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RESUMEN

La mayoria de los canceres se caracterizan por procesos de multiples pasos que involucran muchas
anomalias genéticas, cada una de las cuales contribuye a la pérdida del control de la proliferacion y diferen-
ciacion celulares, y a la adquisicion de capacidades como la invasion histica, el potencial de metastasis y la
angiogénesis. El proceso de metastasis comienza con el desprendimiento y migracion de células a diferentes
sitios a través de vasos sanguineos/linfaticos para luego adherirse e invadir un sitio distal. Por lo tanto, com-
prender los mecanismos bioldgicos que impulsan la migracion y adhesion de las células cancerosas y disefiar
medicamentos para combatirlos constituyen las necesidades actuales en oncologia.

La capacidad de algunas toxinas de veneno de serpiente para causar toxicidad se asocia con su alta
especificidad y afinidad por células y tejidos. A pesar de sus efectos toxicolégicos, varias proteinas y péptidos
aislados de venenos ofidicos han demostrado tener aplicaciones practicas como agentes farmacéuticos. En
este sentido varias fosfolipasas A2 (PLA2s) han evidenciado poseer propiedades anti-tumorales. En el pre-
sente trabajo, se logré aislar y purificar por técnicas cromatograficas de intercambio iénico y exclusion
molecular, una enzima del tipo PLA2 del veneno Bothrops diporus de la regién nordeste de Argentina. Se
estudio su actividad citotoxica sobre células tumorales de la linea LM3 demostrando un efecto dosis
dependiente. Por otro lado, se evalué el potencial efecto de esta enzima sobre la adhesion y migracion celular.
Para ello, se utilizaron concentraciones que demostraron no ser citotéxicas para las células a las 3 y 24h de
incubacion.

Los resultados mostraron que la adhesion celular fue inhibida de forma proporcional al aumento de la
concentracion de la enzima al que fueron expuestas las células. Asi, con 10 pg/mL de PLA2, la adhesién se
inhibi6 en un 60% y con la dosis méas baja (1,25 pg/mL) en un 20%. De forma similar, a través de dos métodos
diferentes (cierre de la herida e insertos transwell) se demostr6 que la migracion de las células tumorales fue
inhibida en presencia de la toxina ofidica. Nuevamente este proceso dependié de la dosis de la PLA2 con la
gue se incubaron las células, siendo el efecto inhibitorio de aproximadamente un 56% para 0,25 pg/mL y de
13% para 0,125 pg/mL. Estos resultados sugieren que estas moléculas pueden ser un nuevo prototipo de
agentes anticancerigenos y proporcionan nuevos conocimientos moleculares y biolégicos sobre el desarrollo

de fArmacos contra el cancer.
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1. INTRODUCCION
1.1. Bothrops diporus (Cope, 1862). Descripcidn, taxonomia y distribucion.

Las serpientes venenosas de mayor importancia médica en nuestro pais pertenecen a tres géneros,
Crotalus, Micrurus y Bothrops, siendo las especies Bothrops alternatus y Bothrops diporus (de interés en este
trabajo) responsables de alrededor del 98% de los accidentes por envenenamiento (de Titto et al., 2017).

Bothrops diporus (Cope, 1862), cominmente conocida como "yarara chica" es un vipérido considerado
anteriormente una subespecie dentro del complejo B. neuwiedi. Sin embargo, luego de una revision de la
sistematica se elevé a B. diporus a nivel de especie (da Silva y Rodrigues, 2008).

Mide entre setenta centimetros y un metro de longitud. Posee coloracion dorsal parduzco-rojiza, en la
gue se destacan usualmente grandes manchas regulares marrones, muy oscuras, de aspecto trapezoidal o
semilunar bordeadas de blanco. En la cabeza hay dibujos caracteristicos formados por estrias marrones dis-
puestas groseramente en herradura en la region posterior nucal, prolongandose hacia el cuello y casi en forma
de anillo sobre el hocico. La faz ventral es blanquecina con pigmentos, moderadamente oscura en las suturas
de las escamas (Figura 1.1.) (Scrocchi, 2006).

Figura 1.1. Bothrops diporus (Cope, 1862)

Esta serpiente se encuentra distribuida desde el suroeste de Brasil a través de Paraguay hasta la region
del nordeste y centro de la Argentina que incluye a Catamarca, Coérdoba, Corrientes, Chaco, Entre Rios,
Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Rio Negro, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe,
Santiago del Estero y Tucuman llegando hasta el sur en el Norte de la Patagonia (Figural.2.) (de Oliveira et
al., 2011).
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Figura 1.2. Distribucion de las serpientes del género B. diporus en Argentina (de Oliveira et al. 2011).

1.2. Composicién proteica del veneno de B. diporus. Fosfolipasas Az (PLA2S).

La mayoria de los componentes toxicos y biolégicamente activos de los venenos de serpiente, son
proteinas. Trabajos previos han demostrado que aproximadamente el 90% del peso seco (~25%) de la ma-
yoria de estos venenos consiste en material proteico. La porcién no proteica del veneno es una cantidad
mucho menor y, en general, bioldgicamente menos activa que incluye iones metélicos, aniones inorganicos y
algunas moléculas organicas pequefias como péptidos, lipidos, nucleésidos, carbohidratos y aminas (Bieber,
1979).

Los estudios protedmicos de venenos de serpientes han revelado la existencia de una gran cantidad
de proteinas que se pueden clasificar en un ndmero limitado de familias (Calvete, 2011). En particular, el
proteoma del veneno de B. diporus comprende toxinas que pertenecen a catorce familias de proteinas princi-
palmente representadas por fosfolipasas A2 (PLA2), metaloproteasas del tipo Pl y Pl (SVMP), péptidos po-
tenciadores de bradiquinina (VAP), L-aminoacido oxidasas (LAO) y serino proteasas (SVSP) (Figura 1.3.)
(Gay et al., 2015).

% 7,4
DC(L,4%) PDF;'(1,6/) LAO (7,4%)

CTL (2,9%)

PIlI-SVMP (19,5%)

VAP (15,9%)
PI-SVMP (14,7%)

PLB (0,3%)
QC (0,1%)

5'NT (1,1%)

Figura 1.3. Composicion proteica relativa del veneno de B. diporus (en % del total de proteinas del veneno) (Gay et al., 2015).
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Las fosfolipasas A2 (PLA2; EC 3.1.1.4) son una familia de enzimas que hidrolizan el enlace éster sn-2
de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos, principalmente el acido araquidénico y lisofosfolipidos
(Pereanez et al., 2009). Estan ampliamente distribuidas en secreciones pancreaticas, exudados inflamatorios
y venenos de artrépodos y serpientes (Dennis, 1994). Numerosas PLA: han sido aisladas de los venenos de
serpientes (Gutierrez y Lomonte, 2013). Estas enzimas pueden ser acidas 6 bésicas, son variantes
cataliticamente activas, cuando poseen el aminoacido acido aspartico en la posicion 49 de su secuencia
aminoacidica (Asp-49) 6 sus homdlogas cataliticamente inactivas, cuando se encuentra una lisina en esa
misma posicion (Lys-49) (Gutiérrez y Lomonte, 1995).

A pesar de tener una estructura tridimensional similar, las PLA2s ejercen una sorprendente variedad de
actividades toxicas y farmacoldgicas que incluyen efectos neurotdxicos, miotéxicos, hemoliticos, edematosos,
hiperalgésicos, proinflamatorios, hipotensivos, inhibidores de la agregacion plaguetaria, anticoagulantes y
citotéxicos (Gutierrez y Lomonte, 2013). Sin embargo, ademas de estos efectos fisiopatoldgicos, poseen
potencial terapéutico debido a sus actividades antimicrobiana, anti-plaquetaria, anti-parasitaria e hipotensiva
(Santos-Filho et al., 2008; Chaisakul et al., 2014; Almeida et al., 2016; Borges et al., 2016).

Los modelos de cultivo celular han sido ampliamente utilizados para dilucidar los mecanismos de dafio
citotoxico de los venenos de serpientes y sus principales componentes. En este sentido, las PLA>s aisladas
de diferentes especies ofidicas se han estudiado sobre una gran variedad de lineas celulares en cultivo
demostrando un amplio espectro de citotoxicidad (Bruses et al., 1993; Lomonte et al., 1994a; Lomonte et al.,
1994b; Lomonte et al., 1999; Andriao-Escarso et al., 2000; Mora et al., 2005; Damico et al., 2007; Villalobos
et al., 2007; Gutiérrez et al., 2008; Perumal Samy et al., 2008).

1.3. Cancer y metastasis. Efectos sobre la adhesion y migracién celular.

«Céancer» es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar
a cualquier parte del organismo; también se habla de «tumores malignos» o «neoplasias malignas». Una
caracteristica definitoria del cAncer es la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas all4
de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, un
proceso que se denomina «metastasis» (WHO, 2018). Esta diseminacién de células cancerosas desde el
tumor primario es la principal causa de mortalidad en pacientes con cancer (Andrade Carvalho et al., 2013) y
constituye la segunda causa de mortalidad en nuestro pais después de las enfermedades cardiovasculares
segun los datos del Instituto Nacional de Cancer (INC, 2019).

La comprension de los eventos que transforman una célula normal en una célula cancerosa ha
provocado el desarrollo de nuevas terapias que estan disefiadas para tratar un gen critico o una ruta biolégica
determinada (Calderon et al., 2014). Por lo tanto, la bisqueda de nuevos farmacos activos para la terapia del
cancer es uno de los objetivos principales en la investigacion biotecnolégica.

El proceso de metastasis comienza con el desprendimiento y desplazamiento de células a diferentes
sitios a través de vasos sanguineos/linfaticos para luego asentarse y crecer en un sitio distal. Durante este
proceso, las células metastasicas pasan por cuatro procesos esenciales: desprendimiento, migracion,

invasion y adhesién (Lee et al., 2003).
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La adhesion celular juega un papel integral en la comunicacion y regulacioén celular, y es de importan-
cia fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos. Se la define como la capacidad de una sola
célula para adherirse a otra célula o a la matriz extracelular. Ademas, permite que las células se puedan mover
en o entre los tejidos, primero perdiendo la adhesion que las mantiene fijas y posteriormente exponiendo otras
moléculas que permitan crear puntos de anclaje y arrastrar el citoplasma en la direccién del movimiento.

Hay diferentes tipos de moléculas que intervienen en la adhesién, aquellas que participan en la unién
de la célula a la matriz extracelular y aquellas que establecen uniones directas entre dos células contiguas.
Las integrinas son las moléculas mas importantes en la adhesién de la célula a la matriz extracelular. Son una
gran familia de proteinas transmembrana presentes en practicamente todos los animales y estructuralmente
estan formadas por dos subunidades (alfa y beta). Por otro lado, las moléculas que intervienen en la adhesién
entre células son de cuatro tipos: cadherinas, inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas (Luo
et al., 2007).

El estudio de la adhesion celular ha sido ampliamente explorado en los campos de la biologia celular y
la biomédica. Los cambios en la adhesion celular pueden ser el evento definitorio en una amplia gama de
enfermedades, incluido el cancer. Las células tumorales se caracterizan por cambios en la adhesividad que
pueden estar relacionadas con el potencial invasivo y metastésico (Figura 1.4.) (Khalili y Ahmad, 2015).

Como ya hemos mencionado previamente, el cancer mata a los pacientes esencialmente debido a la
naturaleza migratoria de sus células. De hecho, esta bien establecido que la migracion celular juega un
papel fundamental en la dispersion, invasion de tejidos y la metéstasis (Figura 1.4.) (Debeir et al., 2008). Por
lo tanto, comprender los mecanismos biolégicos que impulsan la migracién de las células cancerosas y dise-

fiar medicamentos anti-migratorios para combatirlos constituyen las necesidades actuales en oncologia.

Figura 1.4. Metastasis tumoral: Las células de tumores primarias se separan, viajan por el torrente sanguineo o linfatico por intravasa-
cién, diseminacion, adhesion, migracion e invasion, proliferacion y angiogénesis, formando metastasis tumorales en tejidos secunda-
rios. (Ishikane y Takahashi-Yanaga, 2018).

1.4. Uso potencial de componentes aislados de venenos de serpiente en el tratamiento del cancer.

Muchas de las drogas oncoldgicas derivan de la extraccion y purificacion de toxinas o metabolitos
secundarios procedentes de microorganismos, plantas y animales.

La capacidad de algunas toxinas de veneno de serpiente para causar toxicidad se asocia con su alta
especificidad y afinidad por células y tejidos. A pesar de sus efectos toxicologicos, varias proteinas y péptidos
aislados de venenos ofidicos han demostrado aplicaciones practicas como agentes farmacéuticos (Vyas et
al., 2013).
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Se ha demostrado previamente sobre modelos in vitro que algunas PLA2s ofidicas poseen propiedades
anti-tumorales y anti-angiogénicas. Asi, podemos mencionar como ejemplos, el potencial antitumoral de dos
fosfolipasas aisladas del veneno de Bothrops jararacussu, una miotoxina basica (Prinholato da Silva et al.,
2015) y una PLA: acida (Roberto et al., 2004); una PLA> del tipo Lys49 (BnSP6) del veneno de Bothrops
pauloensis (Azevedo et al., 2016a) y una PLA: (Drs-PLA2) del veneno de Daboia russelii siamensis (Khunsap
et al., 2011), entre otras.

Es interesante sefialar el efecto antitumoral de una PLA: acidica del veneno de Macrovipera lebetina
transmediterranea denominada MVL-PLA>. Esta toxina resultdé no ser citotdxica hasta concentraciones de 2
MM e inhibir completamente la adhesion y migracion de varias lineas celulares tumorales humanas (Bazaa et
al., 2009). Del mismo modo, dos PLA2s no tdxicas purificadas del veneno de Cerastes cerastes inhibieron la
adhesién y migracion celular de una linea de fibrosarcoma (HT1080) (Zouari-Kessentini et al., 2009).

También se ha publicado sobre el efecto antitumoral de péptidos sintéticos derivados de PLA2s, como
los obtenidos de los venenos de Agkistrodon piscivorus piscivoru y Bothrops asper (Araya y Lomonte, 2007).

Previamente, se ha estandarizado el aislamiento de una PLA:2 basica del veneno de Bothrops dipo-
rus del nordeste argentino (NEA) y se demostrd su efecto citotoxico sobre la linea tumoral LM3 (Matzner
Perfumo et al., 2014; Matzner Perfumo et al., 2016).

1.5. Propuesta de Trabajo Final de Graduacién
Debido a todo lo expuesto, se propuso en este plan de trabajo el estudio del potencial efecto sobre la
adhesion y migracion de celulas tumorales de una fosfolipasa Az bésica aislada del veneno de B. diporus de

la region nordeste de Argentina.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General:

- Estudiar el potencial efecto de una fosfolipasa A2 (PLA2) bésica aislada del veneno de Bothrops
diporus (yarara chica) (Cope, 1862), sobre la adhesion y migracién de células tumorales de la linea celular
LM3.

2.2. Objetivos Especificos:

- Evaluar los efectos sobre la adhesion celular de la PLA2 basica aislada del veneno de Bothrops
diporus, en células epiteliales mamarias murinas tumorales de la linea celular LM3.

- Estudiar la migracion de las células de la linea LM3 al ser expuestas a una PLA2 basica aislada del

veneno de Bothrops diporus.

3. HIPOTESIS
La fosfolipasa A2 basica aislada del veneno de Bothrops diporus (Cope, 1862), inhibe la adhesion y

migracion de células tumorales in vitro.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Veneno

Se trabaj6 con un pool de venenos de especimenes adultos de ambos sexos de B. diporus
proporcionado por el Centro de Produccién de Suero Antiofidico (CEPSAN) del Ministerio de Produccién de
la Provincia de Corrientes. El mismo fué desecado, homogeneizado y conservado en freezer a —20°C hasta

el momento de ser utilizado en los ensayos.

4.2. Aislamiento y purificaciéon de la enzima fosfolipasa Az (PLA))

El aislamiento y purificacion de la enzima PLA: se llevd a cabo en dos etapas. La primera consistio en
una cromatografia de intercambio i6nico (Sulfopropil-celulosa, 35 mg de veneno disueltos en 500 pL de buffer
Tris-HCI 20 mM, pH 8). Se recolectod la fraccién proteica unida a la columna (basica/carga positiva) utilizando
el mismo buffer con el agregado de NaCl 0,5M para aumentar la fuerza idnica, posteriormente se concentrd
hasta obtener un volumen de 800 puL y se sembrd en una columna cromatografica de exclusion molecular
(Sephadex G75) equilibrada y eluida con buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7. El perfil proteico de elusién se
determind a través de la medida de la absorbancia a 280 nm y a cada fraccion se le ensay6 la actividad
hemolitica indirecta y la actividad proteolitica. Los tubos que contenian la proteina de interés se mezclaron en

un pool, se concentraron y se mantuvieron a —20°C.

4.2.1. Actividad hemolitica indirecta — Actividad fosfolipasica

La deteccién y cuantificacion de la actividad fosfolipasica se llevo a cabo por hemdlisis radial indirecta.
Brevemente, los eritrocitos de carnero y la fosfatidilcolina se incorporaron en un gel de agar (22 mL), 10 pL
de cada fraccién se agregaron a pocillos abiertos en el gel, de manera que se produjo una difusion radial. Se
incub6é en cdmara humeda a 37°C durante 20 horas. Al cabo de este tiempo, se leyé el diametro del halo de

hemodlisis, el cual guardo6 relacién con la actividad fosfolipasa A2 (Gutiérrez et al., 1988).

4.2.2. Ausencia de actividad proteolitica.

La actividad proteolitica se estudié usando azocaseina como sustrato, el cual fue incubado con las
fracciones por 90 minutos a 37 °C, seguida desproteinizacion (con acido tricloroacético). Se realizd una
segunda incubacion por 30 minutos a 37 °C y finalmente los tubos fueron centrifugados a 13.000 rpm por 10
minutos. Se midio la absorbancia del sobrenadante en medio alcalino a 450 nm, conteniendo los productos

de la protedlisis. El incremento de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad proteolitica.
4.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)
Se realizé en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), usando 15% de gel de poliacrilamida

en condiciones reducidas. Los geles fueron coloreados con Coomassie Blue (Laemmli, 1970).

4. 3. Cultivo celular
4.3.1. Linea LM3;

10



Trabajo Final de Graduacién 2019— Sasovsky Daniela

Se utilizé la linea celular LM3 (CVCL_D269) proveniente de un neoplasma maligno de glandula
mamaria murina. Tejido: tumor epitelial mamario murino. Cepa: BALB/c. Tipo celular: celulas epiteliales

tumorales (Urtreger et al., 2001).

4.3.2. Mantenimiento de los cultivos

Lalinea celular se mantuvo en Dulbecco's minimum essential medium (DMEM) (GIBCO-Invitrogen) con
el agregado de 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (GIBCO-Invitrogen), L-Glutamina (29,2
mg/mL), Penicilina (10,000 unidades/mL) y Estreptomicina (10,000 pg/mL) (GIBCO-Invitrogen) como
antibioticos.

4.3.3. Subcultivos celulares

El subcultivo celular permitié controlar la densidad del indculo inicial que asegura que se trabajé en
condiciones de crecimiento Optimas. Para ello, se elimind el medio de cultivo y se cubrié la monocapa con
cantidad suficiente de Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen) y se incub6 durante 3-5 minutos a 37°C. Una
vez que la monocapa se despegd, se agrego suero fetal bovino para inactivar la enzima. Luego del recuento
celular con azul de tripan, entre 0,5 - 1x10° cél/mL se sembraron en placas o frascos estériles rotulando: linea,

pasaje, medio y fecha correspondientes. Se incub6 a 37 °C y 5% de COo..

4.4. Ensayos de Citotoxicidad

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron las células obtenidas de monocapas subconfluentes.
Las células resuspendidas se sembraron en placas de 96 pocillos, 2,0-2,5x10* células por pocillo, en el mismo
medio de crecimiento (DMEM-SFB 5%). Al alcanzar la monocapa un 80% de confluencia, se retiré el medio
de cultivo y diferentes concentraciones (1,5-500 o 0,125-5 uyg/mL) de PLA: diluidas en el medio de cultivo
suplementado con 5% de SFB fueron adicionadas a las células en cultivo (200 pL/pocillo). Luego de 3 o 24
horas de incubacién a 37°C y 5% de CO2 en atmosfera hiumeda, la viabilidad celular se cuantifico por tincién
con el colorante Cristal violeta. La citotoxicidad se evalué por comparacion de las absorbancias resultantes
de los pocillos con tratamiento, con la absorbancia promedio de los pocillos utilizados como control (sin
tratamiento, considerados como 100% de viabilidad) y fueron expresados como porcentaje de viabilidad
celular. Los cambios morfologicos inducidos se observaron por microscopia de contraste de fases y se cap-
turaron imagenes con camara digital. Los experimentos se realizaron por triplicado en al menos tres ensayos

independientes (Bustillo et al., 2012).

4.5. Ensayo de Adhesidn celular

Brevemente, se incubd una mezcla (1:1) de suspension de células de la linea LM3 (3x10%cel/mL,
DMEM-SFB 5%) y la PLA2 a ensayar en concentraciones no-citotoxicas (segun item 4.4.), durante 30 minutos
a 37°C. Estas mezclas se sembraron en la placa de 96 pocillos (100uL/pocillo) y se incubaron 90 minutos a
37 °C y 5% de CO.. Se eliminaron las células no adheridas por lavado suave con PBS y se evalu6 la adhesién
utilizando el método de Cristal violeta. Se consideré como 100% de adherencia, los ensayos en los que las

células se incubaron solo con el medio de cultivo (Paludo et al., 2006).
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4.6. Ensayos de Migracién celular.
4.6.1. Método de “Wound-healing”.

La migracion celular se evalud utilizando el ensayo de cicatrizacién de la herida o “wound healing”. Se
cultivaron las células de la linea LM3 en placas de 6 pocillos (1x10° cél/well) durante 24 horas. Una vez
obtenida la monocapa celular en aproximadamente 90% de confluencia, se realizaron heridas con la punta
de un tip estéril y las células flotantes se eliminaron lavando dos veces con PBS. Luego se adicionaron
concentraciones sub-citotoxicas de la toxina aislada (0,125 y 0,25 pg/mL) y se incubaron durante 24 horas a
37 °C y 5% de CO2. La migracion celular hacia la superficie de la herida fue determinada bajo un microscopio
invertido. Se realizaron registros fotogréaficos y se calcularon los porcentajes de cierre de la herida (ancho de
la herida en tiempo 0 h - ancho de la herida en el momento 24h) / (ancho del tiempo de la herida 0 h) x 100
(Bustillo et al., 2019).

4.6.2. Método de migracion a través de insertos “transwell”.

Este método se realizé también para evaluar la capacidad de migracion de las células de la linea LM3
frente a la PLA. Las células se sembraron dentro de insertos Biofil™ (8 um) para 24 wells junto con la enzima
(0,125 y 0,25 pg/mL) en medio de cultivo sin suplemento de SFB. En el pocillo inferior se coloc6 medio de
cultivo suplementado con 5% SFB. Luego se incub6 por 24 horas a 37 °C en atmdésfera hiumeda y CO: al 5%.
Al final de laincubacion, las células que migraron se fijaron y cuantificaron a través del método con el colorante
Cristal violeta. Cada experimento se realizd por triplicado. Los resultados se reportaron como el indice de
migracién en comparacién al control de células cultivadas Unicamente en presencia de medio de cultivo
(Debeir et al., 2008).

4.7. Analisis Estadistico

Cada uno de los ensayos se realizo por triplicado. Los resultados de las diferentes determinaciones se
expresaron como la media +DS. Las diferencias entre grupos se valoraron mediante Anova univariado (One
way ANOVA) de una via seguido por la prueba de Tuckey (HSD) para comparar multiples grupos frente a un
grupo control utilizando el software Statistix (Version 3.5). Un valor de p<0,05 se consider6 estadisticamente

significativo.

5. RESULTADOS
5.1. Aislamiento y purificacién de la fosfolipasa Az (PLA2) del veneno de B. diporus.

La primera etapa cromatografica de intercambio i6nico (Sulfopropil-celulosa) permitié separar y con-
centrar la fraccion proteica con carga positiva 0 basica del veneno de B. diporus para una posterior etapa de
la purificacién (Figura 5.1.). Este segundo paso consistié en una cromatografia de exclusién molecular (Sep-
hadex G-75) que mostrd el perfil que se observa en la Figura 5.2. Si bien todas las fracciones obtenidas
presentaron actividad hemolitica indirecta (Figura 5.2. —flecha doble), se selecciond el ultimo pico proteico por
ser el nico con ausencia de actividad proteolitica, indicando que no habia proteasas presentes. Estas frac-
ciones fueron concentradas y se evalud la pureza de la enzima por SDS-PAGE, bajo condiciones reductoras,

observandose una sola banda homogénea con un peso molecular de ~14 kDa.
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Figura 5.1. Cromatografia de Intercambio l6nico (SP) del veneno de B. diporus (35 mg/mL), equilibrada con Buffer Tris HCI 20mM y luego
eluido por aumento de la concentracién de NaCl (0,5M). Todos los picos mostraron actividad hemolitica y proteolitica. (*) Fraccion proteica

bésica, con carga positiva al pH del trabajo.
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Figura 5.2. Cromatografia de exclusién molecular (Sephadex G-75) de la fraccién obtenida por intercambio i6nico (*). Elucién con Buffer
Tris HCI 20 mM. La doble flecha indica fracciones con actividad hemolitica. El eje secundario indica actividad proteolitica. El pico de PLA;
escogido posee actividad hemolitica y no posee actividad proteolitica (flecha). Inserto: SDS-PAGE: calle 1: MPM, calle2: PLA,; (~14KDa)

condiciones reductoras.

5.2. Citotoxicidad de la PLA2> de B. diporus.

La PLA: basica aislada del veneno de Bothrops diporus evidencié un efecto citotdxico dosis depen-
diente sobre la linea LM3 luego de 3 horas de incubacion a 37°C y 5% de CO.. La viabilidad celular disminuy6
aproximadamente un 10% cuando las células fueron expuestas a la mayor concentracion ensayada
(500ug/mL) (Figura 5.3.). Dosis intermedias de la enzima, 15,625 a 250 pg/mL, inhibieron la viabilidad de las
células entre un 10 a un 30%, y, por Ultimo, expuestas a 10 pg/mL ya no mostraron diferencias significativas
con respecto al control (100% de viabilidad celular). Estos resultados permitieron definir que la enzima PLA2
de B. diporus no resulta citotéxica en dosis menores a 10 pg/mL sobre las células de la linea LM3 cuando son

expuestas durante 3 horas.
13
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Figura 5.3. Actividad citotoxica de PLA, de Bothrops diporus (10-500 ug/mL) sobre la linea celular tumoral LM3 luego de 3 horas de
exposicién. La media del grupo de control, tratado con medio solo, se tom6 como el 100% de la viabilidad celular. Los datos (media +SD)

son representativos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p <0,05: PLA,; vs grupo control.

Los cambios morfoldgicos inducidos por las diferentes concentraciones de la enzima se muestran en
la Figura 5.4. En los pocillos correspondientes al control y a la menor dosis ensayada (10 ug/mL), las células
gue no muestran efectos citotoxicos, se observan con morfologia poliédrica normal y cubriendo en un 95-
100% la superficie de cultivo. Sin embargo, a dosis mas altas (como por €j. 31,25 y 250 ug/mL), las células

empiezan a redondearse y desprenderse observandose areas libres en la monocapa celular (Figura 5.4.)

CONTROL
% :
¥

Figura 5.4. Observacion morfolgica por microscopia de contraste de fases de los cambios inducidos por la enzima PLA; del veneno de

B. diporus sobre la linea LM3

Para la seleccién de las dosis apropiadas para la realizacion de los ensayos de migracion celular, se
determind ademas la citotoxicidad incubando las células en presencia de la PLA2 por 24 horas.
Se evaluaron concentraciones de la enzima desde 0,125 a 5 pg/mL. Las dosis que no mostraron acti-

vidad citotéxica fueron aquellas menores a 0,25 pg/mL.
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Figura 5.4. Actividad citotéxica de PLA, de Bothrops diporus (0,125-5 pg/mL) sobre la linea celular tumoral LM3 luego de 24 horas de
exposicion. La media del grupo de control, tratado con medio solo, se tomé como el 100% de la viabilidad celular. Los datos (media £SD)

son representativos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p <0,05: PLA; vs grupo control.

5.3. Inhibicién de la adhesion celular

En este ensayo, al pre-incubar las células con la PLA2 (1,25-10 ug/mL; dosis no citotoxicas), se pudo
comprobar un efecto inhibitorio en la adhesion celular dependiente de la concentracidn. Al exponer las células
a 10 pg/mL de la enzima, la inhibicién fue de aproximadamente un 60% con respecto a las células no tratadas.

Incluso con la dosis mas baja ensayada (1,25 pg/mL) se observé un efecto inhibitorio del 20% (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Inhibicion de la adhesion celular inducido por la enzima PLA; de Bothrops diporus (1,25-10 pg/mL). Las barras representan el
porcentaje de inhibicién de la adhesion con respecto al control (células incubadas solo con medio de cultivo, se considerado como 100
% de adhesion). Cada punto representa la media + SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p <0,05 diferencias
significativas con respecto al control.

5.4. Inhibicion de la migracion celular
El efecto de la PLA2 de B. diporus sobre la migracion de las células tumorales de la linea LM3 fue
evaluado por dos metodologias diferentes. Los resultados obtenidos por ambos métodos mostraron un efecto
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inhibitorio de la enzima dosis dependiente sobre la migracién de las células tumorales. En primer lugar, a
través del método de cierre de la herida o “Wound-healing”, se pudo comprobar que la concentracion mas
alta (0,25 pg/mL) inhibié la migracion en aproximadamente un 55% con respecto al control. Por otro lado, la
menor dosis (0,125 pg/mL) s6lo logré disminuir la migracion en un 8% (Figura 5.6. y 5.7.).

Utilizando los insertos Biofil™ (8 um) para 24 wells y evaluando las mismas concentraciones de PLAz,
se obtuvieron resultados similares. La inhibicién de la migracion celular sobre las células tumorales fue de 58
y 18 % con respecto al control para las dosis de 0,25y 0,125 ug/mL respectivamente (Figura 5.8.).

24 h 24'h
0.125 pg/mL) 0.25 pg/fmi

Figura 5.6. Ensayo de cierre de la herida o “Wound healing”. El didmetro de la herida se evalu6 a través de registros fotogréaficos.
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Figura 5.7. Efecto de PLA, de Bothrops diporus sobre la migracién celular por el método de cierre de la herida o “Wound healing”. Se
calculé el porcentaje de migracion de las células considerando a los controles como 100% de migracion celular. Cada barra representa

la media + SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p <0,05 diferencias con respecto al control.
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Figura 5.8. Efecto de la PLA, de Bothrops diporus sobre la migracion celular por el método de los insertos transwell. Cada barra representa
la media = SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p <0,05 diferencias con respecto al control. Inserto: imagen

de las células que migraron a través de las membranas de 8 um fijadas y coloreadas con cristal violeta.
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6. DISCUSION

Actualmente, las terapias anticancerigenas estan dirigidas a la proliferacion clonal incontrolada de cé-
lulas cancerosas con farmacos citostaticos, que son una estrategia terapéutica efectiva para ciertos tipos de
cancer como las neoplasias hematoldgicas. Sin embargo, en los canceres solidos, la proliferacion se acom-
pafa de la capacidad de invadir y ejecutar metastasis, que implica diferentes mecanismos moleculares que
no son inhibidos o afectados por los farmacos anticancerigenos convencionales. Por lo tanto, buscar y disefiar
medicamentos especificos para inhibir la invasién y metastasis para el tratamiento de canceres sélidos es un
tema muy relevante (Urra y Araya-Maturana, 2017).

Especificamente en el proceso de metastasis, se busca que las drogas actien sobre los pasos
esenciales por los que pasan las células: desprendimiento, migracion, invasion y adhesion (Lee et al., 2003).

Se ha demostrado previamente que toxinas aisladas de venenos de serpientes o recombinantes, exhi-
ben efectos anticancerigenos en modelos preclinicos in vitro e in vivo. Las metaloproteasas (SVMP), desinte-
grinas, fosfolipasas Az (PLA2s), lectinas de tipo C (CLP), proteinas inductoras de apoptosis vascular y oxidasas
de L-aminoacidos han demostrado ser capaces de inhibir la angiogénesis (Dhananjaya y Sivashankari, 2015;
Azevedo et al., 2016a; Guimaraes et al., 2017).

Las fosfolipasas Az (PLA2) son componentes abundantes de los venenos de serpiente que se han
estudiado ampliamente debido a sus efectos farmacoldgicos vy fisiopatol6gicos en los organismos vivos. En
los Ultimos afios, las PLA2s se han investigado como herramientas para comprender mejor los mecanismos
relacionados con el cancer. En este trabajo, la PLA: aislada del veneno de B. diporus demostro ser citotoxica
sobre la linea de células tumorales LM3 de manera dosis dependiente. Los resultados obtenidos en este
trabajo coinciden con los reportados por otros autores como por ejemplo lo evidenciado para BnSP-6, una
PLA: del tipo Lys-49 aislada del veneno de Bothrops pauloensis, que demostré tener efecto citotoxico sobre
una linea celular de cancer de mama (Azevedo et al., 2016b). Asi como también, BthTX-I, una miotoxina
bésica purificada del veneno de Bothrops jararacussu que demostro ser citotdxica sobre varias lineas tumo-
rales: HL-60 (leucemia promielocitica), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), PC-12 (feocromocitoma
murino) y B16F10 (melanoma murino) (Prinholato da Silva et al., 2015). Del mismo veneno de B. jararacussu,
una PLA: 4cida ha demostrado poseer potencial antitumoral actuando sobre adrenocarcinoma de mama,
leucemia humana de células T y tumor ascitico de Erlich (Roberto et al., 2004).

Si bien, como mencionamos previamente, existe evidencia sobre como estas toxinas actian induciendo
la muerte de células tumorales, hay informacion muy reducida sobre la inhibicion de los mecanismos de ad-
hesién, migracién e invasion de células metastasicas.

En este sentido, podemos mencionar lo reportado para una PLAz del tipo Lys49 (BnSP-6) del veneno
de Bothrops pauloensis capaz de inhibir la adhesién y migracién de células tumorales (Azevedo et al., 2016a),
una PLA:z (Drs-PLA?) del veneno de Daboia russelii siamensis que inhibe la migracién celular (Khunsap et al.,
2011), una PLA: acidica no citotoxica del veneno de Macrovipera lebetina transmediterranea (MVL-PLA2) que
ha demostrado inhibir completamente la adhesién y migracién de varias lineas celulares tumorales humanas
(Bazaa et al., 2009) y del mismo modo, dos PLA2s no toxicas purificadas del veneno de Cerastes cerastes
con efectos sobre la adhesién y migracion celular de una linea de fibrosarcoma (HT1080) (Zouari-Kessentini
et al., 2009).
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En el marco de este plan de trabajo se logré demostrar que la enzima PLA: purificada del veneno de
B. diporus, en concentraciones no citotoxicas, también fue capaz de inhibir tanto la adhesion como la
migracion de las células tumorales de la linea LM3. Si bien no se determin6 el mecanismo por el cual esta
enzima inhibe ambos procesos celulares, estudios tedricos de modelado molecular sugieren que estaria
mediado por la unién de estas toxinas a las integrinas de tipo avf3 (Angelina et al., 2019).

Asi, de manera similar, Bazaa y colaboradores demostraron que la mencionada MVL-PLA2 del veneno
de Macrovipera lebentina es capaz de inhibir tanto la adhesion como de la migracion celular bajo un meca-
nismo dependiente de una actividad del tipo anti-integrina, debido a que, tanto el citoesqueleto de actina como
la distribucion de las integrinas av33 en las células evidenciaron estar alterados (Bazaa et al., 2009).

De forma general, Urra y Araya-Maturana (2017), mencionan que es posible distinguir tres mecanismos
anti-metastasicos exhibidos por al menos seis clases de toxinas ofidicas diferentes: 1) inhibicion de los com-
ponentes de la matriz extracelular de los que dependen la adhesion y migracion, 2) inhibicién de la transicion
epitelial-mesenquimal y 3) inhibicion de la migracion por alteraciones del citoesqueleto de actina. Futuros
estudios permitiran definir el mecanismo por el cual la PLA2 del veneno de B. diporus inhibe la adhesion y

migracién de células tumorales.

7. CONCLUSION

La fosfolipasa A2 (PLA) aislada del veneno de Bothrops diporus ha demostrado ser citotdxica sobre
las células de la linea LM3 de manera dosis dependiente. Ademas, en concentraciones no citotoxicas,
evidencid inhibir la adhesion como la migracion de células tumorales in vitro. Estos resultados sugieren que
estas moléculas pueden ser un nuevo prototipo de agentes anticancerigenos y proporcionar nuevos conoci-
mientos moleculares y biolégicos sobre el desarrollo de farmacos contra el cancer. Dilucidar el mecanismo

por el cual estos procesos se ven afectados abre la posibilidad de continuar sobre esta linea de investigacion.
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