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Resumen:

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. La diseminacién de células cancerosas desde el
tumor primario (metastasis) es la principal causa de mortalidad en estos pacientes. Las células metastasicas pasan por cuatro
procesos esenciales: desprendimiento, migracién, invasién y adhesién celular.

En el nordeste argentino, Bothrops alternatus (yarard grande) es una de las especies de serpientes mas distribuidas. Entre los
componentes principales de su veneno se encuentran las fosfolipasas A2 (PLA2). Previamente se ha logrado aislar y caracterizar
una PLA2 acidica de este veneno que demostrd no ser miotéxica in vivo o in vitro. El hecho de que esta toxina acidica aislada del
veneno de yarara grande no sea citotdxica per se y la potencial unién con integrinas alfa v beta 3, demostrada por estudios teéricos
in silico, hicieron de esta toxina un blanco interesante para evaluar su potencial efecto inhibitorio sobre la adhesién de células
tumorales de la linea LM3. Para ello en primer lugar se aisl6 una PLA2 acidica del veneno de Bothrops alternatus (30mg) mediante
dos etapas cromatogréaficas, una cromatografia de intercambio iénico (DEAE) y una segunda cromatografia de exclusién molecular
(Sephadex G-75). Ensayos de actividad proteolitica, actividad hemolitica indirecta y SDS-PAGE se realizaron para control de su
pureza. Una vez obtenida la enzima, se evalud su citotoxicidad (3h - 95, 190 y 380 pg/mL) sobre las células de la linea tumoral LM3
en DMEM-5% SFB a 37°C-5% CO2. Para el ensayo de inhibicién de la adhesién, las células fueron pre-incubadas por 30 min a
37°C con las concentraciones no-citotéxicas de la PLA2 o en medio de cultivo (control) y sembradas en placas de 96 wells. Luego de
1.5h, las células no adheridas fueron removidas con un lavado suave con buffer fosfato. Las células adheridas fueron fijadas y
coloreadas con el colorante cristal violeta. El porcentaje de adhesién fue determinado por comparacién de las absorbancias leidas
(620nm) con las del promedio de los controles, considerado como 100% de adhesion.

Los resultados mostraron que, en primer lugar se logré aislar una PLA2 acidica del veneno de B. alternatus de aproximadamente 28
KDa. A los tiempos y concentraciones ensayadas no evidencid ser citotéxica sobre las células de la linea LM3. Utilizando estas
concentraciones no citotdxicas, demostrd inhibir la adhesién celular de forma dosis dependiente. La disminucidén en la adhesién se
observé a partir de concentraciones superiores a 190 pyg/mL, inhibiendo en aproximadamente un 40% este proceso celular con la
méaxima dosis ensayada (380 pg/mL).

En conclusién, la fosfolipasa A2 (PLA2) acidica aislada del veneno de Bothrops alternatus (yarara grande) inhibe la adhesién de
células tumorales in vitro de manera dosis dependiente. Si bien es necesario realizar mas estudios, estos hallazgos sugieren el uso
potencial de esta toxina como prototipo de droga con efecto antitumoral.
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