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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial y una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad en niflos y adultos. Por tal razon
muchas de las investigaciones en este campo estdn enfocadas en la busqueda de

productos que sean una opcion a los tratamientos existentes.

Los agentes anticancerigenos pueden derivarse del aislamiento de organismos
que se encuentran en la naturaleza. Asi, han sido aislados compuestos de estdmago y
cartilago de tiburdn, los cuales exhiben actividad antiangiogénica y antitumoral (Rao y
col., 1999; Higgins y col., 2000; Hao y col., 2003), por lo que en esta investigacion se
evaluo la actividad antiproliferativa de extractos proteicos de estdomago de tiburon
(Mustelus henlei). Se obtuvo un extracto crudo del estomago (isopropanol al 60 % y 1 %
de 4acido trifluoroacetico) del cual se separaron 3 fracciones proteicas utilizando
cromatografia de filtracién en gel (Sephadex G-25). El efecto antiproliferativo de las
fracciones proteicas sobre la linea celular HeLa fue evaluado utilizando el ensayo de
MTT. La fracciéon con mayor efecto antiproliferativo se sometio a una separacion de
proteinas utilizando Amicon Ultra-4, obteniendo una fraccion de proteinas > 30 kDa y
otra de proteinas < 30 kDa,. Se evalud el efecto antiproliferativo de estas nuevas

fracciones con el ensayo antes mencionado.

En nuestro estudio se encontrd6 que la fraccion uno obtenida mediante
cromatografia de filtracion en gel, mostro un 41% de inhibicion de la proliferacion de la
linea celular HelLa, la fraccion 2 una inhibicion del 36 %, y de 34 % para la fraccion 3 (p
< 0.05). Al ser la fraccion 1 la que poseia mayor efecto inhibitorio del crecimiento
celular, se sometid a la separaciéon con Amicon Ultra-4. Después de ser tratadas las
células Hela con las fracciones obtenidas de la separacion con Amicon, se observo que

la fraccion que contenia las proteinas < 30 kDa mostraban una inhibicion de la



proliferacion en un 14 %, mientras que para la fraccion con proteinas > 30 kDa
inhibieron en un 36 %. Se llevo a cabo una prueba de viabilidad celular utilizando esta
ultima fraccion y se encontrd que aproximadamente el 98 % de las células se
encontraban viables, por lo que probablemente el efecto inhibitorio de estas proteinas >
30 kDa lo lleva a cabo por mecanismos diferentes a la muerte celular, arrestando o

retardando el ciclo celular.

En conclusion en este trabajo se obtuvo una fraccion con efecto antiproliferativo
hacia la linea celular HeLa. Esta Fraccion ayudara de manera importante en el desarrollo
de futuras investigaciones encaminadas a conocer el mecanismo por el cual ejerce el
efecto inhibitorio de las células, caracterizar bioquimica de las proteinas responsables de

dicha actividad, asi como evaluar el uso de éstas en ensayos con otras lineas celulares.
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INTRODUCCION

El céncer es un desorden celular que se forma cuando una célula somatica
experimenta algin cambio genético que le permite proliferar en situaciones en las
que normalmente no ocurriria su multiplicacion continua; casi todos los tipos de
cancer presentan una desprogramacion y descontrol del mecanismo de proliferacion
celular, asi como una supresion del o los mecanismos normales que conducen a la
muerte celular, ademads de ser capaces de evadir los mecanismos de defensa del
huésped (Lugo, 2003). Asi mismo, las células hijas heredan su caracter maligno y las

propiedades invasoras sobre tejidos y 6rganos (Abbas, 1998).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en el 2005 se
registraron 7.6 millones de defunciones debido al cancer; ademas, mas del 70 % de
todas las muertes por cancer se produjeron en los paises de ingresos bajos y medios.
También, los tumores malignos ocuparon el tercer lugar en la lista de las principales
causas de defuncion en el pais, en el 2007, lo que representd el 12.9 % del total de

defunciones registradas en el afio (INEGI, 2008).

Desafortunadamente, los medicamentos y las terapias que se utilizan no son
totalmente efectivas, y ademas, los tratamientos que matan células cancerosas
generalmente son toxicos para las células normales. De esta manera, la biotecnologia
marina ha provisto de una gran variedad de productos anticancerigenos como la
citarabina que es un analogo sintético de nucledsidos proveniente de esponjas (Cragg
y Newman, 1999; Schwartsmann, 2000), asi como depsipéptidos ciclicos, alcaloides,
tetrahidroisoquinolinas (ecteinascidina), entre otros compuestos provenientes de una
gran gama de organismos marinos como los tiburones (Rinehart, 2000; Bai y col.,
1990; Poncet, 1999; Delaloge, 2001; Pettit, 1982; Wender y col., 1999; Rocha y col.,
2001; Jimeno, 2002; Haefner y Burkhard, 2003; Schwartsmann y col., 2001; Mayer y
Gustafson , 2003;).



A la fecha existen escasos estudios de compuestos con actividad biologica
obtenidos de tiburén. Entre ellos, la escualamina es un aminosterol aislado a partir
del estomago de tiburon Squalus acanthias, compuesto que exhibe actividad
antiangiogénica y antitumoral (Rao y col., 1999; Higgins y col., 2000; Hao y col.,
2003). Ademas, recientemente se han identificado proteinas de bajo peso molecular
(10 kDa) con propiedades antiangiogénicas (Rabbani y col., 2008; Hao y col., 2003).
Por lo que el objetivo central de nuestro trabajo fue evaluar la actividad
antiproliferativa de extractos proteicos de tejido estomacal de tiburdn proveniente
del Mar de Cortés, sobre la linea celular HelLLa proveniente de tumor de céancer

cérvico-uterino.



OBJETIVOS

General

Evaluar actividad antiproliferativa de extractos proteicos de tejido estomacal

de tiburdn en células HeLa.

Particulares

e Obtener extractos proteicos de tejido estomacal de tiburén

e Evaluar actividad antiproliferativa de fracciones proteicas obtenidas mediante

cromatografia de filtracion en gel

e Determinar pesos moleculares de proteinas con actividad antiproliferativa

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida



ANTECEDENTES

Cancer

La proliferacion celular es un proceso altamente controlado, permitiendo que
las células se multipliquen, aumentando su contenido de moléculas y organelos,
duplicando sus cromosomas, para posteriormente dividirse en dos células
genéticamente iguales. Generalmente, las células se dividen con una periodicidad
optima para el correcto mantenimiento y funcionamiento del organismo. (Alberts,
1996) Pero en ocasiones, este proceso ordenado de division de células se descontrola
y células nuevas se siguen formando cuando el cuerpo no las necesita. Cuando ésto
sucede, las células viejas no mueren cuando deberian morir, y pueden formar una

masa de tejido, llamada tumor (National Cancer Institute).

El ciclo celular normal posee una gran diversidad de puntos de control, que
permite que éste ocurra de manera adecuada. Estos puntos de control sirven de freno
durante el ciclo, asegurando que una fase no se inicie antes de que la anterior haya
finalizado y permiten, ademas, el manejo del ciclo a través de sefiales externas. Todo
ésto indica que existe un control fino y preciso del metabolismo celular. De acuerdo
a este marco de referencia, el cancer es una enfermedad genética, ya que todas las
células cancerosas contienen alguna alteracion en la expresion genética; se ha
observado que en casi todos los tipos de cancer se presenta una desprogramacion y
descontrol del mecanismo de proliferacion celular, asi como una supresion del o los

mecanismos normales que conducen a la muerte celular (Lugo, 2003).

El cancer es un conjunto de enfermedades ya que existen 100 tipos diferentes
de cancer y se clasifica de acuerdo al tejido y segun el tipo celular a partir del cual se

origina. Los canceres procedentes de células epiteliales se denominan carcinomas;



los que proceden de tejido conjuntivo o de células musculares se denominan
sarcomas. Mientras que los que no encajan en ninguna de estas dos se encuentran las

diversas formas de leucemia (Alberts, 1996).

Epidemiologia del Cancer

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad, se le atribuyen
7.9 millones de defunciones ocurridas en el afio 2007 (OMS), represento la tercera
causa de muerte entre las mujeres con 35,303 defunciones (15.4%), mientras que en
los hombres fue la cuarta con 33,509 muertes (11.8%) (INEGI, 2008); ademas, mas
del 70 % de todas las muertes por cancer se producen en los paises de ingresos bajos
y medios, donde los recursos disponibles para la prevencion, el diagnostico y el
tratamiento de la enfermedad son limitados o inexistentes, La OMS estima que
alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de esta enfermedad entre 2005

y 2015,

En México, durante 2007 se registraron 514,420 defunciones, 55.4% fueron
hombres y 44.6% de mujeres; de estas muertes, los tumores malignos ocuparon el
tercer lugar entre las principales causas de muerte del pais con 68,815 casos (13.4%).
Los tres principales tipos de cancer que causaron defunciones en las mujeres fueron

el de mama (13.8%), cuello del atero (12.1%) e higado (7.6%) (INEGI, 2008).



Porcentaje de defunciones por tumores malignos por sexo seguin afo de ocurrencia, 1998-2007
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Figura 1. Grafica de mortalidad por neoplasias hasta el afio 2007 a nivel
nacional. Se muestran los casos de mortalidad en mujeres y hombres asi como la
mortalidad total, se observa que las defunciones por tumores malignos tienden a

incrementarse, siendo las mujeres las que presentan los porcentajes mas altos (INEGI

2008)



Los Productos Naturales para el Tratamiento del Cancer

El cancer es una enfermedad agresiva y mortal si no se detecta en sus etapas
tempranas y se ataca con un tratamiento adecuado, ya que estas células son dificiles
de erradicar. Desafortunadamente, los medicamentos y las terapias que se utilizan no
son completamente efectivas, y ademas de su alto costo econdmico, producen
diversos efectos secundarios que desgastan al paciente tanto fisica como
emocionalmente. También, los tratamientos que matan células cancerosas
generalmente son toxicos para las células normales. En su mayoria, los métodos
actuales aprovechan diferencias relativamente sutiles existentes entre las células
normales y las neopldsicas como lo son su velocidad de proliferacion, su
metabolismo y la sensibilidad a la radiacion. Por estas razones, se realizan
investigaciones para la busqueda de compuestos de origen natural que inhiban la
proliferacion de las células cancerosas (Amador y col., 2003; Donia y Hamann,

2003).

En la naturaleza abunda un rico potencial de recursos terapéuticos que puede
brindar un beneficio como tratamientos hacia enfermedades que afectan al humano;
se ha demostrado que estos agentes tienen una gama de formas diferentes asi como
funciones o utilidades (Banerjee y col., 2007; Pettit, 2009). Asi, muchos de estos
productos farmacéuticos han sido aislados a partir de productos naturales como
plantas, animales, organismos marinos, y microorganismos, ejemplos de éstos que
son usados como agentes anticancerigenos son: paclitaxel, derivado de plantas,
bleomicina y doxorubicina provenientes de microorganismos; dolastina 10 son de
origen marino (Farnsworth y col., 1985; Cragg y col., 1997; Rocha y col., 2001;
Viuda y col., 2008).

Aunque los compuestos marinos estan insuficientemente representados en la
farmacologia actual, se prevee que el medio ambiente acuatico se convertira en una
valiosa fuente de nuevos compuestos en el futuro. El ecosistema marino representa el

95% de la biosfera, y todos excepto uno de los 33 phyla animales estan representados



en los ambientes acudticos. La mayoria de invertebrados marinos contienen un
sistema inmunolodgico primitivo y producen sustancias quimicas toxicas como una
forma de defensa. Muchos de estos productos actian como reguladores de las
funciones biologicas especificas. Algunos de ellos tienen actividad farmacologica
debido a su interaccion especifica con receptores y enzimas. Debido a que estas
sustancias diluyen inmediatamente por los grandes volimenes de agua de mar, tienen
que ser muy potentes, y también tienen que mantener una solubilidad relativamente

baja (Amador y col., 2003).

La biotecnologia marina ha provisto de una inmensa variedad de productos
anticancerigenos provenientes de una gran gama de organismos marinos, como
medusas, tiburones, corales, esponjas, microalgas, moluscos; muchos de los
productos derivados de organismos marinos se utilizan en tratamientos para el
cancer, en fase preclinica, particularmente para ser usados en combinacion con la
quimioterapia. (Rocha y col.,, 2001; Jimeno, 2002; Haefner y Burkhard, 2003;
Schwartsmann y col., 2001; Mayer y Gustafson , 2003). Las proteinas, como ya se
menciond anteriormente, también poseen actividad antiproliferativa, ya que se han
encontrado péptidos de diferentes especies marinas con dicha propiedad; algunos
ejemplos son péptidos lineales y depsipéptidos con actividades muy variadas, sobre
moléculas blanco para llevar acabo su actividad (tubulina, proteina quinasa C, etc)(

Simmons y col.,2005).

Algunos compuestos aislados de tiburon han sido utilizados como
anticancerigenos, especificamente como antiangiogénicos. El proceso de
angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos y es fundamental para el
crecimiento del tumor, por lo que se crean tratamientos basados en la inhibicion de la

formacion de nueva vascularizacion (Schiller y Bittner, 1999; Rabbani y col., 2008).



Productos con Actividad Antiproliferativa de Tiburén

Los tiburones han mostrado tener compuestos que presentan propiedades
biologicas como: antimicrobianas, antifiingicas, antiproliferativas, entre otras
(Akhter y col., 1999; Ken y col., 1997; Moor y col., 1993). La escualamina es un
aminosterol que es aislado a partir del estomago de tiburon Squalus acanthias, y es
un compuesto que exhibe significativa actividad contra bacterias gram negativas y
positivas (Chen y col., 2006; Moore y col., 1993; Rao y col., 2000, Higgins y col.,
2000; Hao y col., 2003).

El cartilago de tiburon es una fuente natural de compuestos con actividad
antiangiogénica y que pudieran ser usados en el tratamiento de cancer, psoriasis,
osteoartritis, etc. Resultados previos sugieren que el cartilago de tiburén contiene
agentes anti-inflamatorios, inmunoestimuladores y también puede sanar heridas
(Bargahi y Rabbani, 2008). Recientemente se han identificado que proteinas de bajo
peso molecular (10 kDa) son las responsables de la propiedad antiangiogénica

(Rabbani y col., 2008; Hao y col., 2003).

Ensayos de Proliferacion Celular

La deteccion de la viabilidad y proliferacion celular es crucial en muchos
campos de la biologia, por ejemplo, en toxicologia, en la farmacologia, asi como en
ecotoxicologia para la evaluacion de los efectos toxicos provocados por sustancias
quimicas, drogas, asi como para el estudio de nuevos compuestos con uso potencial
como medicamentos, respectivamente. La necesidad de una prueba confiable, facil
de manejar y rapida, ha llevado al desarrollo de varios ensayos que ahora se utilizan
habitualmente, y que estan disponibles para detectar los efectos citotoxicos de los

sistemas celulares in vitro.



Un ensayo utilizado es el lactato deshidrogenasa (LDH). Se trata de un
ensayo colorimétrico basado en la deteccion de actividad de la LDH, que se libera
desde el citoplasma de las células dafiadas o lisadas. Asi, la evaluacion de la
citotoxicidad se basa en la integridad de la membrana plasmatica. Es una técnica no
destructiva, ya que la medicion se puede realizar utilizando el medio de cultivo. En
este ensayo, esta involucrada una sal de sal de tetrazolio, INT (2-[4-iodofenil]-3-[4-
nitrofenil]-5-cloruro feniltetrazolium), involucrada en la reaccion colorimétrica.
Lateralmente a la oxidacion del lactato a piruvato, INT se transforma a formazan que
puede ser detectada espectrofotométricamente. Otra posibilidad es medir
directamente la formacion de NADH por absorcion. Dado que la LDH es una enzima
relativamente estable, el medio de cultivo también puede ser almacenado antes de

realizar la medicion (Bopp y Lettieri, 2008).

Otro ensayo es el Azul de Alamar (AB), el cual mide la actividad metabdlica
celular. El ensayo de AB se basa en la conversion de la resazurina (tinte azul no
fluorescente), que es convertida por las enzimas mitocondriales y otras a la resorufin
(rosa fluorescente). Resorufin puede ser detectado por espectrofotometria o
fluorometria. Dado que ambos, la resazurina sustrato oxidado y el resorufin producto
reducido, son solubles en agua, se pueden difundir libremente a lo largo de
gradientes de concentracion. Ademas, AB no muestra los efectos citotoxicos y las
células a probar no son destruidas, lo que permite realizar varios ensayos o

mediciones cinéticas en el mismo conjunto de células (O'Brien y col., 2000).

CFDA-AM (5-carboxifluoresceina diacetato acetoximetil éster) es otro
fluorogéno que se utiliza para estudios de citotoxicidad. El CFDA-AM es un sustrato
no toxico de la esterasa, que puede ser convertido por las esterasas no especificas de
las células vivas a carboxifluoresceina (CF). La conversion a CF por las células
indica la integridad de la membrana plasmatica, ya que so6lo una membrana integra
puede mantener intacto el ambiente citoplasmatico que se necesita para apoyar la

actividad de la esterasa (Bopp y Lettieri, 2008).
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Uno de los métodos mas utilizados para evaluar citotoxicidad o ensayos de
proliferacion celular es el ensayo de MTT ([3-4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium), que es un ensayo colorimétrico cuantitativo. En este ensayo, la sal de
tetrazolio MTT (de color amarillo) es reducida por las células vivas a cristales de
formazan (color purpura), que debe ser disuelto utilizando un solvente como el
isopropanol. Se suponia que la sal de tetrazolio se reduce en los procesos
mitocondriales durante la cadena respiratoria, pero mas tarde se demostro, que las
fracciones citoplasmaticas y microsomales también estan implicados en la formacion
de formazan. El ensayo de MTT es una prueba sensible que muestra linealidad en un

amplio rango de concentraciones celulares (Mosmann, 1983).
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion del Extracto Crudo

El tejido estomacal se obtuvo de una especie de tiburén presuntamente
Mustelus henlei proveniente del Mar de Cortés (INAPESCA, 2009). Primeramente
20 g se limpiaron y se lavaron con solucion reguladora de fosfatos (PBS) antes de
congelarse a -80 °C. Posteriormente, se homogeniz6 con 5 volumenes de acetonitrilo
al 60% y 1% en acido trifluoroacetico (vol/vol), y una mezcla de inhibidor de
proteasas (CALBIOCHEM), segun especificaciones (1mL/20 g de tejido); después se
centrifugd a 13000 rpm a 4 °C, para remover los restos celulares insolubles. El
sobrenadante se liofilizd y, posteriormente, se resuspendié en 50 mL de solucion
reguladora (50mM Tris—HCI] pH 6.2, 25mM NaCl); a esta solucion se le llamo
extracto crudo de tejido estomacal de tiburdn, y se congeld a -20 °C hasta realizar la

cromatografia.

Cromatografia de Filtracion en Gel

Se realizé cromatografia de filtracion en gel del extracto crudo en una
columna de Sephadex G-25 (45 cm x 1.5 cm) pre-equilibrada con la solucion
reguladora (50mM Tris—HCl pH 6.2, 25mM NaCl), a un flujo constante de 1
mL/min, utilizando el mismo buffer como fase movil. Las absorbancias de las
fracciones eluidas fueron monitoreadas a 280 nm para detectar las fracciones que
contenian proteinas; las fracciones con proteinas fueron liofilizadas, para
posteriormente resuspenderlas en PBS y congelarlas a -20 °C hasta probar su
actividad mediante ensayos celulares, utilizando la linea celular HeLa (Moore y col.,

1993; Rabbani-Chadegani y col., 2008)
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Separacion de Proteinas (Amicon Ultra-4)

Se realizd una separacion de proteinas utilizando amicon (dispositivo de
filtracion por centrifugacion, Amicon Ultra-4, Millipore), cuyo tamafio de exclusion
es de 30 kDa; la fraccion liofilizada obtenida de la cromatografia de filtracion en gel
que resulto con mayor actividad, se resuspendi6é en PBS (15 mg/mL) y se agregaron
4 mL de esta soluciéon a un amicon, centrifugandose a 6000 x g por 30 min, las
fracciones fueron liofilizadas y congeladas a -20 °C hasta probar su actividad
utilizando la linea celular HeLa (Moore y col., 1993; Rabbani-Chadegani y col.,
2008)

Determinacion de Proteina

Para la determinacion de proteina se utilizé el metodo de Bradford. Este se
basa en la formacion de un complejo entre las proteinas y el colorante Azul Brillante
G, lo que provoca un cambio en la absorbancia del colorante, de 465 a 595 (Sigma).
Se prepararon diluciones de un estandar de proteinas (albumina sérica de bovino) con
PBS, a las concentraciones de 2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL; mientras que las
fracciones se prepararon a las concentraciones de 1 y 0.5 mg/mL. se deja incubar de
5 a45 min (el complejo colorante-proteina es estable hasta por 60 min), transcurrido
este tiempo de incubacion se lee la densidad optica (D. O.) a 595 nm; se grafica la D.
O.50snm de la proteina estandar, y se calcula la concentracion de proteina de las

fracciones.

Linea Celular

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizo la linea celular HeLa (figura

3) proveniente de adenocarcinoma de cérvix obtenidas en American Type Culture
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Collection (ATCC No. CCL-2). Los cultivos se mantuvieron en el medio Eagle
Modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado al 10 % con suero fetal bovino,
inactivado previamente mediante calentamiento. La linea celular fue incubada a una
temperatura de 37 °C, a una atmosfera de 5 % de CO, y una humedad relativa entre

80y 90 % en una incubadora Isoterm (VWR, USA).

Evaluacion de la Proliferacion Celular por el Método del MTT

La sal de tetrazolium se ha utilizado para desarrollar un ensayo colorimétrico
cuantitativo para la proliferacion y supervivencia de células de mamiferos. Este
método se basa en la reduccion del MTT ([3-4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) a formazan, ocasionado solamente por células metabolicamente
activas; la senal generada depende del grado de activacion de las mismas (Mossman,
1983). Los cristales de formazan resultantes se solubilizan con isopropanol acidico y
la absorbancia de la solucion colorida generada se lee a 570 nm — 655 nm en un

lector de microplacas.
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ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

Low Density Scale Bar = 100um

Figura 2. Células de la linea celular HeLa (ATCC).
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Prueba de Viabilidad con Azul de Tripan

Se realiz6 ensayo de proliferacion celular, incubandose por 48 h. Las células
son despegadas usando tripsina al 0.25% e incubadas por 10 min, centrifugando a
500 x g por 10 min y, posteriormente, se resuspendieron en PBS, realizando una
dilucién 1:10 con una solucion de azul de tripan para cuantificar las células viables a

través de microscopio y determinar el porcentaje de viabilidad (Glinka y col., 2006).

Electroforesis en SDS-PAGE

Para la determinacion del peso molecular de las proteinas, se realizo la
electroforesis en gel de poliacrilamida al 16.5 % (SDS-PAGE) con tricina, utilizando
condiciones desnaturalizantes y reductoras (4 % de SDS y 2 % de 2-mercaptoetanol).
La electroforesis se llevod a cabo en un sistema MiniProtean III (BioRad) (Laemmil,
1970; Schagger y Von Jagow, 1987), también se utilizaron marcadores peso
molecular de amplio rango que van desde 6.5 kDa a 200 kDa (Sigma), para calcular

los pesos moleculares de las proteinas de las fracciones.

Analisis Estadistico

Se realiz6 andlisis de varianza ANOVA utilizando las pruebas de
comparacion multiple de Tukey-Kramer y Duncan, para lo cual se utilizo el paquete
estadistico NCSS97 (NCSS, Kaysville, UT, USA); ésto para observar la significancia
de la actividad que mostraron las fracciones, asi como para evaluar la concentracion
a la cual se tiene mayor actividad, a través de la comparacion del efecto del extracto
proteico sobre la proliferacion normal de las células, y tambien, diferencias entre
tratamientos (diferentes concentraciones a tratar: 500 , 250 y 125 pg/mL; mientras
que para las fracciones de amicon fueron de 1000, 500, 250, 125 pg/mL)(Hernandez,
2007).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Fracciones por Cromatografia de Filtracion en Gel

A partir del extracto crudo de tejido estomacal de tibur6n, se realizd la
cromatografia en columna por filtracion en gel (Sephadex G-25) obteniéndose 3
fracciones las cuales fueron separadas de acuerdo a sus absorbancias como se
muestra en la figura 3. Estas fracciones fueron congeladas para después liofilizarlas y

realizar los ensayos celulares.

Electroforesis de las Fracciones Obtenidas por Cromatografia

de Filtracion en Gel

Se realizd la separacion de proteinas del extracto crudo utilizando la
cromatografia de filtracion en gel y, posteriormente, se realizd electroforesis en gel
de poliacrilamida al 16.5 % en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-
PAGE) para conocer el patron de proteinas. La figura 4 muestra el perfil
electroforético de las proteinas de la fraccion 1 y 2, que consistid en 14 bandas
proteicas para ambas fracciones, resultando en una mezcla heterogénea de proteinas
de diferentes pesos moleculares, que se encuentran en un rango de 81 a 17 kDa para
la fraccion 1 y 99 a 17 kDa para la fraccion 2 (Tabla 1). Al igual que a la fraccion 1y
2, también con la fraccion 3 se intentd obtener un patron electroforético para conocer
los pesos de las proteinas que la constituian, pero no se pudo obtener, ya que daba un
patron muy difuso de sus bandas haciendo imposible el calculo de sus masas dada la

baja concentracion de proteinas en esta fraccion.
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Figura 3. Separacion cromatografica de extracto crudo de tejido estomacal de
tiburon mediante filtracion en gel (sephadex G-25). Se muestran las fracciones

que conforman los 3 pools obtenidos (fraccion 1, 2 y 3 respectivamente).
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de la fracciéon 1 y
2. En el carril 1 se muestra el perfil electroforético de la fraccion 2, mientras que en
el carril 2 se observa el patron de la fraccion 1 y en el carril 3 los marcadores de peso

molecular.
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Tabla 1.- Pesos moleculares de las bandas proteicas de las fracciones 1 y 2

separadas mediante electroforesis de tricina SDS-PAGE.

Fraccién 1 Fraccion 2
Banda P. M. Banda P. M.
1 81.16 A 99.13
2 73.25 85.62
3 63.8 C 75.57
4 54.82 D 64.37
5 443 E 53.9
6 41.9 F 44.3
7 37.3 G 37.3
8 34.24 H 34.24
9 32.44 I 32.2
10 29.46 J 29.46
11 26.51 K 26.5
12 22.92 L 22.74
13 20.72 M 20.51
14 17.5 N 17.36

A cada banda proteica de las 2 fracciones identificadas en la figura 4 se le

asigno un niimero arabigo para la fraccion 1 y para la fraccion 2 una letra.
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Evaluacion de la Actividad Antiproliferativa de Fracciones en

la Linea Celular HeLa

Para evaluar la actividad antiproliferativa de las fracciones obtenidas por
cromatografia de filtracion en gel se prepard una suspension celular de 200,000
células/mL. A las mismas, se les afadieron los extractos a probar a las
concentraciones de: control de cisplatino 25mM, 0 (control positivo), 125, 250 y 500
ug/mL. Como cultivo control, se utilizaron células en presencia de la maxima
concentracion de solvente requerida para disolver los extractos (PBS), y cultivos
incubados tnicamente con medio DIOF (DMEM suplementado al 10% son suero
fetal bovino). El efecto antiproliferativo se evalu6 a las 48 horas posteriores a la
incubacion con los extractos utilizando el método de MTT para la medicion de la

proliferacion celular.

Se utilizo la prueba de Tukey-Kramer para observar la diferencia entre las
concentraciones de las fracciones a comparar, asi los grupos fueron etiquetados con

una letra, aquellos con letras iguales no muestran diferencias.

En la Figura 5 se observa el efecto antiproliferativo de la fraccion 1 sobre la
linea celular ya mencionada, teniendo un efecto antiproliferativo significativo (P <
0.05) a las concentraciones estudiadas, en comparacion con los controles negativos
(Medio y PBS); el mayor efecto fue a la concentracion de 500 pg/mL observado
graficamente; sin embargo, estadisticamente, utilizando la prueba de Tukey-Kramer
no se muestra diferencias significativas en el efecto sobre la proliferacion entre las
concentraciones a 500 pg/mL y 250 pg/mL, y entre 250 ng/mL y 125 pg/mL, pero si
se observan diferencias entre las concentraciones de 500 pg/mL y 125 pg/mL,

siendo la de 500 pg/mL la que exhibié mayor actividad.

El efecto antiproliferativo de la fraccion 2 se observa en la Figura 6, con una
significancia de P < 0.05; con respecto a los dos grupos controles, el efecto
observado fue similar al de la fraccion 1. En la misma grafica se observa que la

concentracion de 500 pg/mL fue la que mostréo mayor efecto en comparacion con las
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demas concentraciones estudiadas; estos datos fueron corroborados por la prueba de
Tukey-Kramer en la que se muestran diferencias estadisticamente significativas entre
el efecto sobre la proliferacion utilizando las concentraciones a 500 pg/mL, 250

ug/mL y 125 pg/mL.

La fraccion 3 (Figura 7) mostré un efecto antiproliferativo significativo en
comparacion a los controles negativos (P < 0.05); sin embargo, la prueba de Tukey-
Kramer no mostrd diferencia alguna entre las diferentes concentraciones utilizadas,

por lo que el efecto de la fraccion 3 es igual en todas las concentraciones.

Comparando el efecto de las fracciones a la misma concentracion se observo
un efecto estadisticamente significativo con respecto a los controles negativos (P <
0.05). Sin embargo, la fraccion 1 y 2 no muestran diferencias significativas a la
concentracion de 500 pg/mL, mientras que entre la fraccion 1 y 3 si muestran
diferencias a esta concentracion, presentando la fraccion 1 mayor actividad con
respecto a la fraccion 3; sin embargo no se observé una diferencia comparando la
fracciones 2 y 3. Estos resultados tuvieron un comportamiento similar para la
concentracion de 250 pg/mL, mientras que, en la concentracion de 125 ug/mL, no

hubo diferencias significativas observadas por Tukey-Kramer entre las 3 fracciones.

Las diferentes fracciones evaluadas tuvieron actividad antiproliferativa en
diferentes porcentajes a las concentraciones estudiadas, observandose que la mayor
actividad antiproliferativa para las tres fracciones estudiadas fue a la concentracion
de 500 pg/mL, obteniendo un 41 % de inhibicidon de la proliferacion celular de la
linea HeLa para la fraccion 1, 36 % para la fraccion 2 y 34 % para la fraccion 3,
graficamente observados. Estos datos mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) comparando con los grupos controles de Medio y PBS, sin
embargo, la prueba de Tukey-Kramer no mostré diferencias significativas en la
actividad de las fracciones 1 y 2 a las concentraciones de 500 y 250 pg/mL. Esto
puede deberse a que en ambas fracciones se encuentran proteinas responsables de
esta actividad, ya que como se observa en el patron electroforético son muchas las
proteinas que se comparten, siendo tal vez alguna de ellas la responsable de dicho

efecto.
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Fraccion 1
100+ a

Proliferacion celular (%)

Medio PBS Cisplati 500 250 125
Concentracién en pg/mL

Figura 5. Actividad antiproliferativa de la fraccion 1 obtenida por
cromatografia de filtracion en gel G-25. La proliferacion celular se evalud a las 48
h posteriores a la adicion de la fraccion. En la grafica se muestran los porcentajes de
proliferacion para cada una de las concentraciones que se utilizaron para realizar los

ensayos. Las letras diferentes representan una diferencia significativa (P < 0.05).
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Fraccion 2

100 a

Proliferacion celular (%)

Medio PBS Cisplati 500 250 125
Concentracion en pg/mL

Figura 6. Actividad antiproliferativa de la fraccion 2.

La proliferacion celular se evaluo a las 48 h posteriores a la adicion de la fraccion.

En la grafica se muestran los porcentajes de proliferacion para cada una de las

concentraciones que se utilizaron para realizar los ensayos. Las letras diferentes

representan una diferencia significativa (P < 0.05).
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Fraccion 3

1004 a 4

Proliferacion celular (%)

Medio PBS Cisplati 500 250 125
Concentracién en pg/mL

Figura 7. Actividad antiproliferativa de la fraccion 3.

La proliferacion celular se evalud a las 48 h posteriores a la adicion de la fraccion.
En la grafica se muestran los porcentajes de proliferacion para cada una de las
concentraciones que se utilizaron para realizar los ensayos. Las letras diferentes

representan una diferencia significativa (P < 0.05).
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Las fracciones obtenidas de cromatografia de filtracion en gel que fueron
evaluadas en su actividad antiproliferativa, arrojaron diferentes resultados de
inhibicion de la proliferacion celular. Se utilizd la fraccion 1 para realizar la
separacion con una membrana con limite de exclusion de 30 kDa, ya que tuvo una
maxima actividad a 500 pg/mL, con un 41 % de inhibicion de la proliferacion
celular. Estadisticamente se observo que la fraccion 1 y 2 tuvieron un efecto similar,
sin embargo, la separacion por membrana se realizd previamente al andlisis

estadistico.

Las fracciones obtenidas mediante la separacion por membrana fueron
evaluadas en cuanto a su actividad como se mencion6 anteriormente, teniendo ambas
fracciones una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los controles
(P <0.05). La fraccion de proteinas mayores a 30 kDa fue la que mostré actividad en
la inhibiciéon de la proliferacion celular de 36 %, mientras que la fraccion de

proteinas menores a 30 kDa mostr6 una inhibicion de 14 % (Figura 8).

La figura 8 muestra el efecto antiproliferativo de la fraccion que contiene
proteinas mayores a 30 kDa teniendo un efecto antiproliferativo significativo (P <
0.05) en comparacion con los controles; el mayor efecto observado fue a la
concentracion de 1000 pg/mL observado graficamente, sin embargo, la prueba de
Tukey-Kramer no muestra diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
sobre la proliferacion entre las concentraciones a 1000 pg/mL y 500 ug/mL, pero si
se observan diferencias entre la concentracion de 1000 pg/mL, 250 pg/mL y 125
ug/mL. Asi también la concentraciones de 500 pg/mL y 250 pg/mL muestran una
actividad similar, mientras que la concentracion de 500 ng/mL exhibe diferencias en
el efecto con respecto a la de 125 pg/mL; por el contrario, entre las concentraciones
de 250 pg/mL y 125 pg/mL no se aprecia una diferencia estadisticamente

significativa.

La fraccion con proteinas menores a 30 kDa no mostréd diferencias
significativas entre las concentraciones que se utilizaron para los ensayos, por lo cual

el efecto fue el mismo para todas las concentraciones.
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La fraccion que contiene las proteinas mayores a 30 kDa muestra mayor
actividad presenta alrededor de 10 proteinas diferentes observadas en el patron
electroforético. Segun Rabbani y col. (2008) las proteinas responsables de actividad
antiangiogénica presentan masas moleculares pequenias (aproximadamente 10 kDa)
en cartilago de tiburén, mientras que en estomago de tiburon no se ha reportado a la

fecha algun efecto obtenido por proteinas de este tejido.
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Concentracion en pg/mL

Figura 8. Actividad antiproliferativa de las fracciones obtenidas por filtracion
en membrana de 30 kDa. La proliferacion celular se evaluo a las 48 h posteriores a
la adicion de las fracciones. En la grafica se muestran los porcentajes de
proliferacion para cada una de las concentraciones utilizadas. En el panel superior se
muestra la fraccion de proteinas menores a 30 kDa. En la gréafica inferior se muestra
fraccion de proteinas mayores a 30 kDa, Las letras diferentes representan una

diferencia significativa (P < 0.05)
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Efecto Sobre la Viabilidad Celular

Este ensayo se realizo debido a que la inhibicion de la proliferacion no fue
mayor del 50 %. De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de
proliferacion se utilizé la fraccion 1 obtenida por filtracion en gel, a la concentracion
de 500 pug/mL para realizar las pruebas de viabilidad. Una vez incubadas las células
HeLa por 48 h, se contaron las células con azul de tripan (colorante supra vital que
tiie células muertas), esta prueba mostr6 que las células eran viables
aproximadamente en un 98 % con respecto a las células que fueron cultivadas solo

con medio (control de crecimiento normal de la linea celular HeLa).

Este resultado se puede deber a que las proteinas de la fraccion 1 no matan a
las células, solo retrasan su crecimiento; posiblemente este efecto se deba a la accion
sobre alguna de las fases de mitosis en la célula, ya que al cultivar en DMEM al 10
% con suero fetal bovino, estas células sin presencia de la fraccion 1 su crecimiento
siguid ligeramente retrasado. Estas células, en ausencia de la fraccion 1, recuperan su
crecimiento normal al ser cultivadas solo con medio, por lo que creemos que el
efecto de la fraccion 1 solo es retrasar su crecimiento, pero desconocemos el

mecanismo de accion para lograr este efecto.

Muchos son los compuestos cuyo efecto es arrestar el ciclo celular, ya sea
llevando a la célula a una fase hipomitogénica o en una hipermitogénica, actuando en
alguna de las fases (Go, G1, G2, etc). Se sabe, que la célula una vez que se encuentra
arrestada no se puede mantener indefinidamente en ese estado, por que en ultima
instancia la célula morira o saldra de la mitosis sin dividirse pero bajo los efectos del

estrés celular generado en el proceso (Blagosklonny, 2003; Blagosklonny, 2007).
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CONCLUSIONES

Las fracciones proteicas obtenidas en la cromatografia de filtracion en gel

mostraron un efecto antiproliferativo sobre la linea celular HeLa.

El mayor efecto antiproliferativo se obtuvo con la fraccion 1 sobre la linea
celular HeLa a la concentracion de 500 pg/mL. con un 41 % de inhibicion de
la proliferacion y la fraccion 2 mostrd una actividad a la misma concentracion

con un 36 % de proliferacion, este efecto fue significativo (P < 0.05).

La fraccion de proteinas mayores a 30 kDa, obtenidas de la fraccion 1 de
filtracion en gel, mostré actividad antiproliferativa, con un 36 % de inhibicion
de la proliferacion celular, mientras que la fraccion de proteinas menores a 30

kDa mostrd una actividad de 17 % de inhibicion.

El efecto de las proteinas de la fraccion 1 obtenida de filtracion en gel, sobre
la linea celular Hela, fue solo retrasar su crecimiento, las células continuaron
viables y fueron capaces de crecer y recuperar su velocidad de crecimiento al

cultivarlas sin la fraccion 1.
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RECOMENDACIONES

La fraccion de proteinas mayores a 30 kDa presenta alrededor de 10 bandas
de proteinas, por lo que se recomienda realizar mas experimentos de
purificacion conocer a la proteina responsable de la actividad.

Realizar una tabla de purificacion.

Obtener extractos proteicos con solventes de diferente polaridad

Realizar estudios sobre el mecanismo de accion para retardar la proliferacion
celular, como pudiera ser las interacciones entre las proteinas responsables de

la actividad antiproliferativa y los posibles blancos.

Realizar ensayos de actividad antibacteriana, antifiingica, etc.
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