C)H1975 y D) H661. Un total de 1x10° células se trataron con 54 uM de cal14.12, 56 uM de cal14.1b
y 66 uM de xm1b durante 24 horas. EI ARN total fue aislado y tratado con DNase, 2 ug se
retrotranscribieron con el kit SuperScript Ill, utilizando oligodT,, y hexdmeros al azar. Los niveles
de ARNm fueron comparados por RT-qPCR. Los resultados se normalizaron con el gen -actinay
se expresaron como la mediatSD relativa al C- (células sin tratamiento). Como control positivo
(C+) las células se trataron con 7 yM de estaurosporina. n=3. *p<0.05, *p<0.01 y ***p<0.001 con
respecto al C- (t de Student, no pareada).

La expresion de genes relacionados en la apoptosis en cuatro lineas celulares de
cancer de pulmén tuvo un resultado interesante. En el caso del gen Bcl-2, los niveles de
ARNmM fueron incrementados en las cuatro lineas celulares analizadas después de 24
horas de tratamiento con los tres péptidos sintéticos (call4.la, call4.lb y xmlb).
Debido a que Bcl-2 es una proteina antiapoptotica, se esperaba una disminuciéon de sus
niveles de expresion. Por otra parte, la expresion del gen proapoptético BAX se
incrementd en la linea H1299 con call4.la pero disminuyé con xmlb y con el C+
(Figura 29A). En las lineas H1437, H1975 y H661 no se observd una diferencia
significativa de los niveles de BAX comparados con el C-, a excepcion, de xmlb que
disminuye de manera significativa en la linea H661 al igual que el C+ (Figura 29B-C).

Ambos genes, BAX y Bcl-2 se expresaron de manera contraria a las expectativas. Los
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niveles de expresion de NFkB-1 y COX-2, fueron diferentes en todas las lineas
celulares. NFkB-1, se incrementd con call4.1a, mientras que, con call4.1b, xmlb y C+
los niveles disminuyeron en H1299. Asi mismo, en las lineas H1437 y H1975 los niveles
de expresion de NFkB-1 tuvieron un decrecimiento en el tratamiento con call4.1a,
xm1b y con el C+. La via de sefalizacion de NFkB juega una funcion importante
promoviendo la supervivencia y el crecimiento de las células tumorales (Chai et al.,
2014). Los niveles del gen COX-2 fueron ligeramente incrementados en la linea H1299
con call4.la y con el C+, lo mismo para la linea H1975 donde se observo un
incremento de COX-2 con el péptido xm1b y con el C+ (Figura 29). Sin embargo, en la
linea H1299 se mostrd una disminucion de los niveles de COX-2 con el péptido xm1b,
asimismo, en la linea celular H1437 se observé una disminucion de la expresion de este
gen con xmlb y con el C+. Pese a que estos resultados son un tanto contradictorios a
las expectativas que se tienen de acuerdo a la literatura, BAX, Bcl-2, NFkB-1 y COX-2
son solamente cuatro de los diferentes genes involucrados en la regulacion de la
apoptosis. Un andlisis mas global pudiese revelar mas cambios en la expresion de

genes, que no se vieron reflejados en los genes analizados en este trabajo.

7.12 Activacion de caspasa-3y -7 en células de cancer de pulmon

Para determinar si los péptidos sintéticos call4.1a, call4.1b y xm1b, promueven muerte
celular en las lineas celulares de cancer de pulmén, buscamos analizar la activacion de
la apoptosis. La ejecucion de la apoptosis depende de la actividad proteolitica de la
caspasa-3 y -7, que a su vez escinden substratos de proteinas que llevan a las células
a un desequilibrio metabdlico (Walsh et al., 2008). Después de incubar las lineas
celulares con los tratamientos, la activaciéon de la caspasa-3 y -7 fue evaluada por
microscopia de fluorescencia, utilizando el kit comercial CellEvent™Caspase-3/7. Este
kit se basa en la emision de fluorescencia debido a una escisién del péptido DEVD
cargado. Ademas, las células se tifieron con los colorantes nucleares Hoechst 33342 y
ioduro de propidio (IP), este ultimo también es utlizado para identificar células
necroticas o apoptoticas. Después de capturar las imagenes en diferentes tiempos de

incubacion, se calcul6 el porcentaje de células positivas a la activacién de la caspasa-3
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y -7 y aquellas células tefiidas con IP. Cabe destacar, que las imagenes no siempre
coinciden con el conteo celular indicado en las gréaficas, esto se debe a que a imagen

abarca cierta area de todas las imagenes tomadas y el conteo es para todas las células.

Después de incubar las células de la linea H1299, muestran un mayor porcentaje de
activacion de la caspasa-3 y -7 a las 12 horas de incubacién con los péptidos call4.lay
xmlb, 41 y 48%, respectivamente, mientras que a las 6 y 24 horas de incubacion el
porcentaje de células positivas fue menor (Figura 30). Las células tratadas con
estaurosporina (C+) mostraron 36% de células positivas durante todos los horarios
analizados. Estos resultados sugieren que las células de H1299 son mas sensibles a

call4.lay xmlb que al C+.
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Figura 30. Lapso de activacion de la caspasa-3y -7 en la linea celular H1299. Las células fueron
tratadas con 27 pM de cal14.1a, 28 uM de cal14.1b y 33 uM de xm1b por 3, 6, 12 y 24 horas. Se
incubaron con CellEvent Caspase-3/7 (verde), Hoechst 33342 (azul) y IP (rojo) durante 30 minutos
a 37°C y 5% de CO,. A) Imégenes representativas indicando las células sin tratamiento (C-),
células tratadas con call4.1a, cal14.1b y xm1b y el C+ (1 uyM de estaurosporina). B) Conteo de
células positivas a diferentes colorantes. Las células tefiidas de azul se consideraron como el
100%. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células positivas a caspasa-3y -7

(verde) y a IP( (rojo).

La activacion de la caspasa-3 y-7 en la linea celular H1437 (Figura 31), muestra un
porcentaje de células positivas del 22% después de 3 horas de incubacion con
call4d.1la, seguido de un decrecimiento a las 6 y 12 horas (5%) y un incremento final a
las 24 horas (14%), al igual que xmlb que muestra un porcentaje del 25% a las 24
horas. El tratamiento con estaurosporina (C+) induce una mayor activacion de la

caspasa-3 y -7 a las 24 horas de incubacion (64%). Estos resultados difieren de los



63

obtenidos con la linea H1299, que activan un mayor porcentaje de células alas 6 y 12
horas. Esto puede indicar que la activacion de la caspasa-3 y -7 depende del tipo de
célula y del estimulo para inducir apoptosis (Wolbers, Buijtenhuijs, Haanen, & Vermes,
2004).
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Figura 31. Lapso de activacién de la caspasa-3 y -7 en la linea celular H1437. Las células fueron
tratadas con 27 pM de call4.1a y 33 uyM de xm1b por 3, 6, 12 y 24 horas. Se incubaron con
CellEvent ™MCaspase-3/7 (verde), Hoechst 33342 (azul) y IP (rojo) durante 30 minutos a 37°C y 5%
de CO,. A) Imagenes representativas indicando las células sin tratamiento (C-), células tratadas
con call4.la y xm1b y el C+ (1 pM de estaurosporina). B) Conteo de células positivas a diferentes
colorantes. Las células tefiidas de azul se consideraron como el 100%. Los resultados fueron
expresados como el porcentaje de células positivas a caspasa-3y -7 (verde) y a IP( (rojo).
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Con respecto a las lineas celulares H1975 y H661, ninguna de las dos presenta mas del
7% de células positivas a caspasa-3 y -7 en ninguno de los tratamientos con call4.lay
xmlb (Figura 32A y 33A). Las células de H1975 y H661 tratadas con estaurosporina
muestran un 27 y 34% de células positivas, respectivamente (Figura 32B y 33B). Este
tipo de células parece ser mas resistente a la activacion de la apoptosis y pudiese
necesitar mayor tiempo de incubacién con los tratamientos o0 mayor concentracion de

éstos.
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Figura 32. Lapso de activacion de la caspasa-3 y -7 en la linea celular H1975. A) Iméagenes
representativas indicando las células sin tratamiento (C-), células tratadas con call4.lay xmlb y
el C+ (1 uM de estaurosporina). B) Conteo de células positivas a diferentes colorantes. Las células
tefiidas de azul se consideraron como el 100%. Los resultados fueron expresados como el
porcentaje de células positivas a caspasa-3y -7 (verde) y a IP( (rojo).
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Figura 33. Lapso de activacion de la caspasa-3 y -7 en la linea celular H661. A) Imagenes
representativas indicando las células sin tratamiento (C-), células tratadas con call4.lay xmlb y
el C+ (1 uM de estaurosporina). B) Conteo de células positivas a diferentes colorantes. Las células
tefiidas de azul se consideraron como el 100%. Los resultados fueron expresados como el
porcentaje de células positivas a caspasa-3y -7 (verde) y a IP( (rojo).

Todas las lineas celulares mostraron porcentajes de células positivas a IP y caspasa-3
y -7. Después del tratamiento con call4.1a, call4.1b y xmlb, se observé un porcentaje
de células positivas a IP en las lineas H1299 y H1437. Esto confirma los resultados
obtenidos en la activacion de la caspasa-3 y -7 y demuestra que los péptidos inducen
apoptosis.
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Capitulo 8. Discusion de resultados

8.1 Componentes citotoxicos dentro del veneno de los caracoles

Conus ximenes y Conus californicus

Se analizo el efecto del veneno total de las especies C. ximenes y C. californicus sobre
cuatro lineas celulares de céancer de pulmén. El ensayo de citotoxicidad con las
fracciones del veneno total de C. ximenes (Figura 10) mostré que la mayoria de las
fracciones disminuyen de manera significativa la supervivencia celular de las lineas
H1299, H1975 y H661, hasta en un 40%. Por el contrario, en la especie C. californicus
se observo que solo las fracciones 5, 7 y 9 disminuyen solo el 15% de la supervivencia
celular (Figura 25). Estos resultados comprueban la diversidad de las conotoxinas entre
una especie y otra. Poseen componentes especificos para ciertos blancos moleculares

que muestran un efecto diferente en las lineas celulares analizadas.

En el ensayo con las 13 fracciones de veneno total de C. ximenes, se observé que la
mayoria aumentan la supervivencia celular de la linea H1437 (Figura 10A), efecto
contrario al esperado para cumplir los objetivos de este trabajo. Los mismo se observo,
al realizar las repurificaciones de varias fracciones en las lineas H1299, H1975 y H661.
Cuando se separaron los componentes de las fracciones que mostraron efecto
citotoxico y se probaron individualmente, algunas de estas provocaron un efecto
contrario, es decir, aumentaron la supervivencia de las mismas lineas celulares o no
mostraron diferencia significativa con respecto al control negativo (ej. Fracciones 5, 6, 7,
9 y 12). Generalmente, los Conus, alteran cualquier proceso fisiologico en diferentes
puntos utilizando mdltiples péptidos, asi maximizando el éxito en la ejecucidén de sus
presas (Baldomero M. Olivera, 2002). La combinacion de estos conopéptidos que
funcionan en conjunto para obtener una respuesta fisiologica en especifico ha sido
referido cono “cabal”’. Cada componente en el cabal es farmacoldgicamente distinto
(Becker & Terlau, 2008; Baldomero M Olivera & Teichert, 2007; Terlau & Olivera, 2004;
Wang & Chi, 2004). Por lo tanto, si estos componentes se separan pueden perder su

sinergismo y actuar de manera diferente, es el caso de las fracciones de C. ximenes
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que tuvieron efecto contrario en los ensayos de citotoxicidad, después de haber sido
separadas en la repurificacion. Esto no significa que no pudiesen tener una importancia
farmacoldgica para objetivos diferentes a los de este trabajo. También, es posible que
una concentracion mayor en los ensayos citotoxicos con las subfracciones sea
necesaria para ver un efecto equivalente al observado en nos ensayos con las
fracciones de veneno total. La fraccién 8 (Figura 19), muestra el mejor resultado ya que
todos los componentes que se lograron obtener de manera individual en la
repurificaciéon, disminuyen de manera altamente significativa la supervivencia celular de
la linea H1975 (hasta 60%).

De manera natural, el veneno de los Conus es obtenido en cantidades muy pequefas,
por lo tanto, trabajar forma nativa limita sus aplicaciones en investigacion. La sintesis
quimica o recombinante de conotoxinas surge como alternativa para producirlas a gran
escala (Becker & Terlau, 2008). En este trabajo, se logro identificar componentes dentro
del veneno de C. ximenes que pudiesen ser péptidos potenciales para el tratamiento del
cancer de pulmédn, y candidatos para caracterizarlos hasta obtener su secuencia y

consecuentemente la sintesis quimica o recombinante.

8.2 Caracteristicas de los péptidos sintéticos call4d.la, calld.lb y
xm1lb

Los péptidos sintéticos call4.la y call4.1lb (secuencias GDCPPWCVGARCRAEKC y
GDCPPWCVGARCRAGKC, respectivamnte) se obtuvieron sintéticamente a partir de la
secuencia nativa de ambos péptidos provenientes de C. californicus. Fueron
caracterizados biol6gicamente por primera vez en el trabajo de Cervantes, 2013, forman
parte de una nueva superfamilia denominada como J;, (Biggs et al., 2010). Tienen una
longitud de 17 aminoacidos y mantienen el arreglo (X2)-CPP(X)-C(X4)-C(X4)-C-, donde
el patron de cisteinas y dos prolinas seguidas de la primera cisteina, son altamente
conservadas entre si y con otras conotoxinas activas sobre los nAChRs como, It14a de

Conus literattus, Puld4a de Conus pulicarius y tsl4a de Conus tessulatus (Tabla 5)
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(Peng et al., 2006, 2010; B. Zhang, Huang, & Du, 2012). Ademas, se ha descrito que

los residuos alifaticos hidrofébicos, como Leu y Val, que se encuentran en posiciones
clave (posicion 7 del segundo) dentro de la secuencia de las conotoxinas, aumentan de
manera significativa la afinidad hacia los NnAChRs (Lopez-Vera, Aguilar, et al., 2007; B.
Zhang et al.,, 2012). De esta manera, se pudo asumir que los péptidos sintéticos

call4.lay call4.1lb, pudiesen actuar sobre los nAChRs.

Tabla 5. Comparacion de secuencias de cal14.1a y cal14.1b con diferentes a-conotoxinas.

Nombre Especie Secuencia Cita
call4.1a C. californicus GDCPPWCVGARCRAEKC Cervantes, 2013
call4.1b GDCPPWCVGARCRAGKC
It14a C. literattus MCPPLCKPSCTNC-NH2 Peng et al., 2006
Pulda C. pulicarius DCPPHPVPGMHKCVCLKTC Peng et al, 2010; B.
Zhang et al., 2012
Tsl4a C. tessulatus DGCPPHPVPGMHPCMCTNTC Peng et al., 2010

En el trabajo de Cervantes (2013), se demostr6 que call4.la tiene un efecto pro-
inflamatorio y call4.1b un fuerte efecto anti-inflamatorio en macrofagos. La Unica
variacion entre ambas secuencias es el residuo Glyl5 en call4.1b, que se cambia por
un Glu en call4.la. El hidrogeno de la cadena lateral de la Gly le da una mayor
flexibilidad, lo que da como resultado que se encuentre en zonas de plegamiento, el
cambio por otro aminoacido puede afectar la estructura tridimensional y la funcion del
péptido (Betts y Russell, 2003). Esto puede explicar las los resultados que presentan
calld.la y calld.1b en la linea H1299. En el andlisis de la expresiébn de genes
relacionados en la apoptosis, call4.1la aumenta de manera significativa la expresion del
gen BAX (15-veces), mientras que, call4.1b no presenta diferencia con respecto al
control negativo. Para Bcl-2, ambos péptidos aumentan la expresion del gen siendo
call4.la el que incrementa en mayor proporcion (4-veces), comparado con call4.1b
(0.5-veces). Ambos péptidos muestran diferencias en la activacion de la caspasa-3 y -7
en la linea celular H1299. Por un lado, call4.1a muestra un mayor porcentaje de células

positivas a caspasa-3y -7 a las 12 horas (41%) mientras que, call4.1b solo presenta el
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20% de células positivas a las 6 horas de tratamiento. Por lo tanto, el cambio de un
aminoacido a otro puede influir en la conformacion estructural del péptido, y en la
diferencia que presenta call4.1la en los resultados. El péptido call4.1a, disminuye de
manera significativa genes que codifican para proteinas involucradas en la inflamacion
e inhibicién de la apoptosis, en las lineas celulares de cancer de pulmon analizada. Es
sabido que éstas proteinas se sobreexpresan en células de cancer. Ademas, se
observé la activacion de las caspasas efectoras -3 y -7 en las lineas H1299 y H1437
después del tratamiento con call4.la. Por lo tanto, puede ser considerado como
candidato para el tratamiento del cancer de pulmon.

El péptido sintético de 14 aminoacidos, xmlb, esta basado en la secuencia de la
conotoxina nativa de la especie Conus ximenes. Se caracterizd por primera vez en el
trabajo de Bernaldéz, 2013. La secuencia de xmlb no se presenta por cuestiones de
propiedad intelectual. Presenta gran similitud con la a-Iml aislada de C. imperialis,
motivo por el que se pudo asumir que xmlb pertenece a la familia de las a-conotoxinas.
Esta familia posee una subclasificacion por el nimero de residuos que existen entre las
cisteinas llamada a4/3 y se caracterizan por ser bloqueadores selectivos de los nAChRs
(Azam & Mclintosh, 2009; Lépez-Vera, Jacobsen, Ellison, Olivera, & Teichert, 2007). Las
a-conotoxinas aisladas de C. imperialis, a-Iml y a-Imll, conservan 9 de 12 residuos,
pero a-Imll no compite con la a-bungarotoxina (a-BgTx) por el sitio de union de la
subunidad a7 de nAChR, esto se debe a la ausencia de una Pro en la posicién 6 de Imll
y a la presencia de una Arg en dicha posicién. La Pro6 en Iml se ha considerado como
el aminoacido crucial para determinar la unién con el receptor a7 (Azam & Mclintosh,
2009; M. Ellison, Mcintosh, & Olivera, 2003). xm1b posee la subclasificacién 04/3 y el
aminoacido Pro, lo que permitid6 aseverar que pertenece a la familia de las a-
conotoxinas. Ademas, se ha presentado evidencia que a-Imll inhibe el nAChR-a7 con la
misma potencia que a-Iml pero se une a un sitio completamente diferente en el receptor
(Michael Ellison & Olivera, 2007).

Otra a-conotoxina que presenta 8 residuos idénticos en su estructura primaria a a-Iml

es a-RglA proveniente de Conus regius, a pesar de solo diferir en los ultimos
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aminoacidos del C-terminal se demostro que ambas poseen diferencias en sus blancos
moleculares, a-Iml inhibe con menos potencia a a9a10 nAChRs que a-RgIA que se
caracteriza por ser un fuerte antagonista de éstos. Los aminoacidos Arg9, Tyrl0 y
Arg13 de a-RglA contribuyen significativamente a su afinidad para bloquear el a9a10 de
los NnAChRs (Azam & Mcintosh, 2009; Michael Ellison, Haberlandt, Gomez-casati,
Watkins, & Bele, 2006; Vincler et al., 2006). Informacion sobre la actividad de la
estructura de a-RgIA revela que se une en el sitio de la ACh en el receptor y los
residuos Asp5, Pro6, Arg7 y Arg9 son importantes para interaccion con a9a10 nAChR,
en especial Arg9 que interactua con los residuos cargados negativamente en el a9a10
NAChR. Se ha demostrado que también los residuos Asp5, Pro6 y Arg7 del primer bucle
de a-Iml, homéloga a a-RglA, asi como el residuo Trpl0 en el segundo bucle
interactuan con la subunidad a7 de los nAChRs. Modelos utiliziando Aplysia AChBP, un
homologo estructural del sitio de union N-terminal de los nAChRs, confirma que los
residuos Arg7 y Trpl10 tienen un rol esencial en la interaccion con los residuos en el sitio
de unién del ligando (Azam & Mclintosh, 2009). ElI hecho de que el residuo Asp5
funcione como un protector en el N-terminal y Pro6 como un iniciador de hélice, sugiere
que la contribucién de ambos aminoacidos a la unién con el receptor se debe a los roles
estructurales mas que a la interaccion directa con el AChR. Otros analisis de
termodinamica han demostrado la existencia de una interaccion de acoplamiento
dominante entre el Asp7 a-Iml y el receptor a7 y multiples interaccion débiles entre
Asp5 y Trpl0 y dicho receptor (Arias & Blanton, 2000). La presencia de los residuos
Asp5, Pro6 y Arg7 en el primer bucle de xmlb nos permite asumir una posible

interaccién similar a a-Iml con el receptor a7 nAChR.

El péptido xm1b presenta un residuo adicional en el extremo N- y C- a diferencia de a-
Iml. El residuo en el N-terminal con carga negativa dada por el Asp ha sido reportado
para tres a-conotoxinas; a-PIA, a-ArlA y a-GIA, para la dltima se ha demostrado que
este residuo es importante para la afinidad hacia el receptor a7 (Dowell et al., 2003;
Millard et al., 2009; Whiteaker et al., 2007). Otra diferencia, es la presencia de Asp5 con
carga positiva (Ser4 en Iml) que se ubica en el bucle que incluye los residuos mas

importantes para la interaccién con el receptor, sin embargo, se necesitarian estudios
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mas profundos acerca de la estructura-actividad de xml1b para poder comprobar como

funciona la union al receptor con estas diferencias entre los residuos.

Para las a-conotoxinas se han reportado algunas modificaciones postraduccionales,
donde destaca la amidacion del carboxilo. Esta modificacion favorece la estabilidad del
péptido ante proteasas, el plegamiento y la actividad biolégica (Kang, Vivekanandan,
Jois, & Kini, 2005; R-, Kang, Radic, & Kini, 2007).

En este trabajo, xm1b disminuyo la expresion de los genes NFkB-1 y COX-2 en las
lineas celulares de cancer de pulmén H1299, H1437 y H1975 (en la ultima sélo
disminuyo la expresion de NFkB-1 después del tratamiento con xmlb). Ambos genes
estan involucrados en promover factores de inflamacién y por ende inducir crecimiento
de células tumorales y angiogénesis. Los tejidos inflamatorios regularmente son
hipoxicos, la hipoxia estimula la angiogénesis por la virtud del factor-1 inducido por
hipoxia (HIF-1) que a su vez regula la produccién del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) (Jackson, Zhou, & Kim, 2010). VEGF activa a las células endoteliales
(ECs) (Pober & Sessa, 2007). Se ha descrito que las citosinas inflamatorias como IL-1[,
pueden sobre regular a HIF-1a a través de la via clasica de senalizacion inflamatoria
que involucra NFkB-1 y COX-2, culminando en la sobrerregulacion de VEGF, un factor
angiogénico potente que se requiere para el crecimiento tumoral y la metastasis (Jung,
Isaacs, Lee, Trepel, & Neckers, 2003). Por lo tanto, se ha presentado un incremento en
el interés para evaluar agentes antiangiogénicos, inmunomoduladores vy
antiinflamatorios en el tratamiento de varias tumores malignos, incluyendo células no
pequefias de cancer de pulmén (NSCLC) (Blumenschein, 2012). En base a los
resultados obtenidos, el péptido xmlb puede ser considerado como agente para el

tratamiento del cancer de pulmon.
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8.3 Efecto citotoxico de calld.la, calld.lb y xmlb en cuatro lineas

celulares de cancer de pulmén

Las a-conotoxinas son péptidos pequefios (12-20 aminoacidos) aislados del veneno de
los caracoles Conus, y son conocidos por tener como blancos moleculares diferentes
tipos de nAChRs (de musculo y neuronales). Estan reportados entre las contoxinas mas
pequefias, éstas se unen a un sitio en el nAChR y actian como antagonistas
competitivos (Lebbe et al., 2014). En este trabajo, se analizo el efecto de call4.la,
call4.1b y xmlb en la supervivencia celular de cuatro lineas de céancer de pulmon,
estos péptidos sintéticos se han caracterizado por tener como blancos moleculares a
los nAChRs. En las células de cancer de pulmén los nAChRs actiian como mediadores
centrales de la activacibn de vias que promueven el crecimiento, progresion y
metéstasis de tumores. También es conocido que regulan una cadena de
neurotransmisores que son estimuladores e inhibidores, que a su vez provocan la
sintesis y liberacion de factores de crecimiento, angiogénicos y neurogénicos en el
microambiente de las células de cancer y en o6rganos distantes (Ma et al.,, 2014;
Schuller, 2009). Por estas razones, el uso de antagonistas para bloquear la cascada rio
abajo de los nAChRs, puede tener como resultado la muerte celular (M. R. Improgo et
al., 2011).

Se ha reportado ampliamente, que las células de cancer de pulmoén expresan
subunidades de los NAChRs y que la sobreexpresion de los mismos esta directamente
relacionada con la progresidn y resistencia de esta enfermedad (Chernyavsky,
Shchepotin, Galitovkiy, & Grando, 2015; Lam et al., 2007; Medjber et al., 2015; Reina
Improgo et al., 2013; Tsurutani et al., 2005). El andlisis de expresion de los genes de
diferentes subunidades de nAChRs, indica que las cuatro lineas celulares de cancer de
pulmon analizadas (H1299, H1437, H1975 y H661) expresan las subunidades a3, a5,
a7 y a9 (Figura 28). Al tratar las células de cancer de pulmon con call4.1a, call4.1by
xmlb, se descubrié que disminuyen la supervivencia hasta en un 40% (Figura 27), con
esto, se puede especular que los tres péptidos sintéticos pudiesen actuar sobre los

NAChRs expresados en las lineas celulares, bloqueando la cascada de sefializaciéon y
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provocando asi la muerte celular. La sefializacion de los nAChRs empieza con la union
de agonistas como, acetilcolina (ACh), nicotina o nitrosaminas de tabaco, causando un
cambio conformacional que lleva a la apertura del canal y la entrada de iones de Na' y
Ca?', y la salida de iones de K*. Provocando asi, la despolarizacién de la membrana y
la consecuente apertura de canales de Ca** regulados por voltaje, llevando a un flujo
adicional de Ca®* hacia dentro de la célula. La entrada de Ca®" dispara la secrecién de
factores mitogénicos, activando la cascadas de sefalizacion involucradas en
angiogénesis, migracion, inhibicién de la apoptosis y proliferacion celular (Cattaneo et
al., 1993; Dasgupta et al., 2006; M. R. Improgo et al., 2011; Schuller, 2009). Esta
descrito que los NAChR-a7 actian como canales de Ca*" dependientes de ligando,
exhiben una alta permeabilidad a los iones de Ca** y que las sefiales de Ca** evocadas
por el NnAChR-a7 pueden ser inhibidas por antagonistas selectivos de los nAChR-a7,
como a-conotoxinas (Arredondo et al.,, 2002; Zia, Ndoye, Lee, Webber, & Grando,
2000). La participacion directa de los nAChR-a7 ha sido documentado en la
fisiopatologia del cancer de pulmén (Davis et al., 2009). Al bloquear los nAChRs con
antagonistas, como call4.1a, call4.1b y xmlb se podria prevenir la activacion de la
sefializacion rio abajo, resultando en la inhibicion de la proliferacion, migracion y
angiogénesis. Un estudio enfocado en los antagonistas de los nAChRs como
alternativas terapéuticas ha previsto ideas del posible mecanismo de accion (Schuller,
2009). Entre estos, las subunidad a7 es conocida por sobreexpresarse en cancer de
pulmén, experimentos in vitro han sugerido que el crecimiento maligno puede ser
detenido utilizando a-conotoxinas (Ho et al., 2011). De manera alternativa, la gran
especificidad que poseen las toxinas ha sido utilizada para propdsitos de administracion
de farmacos en diferentes blancos moleculares. La a-conotoxina Iml fue utilizada como
péptido blanco para dirigir eficientemente el agente quimioterapéutico paclitaxel hacia el
NAChR-a7 en las células de cancer de mama (Mei et al., 2015b). Se ha evidenciado
gue los NAChRs tienen un rol muy importante en la patogénesis del cancer de pulmén
relacionado con la nicotina (Grando, 2008). Sin embargo, la nicotina como tal, no se
considera como carcindégeno, pero es el componente principal en el humo de cigarro y
puede promover el crecimiento tumoral mediante la induccion de la proliferacion,

angiogénesis, migracion e invasion (G. Warren & Singh, 2013).
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Se ha descrito que, la nicotina promueve el crecimiento tumoral y la metastasis en un
modelo murino de cancer de pulmén (Davis et al., 2009). Las diferencias en la
composicion de las subunidades de los nAChRs, determinan las caracteristicas
funcionales y farmacolégicas de los pentameros formados en el receptor. Debido a
esto, el efecto bioldgico producido por los agonistas de la nicotina depende del subtipo
de nAChRs que se une a su ligando con una mayor afinidad (Chernyavsky et al., 2015).
Mediante el silenciamiento de la expresion de subunidades y el tratamiento con
antagonistas de los nAChRs se producen efectos antitumorales en experimentos in vitro
e in vivo (Catassi et al., 2008; Grozio et al., 2008; Lau et al., 2013; Paleari et al., 2009;
Shih et al.,, 2010). Por estas razones, los nAChRs pueden ser considerados como
blancos terapéuticos importantes y el desarrollo de nuevos antagonistas que los
blogueen especificamente son candidatos potenciales para generar nuevas terapias

alternativas contra el cancer.

Estudios previos demostraron que la exposiciéon a la nicotina y sus derivados, que se
unen a los nAChRs en las células bronquiales epiteliales, pueden regular la
proliferacion y apoptosis en NSCLC, activando la via de Akt (Cardinale, Nastrucci,
Cesario, & Russo, 2012; Nakada et al.,, 2012). En particular, se ha encontrado que
NAChR-a5 esta estrechamente asociado con el riesgo de padecer cancer de pulmén y
con la dependencia a la nicotina. Se ha reportado que la nicotina interactia con el
NAChR-a5 en la superficie de las células de cancer de pulmén A549, llevando a la
activacion de la sefializacion de las cinasas reguladas por via extracelular (ERK1/2) o
MAPK proteinas cinasas activadas por mitdogenos) y PI3K/Akt, por medio de la
sobreregulacién de los niveles de VEGF vy la sefializacion de HIF-1a. La activacién de
estas vias promueven la proliferacion celular, invasion y angiogénesis (Ma et al., 2014).
Se ha descrito, la estimulacién de la invasion tumoral y de a transicion epitelial a
mesenquimal (EMT) en lineas celulares de cancer de pulmén, especialmente en SCLC
y NSCLC, tratadas con nicotina, por medio de la via de nAChR-a7 y la proteina Src, asi
como, la via de sefalizacion dependiente de calcio (Dasgupta et al., 2009; M. R. D.
Improgo et al., 2010). Se sabe que el nAChR-a9 tiene un rol muy importante en el
cancer de mama (C. H. Lee et al.,, 2010; C.-H. Lee et al., 2011; Tu et al.,, 2011).

Estudios demostraron que el nAChR-a9 es clave para mediar la migraciéon de las
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células de cancer de mama inducida por nicotina, a través de la regulacion de
marcadores de EMT, la aplicacién de un pre tratamiento con inhibidores de los nAChRs
puede irrumpir estos efectos (Ho et al., 2011; Hung et al., 2011). La sefalizacion rio
debajo de los nAChR-a9 en células tumorales de mama, activa las vias de las MAP
cinasas (MAPK) y fosfatidil inositol-3/Akt (PI3K/Akt) (Wu et al., 2011). Medjber et al.,
2015 reporto experimentos in vivo que demuestran la localizacion del nAChR
heteromérico a5p2B4 y el nAChR-a7 en adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas de pulmon y NSCLC, y juegan un papel importante en la invasion de
tumores. Experimentos in vitro confirmaron que el uso de inhibidores de nAChRs
(mecamilamida y a-conotoxina MIl) en cultivos primarios de NSCLC disminuyod la
invasion en tumores. Ademas reportaron que, mediante la inhibicion ya sea del nAChR
heteropentamérico a5p2pB4 o del nAChR-a7 se logré disminuir la invasion in vitro de las
NSCLC de un 30-40%. La Nicotina y 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyrydyl)-1-butatione, un
agonista especifico de los nAChR-a7, estimulan la invasion y migracion de lineas
celulares de cancer de pulmoén mediante la activacion de las vias de ERK/Calpainas y
c-Src/PKCI/FAK (Shen et al., 2012; Xu & Deng, 2004).

En base en los estudios anteriores, se propone que posiblemente los péptidos sintéticos
probados en este trabajo, call4.1la, call4.1b y xmlb, pueden inducir muerte celular
actuando en los nAChRs expresados en las lineas de cancer de pulmén H1299, H1437,
H1975 y H661, y pueden ser considerados como un enfoque alternativo para el disefio
de nuevos compuestos terapéuticos. Los péptidos sintéticos basados en las secuencias
nativas de las conotoxinas de C. californicus y C. ximenes, también pueden ser

utilizados como herramientas para caracterizar los nAChRs.

8.4 Genes relacionados en la apoptosis como reguladores de la

muerte celular

En el presente trabajo se evaluo el rol de los tres péptidos (call4.1a, call4.1b y xm1b),

en células de cancer de pulmon. Se observé que los péptidos tienen un efecto citotoxico
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en las células y con el fin de elucidar el comportamiento de algunos genes involucrados
en el proceso de apoptosis en las lineas H1299, H1437, H1974 y H661, se determind la
expresion de BAX, Bcl-2, NFkB y COX-2 y a su vez, la induccion de la activacion de las

caspasa-3y -7.

Los niveles de expresion de los genes de proteinas involucradas en la regulacion y
ejecucion de la apoptosis revelan un patrén interesante para BAX, Bcl-2, NFkKB y COX-2
(Figura 29). En todas las lineas celulares se detectd una disminucién de la expresion de
BAX y un aumento en los niveles de ARNm de Bcl-2, a excepciéon de la linea H1299
gue mostré un aumento considerable (15-veces) del gen BAX después del tratamiento
con el péptido call4.1a. Se ha reportado que en adenocarcinoma gastrico la expresion
de BAX disminuye significativamente durante las primeras 24 horas de tratamiento con
los farmacos comerciales etoposido, cisplatin y taxol, sin embargo, los niveles de
expresion aumentan gradualmente en las siguientes 48 y 72 horas de tratamiento
(Korbakis & Scorilas, 2012). Otro estudio demostré que el farmaco antineoplasico 5-
Fluoruacilo disminuye los niveles de ARNm de Bcl-2 a las 48 horas de tratamiento, que
coincide con un aumento en la expresion de BAX, después de 72 horas de tratamiento,
los niveles de Bcl-2 aumentaron y los de BAX disminuyeron en adenocarcinoma
gastrico humano (Korbakis & Scorilas, 2009). Es posible que, analisis con mayor tiempo
de tratamiento y dosis dependientes para tratar las células de cancer de pulmén con
call4.1a, call4.1b y xmlb, sean necesarios para revelar un patron de expresion
diferente para Bcl-2 y BAX. O bien, los resultados presentados pueden ser resultado de

un efecto citotéxico independiente de Bcl-2 y BAX.

La expresion de NFkB-1 en la linea H1299 aument6 considerablemente después del
tratamiento con call4.la (Figura 29A), pero se observdé una disminucion en el
tratamiento con call4.1b y xmlb, asi como en el C+. En las lineas celulares H1437 y
H1975, la expresidon de NFkB-1 disminuyd después del tratamiento con los péptidos
call4.la y call4.1b. Estos resultados indican que los péptidos call4.la y xmlb
probablemente induzcan muerte celular por una via dependiente de NFkB-1. Bajo

ciertas condiciones, NFkB puede promover o amplificar la muerte celular. La mayoria de
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estos efectos estan relacionados con la via extrinseca de apoptosis, que incluye la
expresion de genes que codifican para el receptor de muerte Fas o su ligando FasL
(Magné et al., 2006). Almeida et al., 2014, reportaron que células resistentes a cisplatin
tienen activada la sefalizacion de NFkB y mediante la inhibicién de la translocacion de
NFkB al nucleo se promueve apoptosis en carcinoma escamoso de cabella y cuello.
Elegir a NFKB como blanco molecular se puede considerar como un objetivo terapéutico
potencial para tratar la quimioresistencia y radioresistencia en el tratamiento del cancer
(Li & Sethi, 2010). Las lineas H1299 y H661 también presentan una disminucion de los
niveles de ARNm del gen COX-2 (Figura 29A), ademas de presentar niveles bajos de
expresion de NFkB-1. Altas concentraciones de COX-2 han sido asociadas con la
progresion, supresion del sistema inmune, invasion y resistencia a la apoptosis en
NSCLC. Los inhibidores de COX-2 poseen propiedades antiinflamatorias vy
antiangiogénics, y son capaces de inducir apoptosis y estimular la respuesta inmune.
Por lo tanto, los inhibidores de COX-2 ofrecen una gran oportunidad para interferir con
el desarrollo, progresion y metastasis de cancer de pulmén (Han & Roman, 2006). Se
ha reportado que el tratamiento con diclofenaco en células de cancer de prostata inhibe
la expresion de COX-2, que es inducida por la irradiacion, provocando resistencia a los
tratamientos. La terapia combinada de radiacién con diclofenaco incrementa la
expresion del ligando inductor de la apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral
(TRAIL), induciendo apoptosis en las células (Inoue et al., 2013). El inhibidor de COX-2,
celecoxib, bloguea la sefalizacion rio debajo de prostraglandin E2 (PGE2) suprimiendo
la expresiéon de otros factores como NFkB, llevando a la induccién de la apoptosis en
cancer de pulmén (R. Liu, Xu, & Tan, 2015). Debido a esto, podemos inferir que
cal14.1a y xm1b inducen apoptosis al inhibir la expresién de NFkB-1 y COX-2 en las
lineas H1299 y H661, y pueden ser considerados como inhibidores potenciales de éstos

genes.

Se sabe que las células de cancer de pulmén expresan diferentes NAChRs y estan
involucrados en procesos como, proliferacion, angiogénesis, invasion, migracion, EMT,
gue son combinados con una reduccion en la sensibilidad a la quimioterapia y/o
radioterapia. La activacibn de los nAChRs por antagonistas (ej. Ach, nicotina,

nitrosaminas), involucra numerosas vias de sefalizacion como, PI3K/Akt/NFkB,
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Barrestina/Scr/Ras/Raf/MEK/ERK, VEGF/HIF-1a, entre otras (M. R. Improgo et al.,
2011; Ma et al.,, 2014; G. Warren & Singh, 2013; Wu et al.,, 2011). Debido a los
resultados obtenidos con los péptidos sintéticos call4.1a, call4.1b y xmlb, se plantea
la hipétesis de que éstos pudiesen actuar como antagonistas de los nAChRs
expresados en las lineas de cancer de pulmoéon H1299, H1437, H1975 y H661.
Bloqueando las cascadas de sefializacibn mencionadas anteriormente y por
consecuente inhibiendo la supervivencia y promoviendo la apoptosis, inhibiendo la
proliferacion, migracién e invasion y, la angiogénesis de las células de cancer de
pulmén (Figura 34).
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Figura 34. Posible mecanismo de accion de call4.la, call4.1b y xmlb las lineas de cancer de
pulmén H1299, H1437, H1975 y H661. Los péptidos sintéticos actllan como antagonistas en los
nAChRs expresados en las lineas de cancer de pulmén. Bloqueando la cascada de sefializacion
rio abajo inhibiendo la supervivencia y promoviendo la apoptosis, inhibiendo la proliferacion,
migracién e invasién y, la angiogénesis (Modificado de M. R. Improgo et al., 2011).
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8.5 Activacion de las caspasa-3 y 7 por accion de los péptidos
call4.1a, call4.1b y xmlb

En el presente trabajo, se analiz6 la activacion de las caspasa-3 y -7 inducida por
calld.1la, call4.1b y xmlb. La linea H1299 tratada muestra una activacién de caspasa-
3y -7 del 41 y 48% en el tratamiento con los péptidos call4.la y xmlb,
respectivamente, a las 12 horas de incubacion (Figura 30), mientras que, el tratamiento
con estaurosporina (C+) mostré solamente un 20% de células positivas. En las células
de H1437 el péptido call4.1a mostro un 20% de células positivas a caspasa-3y -7 a las
3 y 24 horas de tratamiento (Figura 31). En el tratamiento con xmlb se observé una
activacion del 20% a las 24 horas, solamente. Estos resultados indican que la maxima
activacion de caspasa-3 y -7 es alcanzada entre las 6 y 12 horas de tratamiento. Es
sabido que la via basica mitocondrial de apoptosis, desde la activacion inicial hasta la
destruccion de la célula, puede tomar horas incluso dias. Aun asi, los eventos que
llevan a la activacion de las caspasas generalmente toman alrededor de 10 minutos,
esto puede ocurrir en cualquier momento seguido de la induccion de apoptosis por una
sefal de muerte (Green, 2005). A pesar de esto, el 50% de células HL60 se smetieron a
apoptosis durante las primeras 6 horas de tratamiento con factor de necrosis tumoral-a
y ciclohexamide (TNF-a/CHX), y en células HUVECs el mismo tratamiento indujo la
activacion de apoptosis hasta las 18 horas (Wolbers et al., 2004). La caspasa-3 es el
mayor ejecutor de la apoptosis y puede ser activado a través de ambas vias, intrinseca
o extrinseca (Ghavami et al., 2009). Se ha mostrado evidencia, que la perdida en la
funcién de caspasa-3 puede provocar resistencia a la apoptosis en células de cancer de
mama. Este descubrimiento puede tener implicaciones clinicas importantes, ya que se
puede utilizar no solo como marcador de las enfermedades, sino también como blanco
terapéutico para diferentes tipos de cancer (Devarajan et al., 2002). Con esto podemos
explicar la falta de actividad de caspasa-3 y -7 en las células de cancer de pulmén sin
tratamiento (C-), en todas las lineas celulares analizadas el C- mostr6 menos del 20%
de células positivas (Figura 30-33). Se logré demostrar que la actividad de caspasas fue
incrementada en el lapso después de tratar a las células con los péptidos. Por estas

razones, call4.la y xmlb, pueden ser considerados como activadores potenciales en
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células de cancer de pulmdn. Se ha visto que la caspasa-3 interfiere con la activacion
de NFkB, en este caso, la caspasa-3 escinde a IkBa (inhibidores a del factor kB)
generando una ruptura y la formacion de fragmentos que actian potencialmente como
inhibidores constitutivos de NFkB. Se ha reportado también, que la protedlisis realizada
por las caspasas inactivan a las proteinas de NFkB y las transforman en factores
negativos dominantes, que son capaces todavia de unirse al ADN pero evitando su
transactivacion (Magné et al., 2006). Estas inferencias pueden explicar los niveles de
expresion reducidos de NFkB-1 y la consecuente activacion de las capasa-3y -7 en las
lineas celulares H1299 y H1437 después del tratamiento con los péptidos call4.la y
xmlb. La inhibicién de NFkB induce apoptosis en lineas celulares de cancer de pulmén
deficientes en el supresor de tumores p53 (Staal, Bekaert, & Beyaert, 2011). La linea
H1299 carece de la expresiéon de p53 y presenta una inhibicion de NFkB-1 después del
tratamiento con el péptido call4.1b y xm1lb. Con estos resultados podemos ultimar que
los péptidos call4.1a y xmlb inducen apoptosis por medio de la via que involucra la
inhibicion de NFkB-1 y la activaciéon de las caspasa-3 y -7. Sin embargo, analisis
adicionales son necesarios para explicar a gran detalle el mecanismo de accién de

estos péptidos.
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Capitulo 9. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en la purificacion del veneno total. Se
encontraron componentes dentro del veneno de las especies Conus ximenes y Conus
californicus, con actividad citotéxica en lineas celulares de cancer de pulmon. Estos
componentes pueden ser considerados como componentes potenciales para el

tratamiento del cancer y futura caracterizacion

Los péptidos sintéticos call4.1a, call4.1b y xmlb presentaron capacidad para disminuir
la supervivencia celular de cuatro lineas de cancer de pulmén de manera significativa.
Al presentar caracteristicas similares a las a-contoxinas y el hecho que las células de
pulmén expresen diferentes subunidades de los nAChRs, se puede asumir que actian

como antagonistas de estos receptores, provocando muerte celular.

En base al patrén de expresion de los genes involucrados en la modulacion de la
apoptosis. Es probable que los péptidos call4.1la y xmlb induzcan apoptosis por una
via dependiente de NFkB-1 en las lineas celulares H1299, H1437 y H1975.

El tratamiento de lineas celulares H1299 y H1437 con call4.la y xmlb inducen la
activa las caspasas efectoras -3 y -7. Debido a esto, se puede concluir que ambos
péptidos inducen muerte celular por apoptosis en las células de cancer de pulmoén.
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Anexos
Anexol
Solucién A
Compuesto Porcentaje en solucién
Acido trifluoracético 0.12
Agua destilada 99.88
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Anexo 2
Solucion B
Compuesto Porcentaje en solucion
Acetonitrilo 99.99
Acido trifluoracético 0.1
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Anexo 3
Solucion C
Compuesto Porcentaje en solucion
Acetonitrilo 40
Acido trifluoracético 0.12
Agua destilada 59.88
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Anexo 4

PBS (Solucion amortiguadora de fostatos)

Compuesto Concentracion (mM) Cantidad (g)
Nacl 137 80
KCI 2.7 2
Na;HPO,4 12 17
KH,PO,4 1.2 1.63
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Anexo 5
TAE 1x
Compuesto Concentracion (mM)
Tris 40
Acido acético 20
EDTA 1

100



