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RESUMEN

Introduccidn: El cancer colorrectal (CCR) se ha convertido en un desafio global de salud por sus altas
tasas de morbimortalidad. En Colombia, representa hasta un 9.9% de los casos de cancer, y los
tratamientos actuales son limitados y costosos para el sistema de salud. Diferentes estudios han
demostrado la presencia de componentes con potencial anticancerigeno en el veneno de las viboras
del género Bothrops. La fraccion BaNoU del veneno de Bothrops asper es prometedora en el desarrollo
de nuevos farmacos contra el CCR. Objetivo: Evaluar el efecto de la fraccién BaNoU del veneno de
Bothrops asper, sobre lineas celulares de adenocarcinoma colon SW480 (tumoral) y SW620
(metastasica). Materiales y métodos: A partir del veneno puro, se obtuvo la fraccién BaNoU por RP-
HPLC. Se realiz6 una caracterizacién electroforética por SDS-PAGE y posteriormente se realizaron
ensayos de citotoxicidad utilizando Sulforodamina B, con tiempos de exposicion de 24 y 48 horas,
usando células HaCat como control. Resultados: Se observé que la fraccion BaNoU tiene un alto efecto
citotdxico sobre las lineas celulares cancerosas a las 48 horas al compararse con las sanas. Conclusidn:
La fraccidon BaNoU es rica en proteinas de mediano peso molecular, de 15 kDa y 22 kDa. Es necesario
perfilar la fracciéon para la realizacién de nuevas investigaciones, en busqueda de caracterizar sus

componentes y estudiar su selectividad aparente sobre células tumorales.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer colorrectal (CCR) representa una preocupacion importante de salud debido
a su alta incidencia y morbilidad (1). Los tratamientos actuales, como cirugia, quimioterapia y
radioterapia, a menudo resultan invasivos y costosos (1,2), dada su falta de especificidad hacia las
células malignas. En Colombia, el CCR es el tercer cancer en cuanto a mortalidad (1). Se ha propuesto
la busqueda de compuestos antitumorales que aprovechen las diferencias entre células cancerosas y
células sanas (3). Las toxinas aisladas en venenos de serpiente han sido objeto de estudio debido a su
potencial actividad anticancerigena (3,4), y estudios previos han revelado mecanismos como la
induccion de apoptosis (3,5), antiangiogénesis (5), genotoxicidad (5,6) y modulacién de ciclos celulares
(7), respaldando su prometedor potencial terapéutico. El veneno y las toxinas aisladas del género
Bothrops han sido ampliamente estudiados (6, 7), Sin embargo, la fraccion BaNoU, aislada del veneno

de B. asper, no ha sido evaluada en este contexto.

OBIJETIVO
Evaluar el efecto de la fraccion BaNoU del veneno de Bothrops asper, sobre lineas celulares de

adenocarcinoma de colon SW480 (tumoral) y SW620 (metastasica).

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencidn vy clasificacion BaNoU: Se obtuvo veneno a partir especimenes de Bothrops asper
mantenidos en cautiverio. Para obtener la fraccion BaNoU, se disolvid el veneno en a&cido
trifluoroacético y se purific6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Se realizd una
electroforesis de esta fraccion junto con un estandar de proteinas de peso conocido y suero sanguineo
equino como control, en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, y se tifid con azul de
Coomassie R-250.

2. Ensayo en cultivos celulares: Se utilizaron dos lineas celulares de adenocarcinoma de colon: ATCC
SW480 (Tumoral), ATCC SW620 (Metastastica) y sanas HaCaT (control), sembradas en DMEM a 37°C
y 5% de CO2, suero bovino fetal al 3% y suplementadas con insulina, transferrina y selenio. Se realizé
un ensayo de citotoxicidad, exponiendo las células a la fraccion BaNoU a concentraciones de 12.5, 25,
50, 100 y 200 ug/mL durante 24 y 48 horas. La viabilidad celular se midié mediante Sulforodamina B
a 490 nm, para determinar el nimero de células vivas. La linea HaCaT se utilizé6 como control en el
estudio.

3. Andlisis de datos: Se realizé utilizando la prueba ANOVA post-hoc Tukey, en el paquete estadistico

SPSS V.27.



RESULTADOS

1. Caracterizacion proteinica de la fraccion BaNoU mediante electroforesis: El perfil electroforético

de la fraccién BaNoU se encontraron proteinas en =22 kDa y 15 kDa.

2. Efecto por linea celular en el tiempo: A las 48 horas, se encontré que BaNoU aumentd la
citotoxicidad en células cancerosas hasta en un 20%, en comparacion de las células sanas, que se

mantuvieron estable alrededor del 60% (p<0.05)

3. Efecto de la concentracion de BaNoU tras 48 horas de exposicidn: La citotoxicidad celular
disminuye en relacién a la concentracién. A bajas concentraciones de la fraccion, las lineas cancerosas
muestran una mayor susceptibilidad a BaNoU, al compararse con células sanas (p<0.05). SW620
mostro diferencia solo a 12,5 ug/mL, con una citotoxicidad del 77%, y para concentraciones superiores
a 25 ug/mL se mantuvo por encima del 98% (p<0.05). SW480 no tuvo diferencias significativas al

comparar todas las concentraciones.

4. Efecto del tiempo de exposicion en células sanas Hacat: El efecto observado con las
concentraciones de 50 y 25 ug/mL a las 48 horas mostré menores valores a comparacion de las 24
horas, donde con la concentracién 25 ug/mL mostré un 83% de citotoxicidad que disminuye en un
28% a las 48 horas. Existen diferencias significativas entre las concentraciones de 50 y 25 ug/mL

(p<0.05).

DISCUSION

La identificacion precisa de las proteinas en la fraccién BaNoU aislada del veneno de Bothrops asper,
requiere técnicas adicionales (8), como la secuenciacion de aminodcidos y la electroforesis
bidimensional. Se han descrito proteinas con pesos moleculares entre 13 y 24 kDa en B. pauloensis (6)
y B. atrox (7), lo cual se asemeja a nuestros hallazgos (15kDa - 22 kDa). A pesar de que el peso
molecular no brinda una identificacion de la proteina, se sugiere que podrian ser fosfolipasas (3,6).
Las fosfolipasas A2 (PLA2) y las L-aminoacido oxidasas (LAAQ) presentes en venenos de serpientes
suelen exhibir citotoxicidad en células cancerosas (3). La citotoxicidad observada podria deberse a la
sobreexpresion de receptores especificos en células malignas que las hace mds susceptibles a la
actividad de las toxinas, y a un aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS) (3,5). Es importante
sefialar que la citotoxicidad en controles sanos puede disminuir con el tiempo debido a la degradacién
de las proteinas mediante procesos enzimaticos a nivel celular (6,7), lo que podria explicar la

proliferacién observada a las 48 horas.



CONCLUSION

Se observé un efecto citotdxico especifico de la fraccién BaNoU sobre células cancerosas. Esta fraccién
es rica en proteinas de mediano peso molecular, que de acuerdo a la literatura, podrian ser
fosfolipasas. Es necesario perfilar y caracterizar las proteinas de esta fraccién para nuevas

investigaciones respecto a la selectividad aparente en células tumorales.
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