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Resumen

El cancer es considerado un problema de salud publica debido la tasa de
mortalidad que representa a nivel mundial. Se ha visto que diversas sustancias
naturales y sintéticas podrian contribuir con el diagndstico y tratamiento de esta
patologia, ya que exhiben propiedades citostaticas o citotoxicas sobre células
tumorales.

Estudios apuntan a la existencia de compuestos contenidos en el veneno
escorpiones, que pueden interactuar con estas células y modificar su
funcionamiento o su entorno volviéndolas mas vulnerables. Los mecanismos que
mas se han descrito estan relacionados con el bloqueo de canales idnicos, la
disrrupcion de la integridad de la membrana y el dafio a estructuras internas por la
presencia de péptidos antimicrobianos y enzimas. Se cree que la especificidad
mostrada hacia la célula tumoral se debe en gran parte a caracteristicas
estructurales que las hacen diferentes de las células sanas, tales como la
sobreexpresion de canales i6nicos o el aumento de grupos anionicos en la
superficie de membrana.

Mediante un estudio experimental, se buscd evaluar la actividad citotoxica
producida por el veneno de 6 ejemplares de escorpiones: Androctonus amoreuxi,
Babycurus jacksoni, Grosphus grandidieri, Hottentotta gentili, Pandinus imperator y
Tityus fuhrmanni, en cultivos de células de carcinoma mamario (MCF-7). Los
resultados indicaron que en el veneno de G. grandidieri, T. fuhrmanni y P.
imperator, se encuentran sustancias que disminuyen la viabilidad de estas células,
algunas de ellas identificadas preliminarmente. Se deben plantear posteriores
estudios para profundizar en el andlisis de estas moléculas, a fin de aprovechar su
potencial como nuevos farmacos antineoplasicos.
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Abstract



Cancer is considered a public health problem because of the worldwide mortality
rate. It has been seen that various natural and synthetic substances could
contribute to the diagnosis and treatment of this pathology, since they exhibit
cytostatic or cytotoxic properties on tumor cells.

Studies point to the existence of compounds contained in scorpions venoms, which
may interact with these cells and modify their functioning or their environment
making them more vulnerable. The mechanisms that have been described most
are related to ion channel blockade, disruption of membrane integrity and damage
to internal structures by the presence of antimicrobial peptides and enzymes. It is
believed that the specificity shown towards the tumor cell is due in large part to
structural features that make them different from healthy cells, such as
overexpression of ion channels or the increase of anionic groups on the membrane
surface.

By means of an experimental study, we tried to evaluate the cytotoxic activity
produced by the venom of 6 scorpion specimens: Androctonus amoreuxi,
Babycurus jacksoni, Grosphus grandidieri, Hottentotta gentili, Pandinus imperator
and Tityus fuhrmanni, in cultures of mammary carcinoma cells (MCF-7 ). The
results indicated that in the venom of G. grandidieri, T. fuhrmanni and P. imperator,
there are substances that diminish the viability of these cells, some of them
preliminarily identified. Further studies should be considered to deepen the
analysis of these molecules, in order to take advantage of their potential as new
antineoplastic drugs.
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Introduccion:

De acuerdo con datos y estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en el aflo 2012 murieron en el mundo 56 millones de personas por
diferentes circunstancias, de éstas, el 68% obedecieron a enfermedades no
transmisibles ubicandose en los primeros lugares las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, la diabetes y las neumopatias cronicas (1). Dentro de
este grupo, al cancer se le atribuyeron 8,2 millones de muertes, presentandose
diferencia en la prevalencia de esta enfermedad entre hombres y mujeres. En
hombres, la mayor frecuencia de diagndstico la encabezan el de pulmon, préstata
y colon, y en mujeres, el de mama, colon y recto (2).

Infortunadamente, las modalidades de tratamiento actuales; cirugia, radioterapia o
tratamiento sistémico, no garantizan la supresion de la enfermedad, por lo que la
prevencion, el diagndéstico temprano y la busqueda de nuevos tratamientos, se han
convertido en los principales focos de investigacion y desarrollo (3). La
identificacion de compuestos citostaticos o0 citotéxicos, asi como el
aprovechamiento de caracteristicas bioquimicas Unicas de las células tumorales,



son aspectos que si se desarrollan en un modelo conjunto podrian permitir la
regresion y destruccion selectiva de las mismas (4). El mecanismo de accion de
muchos de estos nuevos agentes consiste en inhibir o modificar moléculas diana
implicadas en rutas metabdlicas cruciales para la supervivencia, el crecimiento, la
reproduccion y la invasion celular.

Se han hallado diversos compuestos naturales y sintéticos, que podrian ser
candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos, pero en ellos es importante
conocer el potencial de actividad, toxicidad, especificidad, vias de accion y
parametros cinéticos(4).

En los venenos de artrépodos se han encontrado diversas moléculas que exhiben
diferentes actividades farmacologicas, incluyendo la antitumoral, por lo que
podrian convertirse en la base para el desarrollo de nuevos y diversos farmacos.
Al parecer, pueden interactuar con membranas en la célula efectuando cambios
estructurales que llevan a la pérdida de su integridad, o activando rutas de
sefializacion que intervienen en la migracion y proliferacion celular (5). Dentro del
grupo de artropodos, aracnidos como las arafias han sido objeto de investigacion
debido al potencial de su veneno (6) (7) 8).

Otros aracnidos de interés, aunque menos estudiados son los escorpiones, su
veneno es rico en mucopolisacaridos, proteinas y péptidos de bajo peso molecular
(9). Se ha informado que el veneno completo de algunas especies o moléculas
aisladas del mismo, inhiben el crecimiento o inducen muerte celular tumoral a
través de mecanismos que implican el bloqueo de canales i6nicos (10), la
disrrupcion de la integridad de membrana (11), dafio mitocondrial, degradacion del
ADN (12), fragmentacion de proteinas y oligosacaridos estructurales (13),
modulacién de la respuesta inmune (14), entre otros.

De acuerdo con estos hallazgos, nos preguntamos si en el veneno de los
escorpiones Androctonus amoreuxi, Babychurus jacksonii, Grosphus grandidieri,
Hottentotta gentili, Pandinus imperator y Tityus fuhrmanni, se podrian encontrar
moléculas con efecto anticancerigeno.

Partiendo de la pregunta anterior, este trabajo propuso determinar el perfil
bioquimico del veneno de estas especies y posteriormente evaluar su actividad
anticancerigena en lineas celulares de carcinoma mamario humano (MCF7).
Objetivo:

Evaluar la actividad anticancerigena del veneno de los escorpiones Androctonus
amoreuxi, Babycurus jacksoni, Grosphus grandidieri, Hottentotta gentili, Pandinus
imperator y Tityus fuhrmanni, en cultivos de células de carcinoma mamario MCF-7.

Métodos:



Se siguié un estudio de tipo experimental, prospectivo, con una muestra
constituida por un pool de veneno de los escorpiones de la familia Buthidae;
Androctonus amoreuxi, Babycurus jacksoni, Grosphus grandidieri, Hottentotta
gentili, y Tityus fuhrmanni, y el escorpion Pandinus imperator de la familia
Scorpionidae.

e Extraccion del veneno:
Fue realizada mediante electroestimulacion,. El veneno secretado se recogio, se
filtr6 y se liofiliz6. Posteriormente se almacené a -20°C hasta su respectivo
analisis.

e Separacion de proteinas:
Las proteinas contenidas en las muestras de veneno liofilizado, fueron separadas
mediante electroforesis siguiendo el método descrito por Laemmli (59).

e Obtencion del perfil cromatografico y aislamiento de fracciones:
Muestras de veneno liofilizado se fraccionaron por RP-HPLC usando una columna
RESTK C18 (250 x 4,6 mm) y un gradiente compuesto por una solucién A (agua
con TFA al 0,1%) y una solucion B (TFA con Acetonitrilo al 99%). Las fracciones
recogidas, se secaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

e Evaluacion de la actividad enzimatica:
Se evalué la actividad metaloproteinasa, serin-proteinasa, PLA; y LAAO
siguiendo el método descrito por Wang y col (60), Patifio et al (61), Cho et al y
Holzer et al. (62) (63), y Kishimoto et al (64), respectivamente.

e Evaluacion del efecto anticancerigeno:
El efecto anticancerigeno se evalué mediante pruebas de viabilidad y proliferacion
celular, utilizando el sustrato 3- (4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil bromuro de
tetrazolio (MTT) y el colorante azul de tripano. Se utiliz6 la linea celular de
carcinoma mamario humano MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) ATCC® HTB-
22™  previamente tratado.

e Andlisis por espectrometria de masas:
Después de digestion previa, las fracciones se analizaron por nano LC-MS/MS.
Los resultados obtenidos se analizaron utilizando Mascot Daemon v.2.4.0, para
la busqueda en las diferentes bases de datos. Algunos fueron descargados de
UniProt, NCBI o Arachnoserver.

e Analisis estadistico:
Todas las pruebas enziméticas y de viabilidad se analizaron mediante ANOVA
simple de comparaciones multiples, utilizando el método de correccion de
Bonferroni bajo un p<0,05, en el programa Graphpad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EE.UU). M&M

Resultados y discusion:



El veneno de escorpiébn se compone de una gran variedad de moléculas,
incluyendo aquellas que son de origen proteico. Esta afirmacion se sustenta bajo
los resultados obtenidos mediante electroforesis, donde se observaron sefiales de
péptidos y proteinas por debajo de 14 kDa hasta aquellas que superan los 97 kDa.
Se sabe que el numero y la intensidad de los componentes proteicos en el veneno
puede cambiar de acuerdo con la especie e incluso con la metodologia de analisis
aplicada, dado que se analizaron las muestras utilizando concentraciones y
volimenes iguales, pero en unos se observé mayor cantidad de proteinas que en
otros, ademas sus densidades eran diferentes. En la revision realizada por Ozkan
et al (15), se encuentra que factores como la ubicacion geografica, el dimorfismo
sexual, la edad, los cambios estacionales, la conducta alimentaria o la dinamica de
produccion y maduracion de péptidos dentro de la glandula del veneno, influyen en
la expresion de sus componentes, lo que podria explicar las variaciones
encontradas.

Si bien existen pocos reportes sobre el estudio de proteinasas en venenos de
escorpidn, la evaluacion de las muestras no sélo demostrd la presencia de estas
enzimas, sino que pudieron observarse niveles variables de actividad para cada
especie. Previos estudios realizados por Estrada-Gomez et al (16) han reportado
la presencia de enzimas proteoliticas en venenos de escorpiones de Colombia.

Particularmente, en este estudio no pudo probarse la existencia de actividad LAAO
en el veneno de estos individuos. Mediante electroforesis se logré precisar bandas
probables para PLA,, cuyo peso puede estar aproximadamente entre 14-20 kDa,
la evaluacion in vitro de su actividad con el sustrato NOBA indica que puede estar
presente en el veneno de P. imperator y en menor cantidad en el de G. grandidieri,
A. amoreuxi y H. gentili. Fisiolégicamente, estas sustancias estan involucradas
procesos de hemodlisis de eritrocitos y el desarrollo de edemas (17) (18) (19) (20).
Ya en otros escorpiones se ha reportado la presencia de estas enzimas (16) (21).
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado en la literatura para el escorpion
P. imperator, el cual se caracteriza por la presencia de fosfolipasas A, (17).

El efecto citotoxico dosis dependiente sobre las células de carcinoma mamario
MCF7 fue detectable por inspeccion bajo microscopio 6ptico, en los cultivos
tratados con el veneno de Grosphus, Tityus y Pandinus. La alteracion morfoldgica
producida en las células MCF7, coincide con la descrita por Tong-ngam et al (22),
al estudiar los eventos que se presentan luego de la union del péptido BmKn-2 del
escorpion Mesobuthus martensii a diversas células tumorales; encogimiento,
adopcion de forma circular o hinchamiento y reduccion del numero de células.

Se observé mayor actividad citotéxica en la fraccion IX de G. grandidieri, la
fraccion Il de P. imperator y la fraccion | de T. fuhrmanni. Al parecer, en los dos
primeros este efecto tiende a ser menor que cuando se utiliza veneno completo, y
no es de extrafiarse, ya que podria explicarse a través de la accion sinérgica de
diferentes componentes del veneno que convergen en procesos de muerte celular.
Diferente a lo anterior, en T. fuhrmanni, la fraccion | incita a pensar que contiene
una combinacion de moléculas que juntas logran exhibir una actividad que



pareciera ser superior a la del veneno completo. Aunque los mecanismos detras
del proceso de muerte celular ain no se encuentran bien esclarecidos, hay ciertos
indicios que llevan a proponer dos aspectos claves; la perturbacion de la
membrana celular y la interaccion de las toxinas con objetivos intracelulares (23).

Las secuencias de aminoacidos obtenidas mediante espectrometria de masas y la
basqueda de homdlogas la base de datos, permitieron tener un mejor
acercamiento al tipo de moléculas contenidas en las fracciones activas. En la
fraccion IX de G. grandidieri se encontraron fragmentos homodlogos a una
defensina de expresada en la planta Aegilops tauschii y a la enzima NADH
deshidrogenasa de Tityus discrepans. Estas mismas sustancias se detectaron en
la fraccion | de T. fuhrmanni, ademas de tres tipos de estructuras compatibles con
metaloproteinasas halladas en Tityus sp, T. pachyurus y Hottentotta judaicus, y un
fragmento homdlogo a un péptido antimicrobiano del escorpion Uradacus
yaschenkoi. En la fraccion 1ll de P. imperator se encontré homologia con cinco a-
toxinas especificas para canales de potasio reportadas para esta especie; algunas
de ellas correspondieron al péptido completo maduro, y una metaloproteinasa
reportada para Hottentotta judaicus.

El marcado efecto citotoxico del veneno completo de P. imperator y de su fraccion
lll, parece poner de manifiesto la sensibilidad de las MCF7 a la accion de las a-
toxinas bloqueadoras de canales de potasio. En la fraccion IX de G. grandidieri y |
de T. fuhrmanni se abre la expectativa de tener defensinas y otros péptidos
antimicrobianos.

Finalmente, no se encontraron reportes que permitan asociar metaloproteinasas
de escorpiones u otras especies con actividad anticancerigena, por lo que podrian
convertirse en objeto de estudio en este campo, dada la cantidad relevante
encontrada en las fracciones analizadas.

Conclusiones:

Las células tumorales pueden desarrollar resistencia a muchos de los
guimioterapéuticos convencionales, por lo que la busqueda de nuevas moléculas
gue puedan ser potencialmente utiles en el desarrollo de terapias mas eficaces, se
convierte en uno de los principales objetivos de investigadores. La alta
especificidad por el tejido diana, la actividad citotoxica inducida, la detencion del
ciclo celular y el minimo efecto sobre células sanas, son cualidades que deben
caracterizar estas sustancias.

En el veneno de escorpidn se encuentran toxinas que podrian servir para el disefio
de farmacos, marcadores tumorales o adyuvantes en el tratamiento del cancer,
gracias a su alta especificidad y afinidad por los canales idnicos que pueden estar
sobre expresados en muchas células malignas, también, se encuentran otros
péptidos y proteinas, como enzimas, péptidos antimicrobianos (AMP), péptidos
con puentes disulfuro (DBPs), péptidos sin puentes disulfuro (NDBPs) y
defensinas, que inducen muerte celular a través de diversos mecanismos,



especialmente la formacion de poros o la activacion de rutas de sefializacion
proapoptoticas. La accion de estas moléculas puede ser aplicable también al
tratamiento de enfermedades causadas por agentes infecciosos, debido a su
amplio espectro y a la baja resistencia que podrian generar.

En el veneno de G. grandidieri, T. fuhrmanni y P. imperator, se encuentran
sustancias con actividad citotoxica sobre células de carcinoma mamario MCF7
que podrian aislarse para el desarrollo de péptidos analogos sintéticos con
actividad y selectividad mejoradas, teniendo en cuenta las propiedades
estructurales Unicas de estas células, como el incremento de cargas negativas en
la superficie de membrana, la sobreexpresion de canales de potasio y la presencia
de microvellosidades que aumentan el area de contacto disponible.

Se sugiere realizar estudios futuros a partir de las fracciones, por ejemplo,
refraccionarlas para conseguir toxinas mas puras, probarlas sobre lineas celulares
diferentes y microorganismos, e incluso clonarlas a fin que permitan no soélo
confirmar los resultados del analisis citotéxico preliminar, sino conocer los
compuestos responsables de tales efectos y sus posibles propiedades.
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