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Resumen

El cancer es considerado la segunda causa mas comin de muerte a nivel mundial. Los
tratamientos existentes como la quimioterapia pueden llegar a afectar células sanas en el
proceso, resultando en efectos secundarios negativos que reducen la calidad de vida de los
pacientes. En el presente trabajo se evalud, por primera vez, el potencial antitumoral de
Lansbermin-Il, una desintegrina obtenida a partir del veneno de la serpiente Porthidium
lansbergii lansbergii en diversas lineas cancerigenas, incluyendo células adherentes
(Neuroblastoma, Caski, Hela y Fibroblastos Gingivales) y no adherentes (U937, molt-4,
K562 y Linfocitos sanos). Lansbermin-11 presentd un efecto citotoxico bajo en las lineas
celulares no adherentes, comparado con el efecto sobre las lineas celulares adherentes.
Particularmente, la desintegrina redujo la viabilidad de células de Neuroblastoma hasta en un
90% a una dosis de 200 pug/mL e inhibio la migracion celular a 80 pg/mL. Lansbermin-11 no
present0 citotoxicidad hacia las células no tumorales de Fibroblastos Gingivales. Estos
resultados muestran un alto potencial antitumoral de Lansbermin-II, el cual merece ser
estudiado en mas detalle en posteriores investigaciones en la busqueda de tratamientos
selectivos para el cancer.
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Abstract

Cancer is considered the second most common cause of death worldwide. Existing treatments
such as chemotherapy are not selective and attack tumor cells and healthy cells alike,
resulting in negative side effects that reduce patients' quality of life. In the present work, was
evaluated for the first time the antitumor potential of Lansbermin-I11, a disintegrin obtained
from the venom of the snake Porthidium lansbergii lansbergii in various cancer lines,
including adherent cells (Neuroblastoma, Caski, Hela and Gingival Fibroblasts) and non-
adherent (U937, molt-4, K562 and healthy lymphocytes). Lansbermin-Il exhibited a low
cytotoxic effect on non-adherent cell lines, compared to the effect on adherent cell lines. In
particular, this disintegrin reduced Neuroblastoma cell viability by up to 90% at a dose of
200 pg / mL and inhibited cell migration to 80 pug / mL. Lansbermin-Il did not show
cytotoxicity to non-tumor cells of Gingival Fibroblasts. These results show a high antitumor
potential of Lansbermin-I1, which deserves to be further explored in the search for selective
cancer treatments.
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Introduccion

El cancer ocurre debido a distintas alteraciones moleculares y celulares, permitiendo que las
células proliferen acumulando mutaciones que no pudieron ser reparadas, adquiriendo un
fenotipo maligno (Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, & Mukhtar, 2015). Este proceso se conoce
como carcinogénesis y generalmente consta de tres fases: iniciacion, promocion y
progresion. La fase de iniciacion consta de cambios genotipicos irreversibles y puede ocurrir
por la mutacion de varios genes o de un gen critico sin que las células sufran cambios
morfologicos. La promocidn, a diferencia de la iniciacion, es reversible y es un proceso que
involucra factores epigenéticos y ocurre cuando células iniciadas se expanden por clonacion
formando un tumor benigno visible. Por Gltimo, la fase de progresion es donde ocurre la
transformacion del tumor benigno a un tumor maligno, debido a la acumulacion de
mutaciones genéticas y epigenéticas que las células adquirieron en las fases anteriores
(Barrett, 1993; Glick & Yuspa, 1993; Siddiqui et al., 2015).

Debido al aumento acelerado en los casos de cancer, con un estimado de 18.1 millones de
casos nuevos y 9.6 millones de muertes para el 2018 (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2015),
se ha incrementado la bisqueda de nuevos agentes farmacoldgicos capaces de proporcionar
un tratamiento mas seguro en comparacion con los tratamientos actuales. Estos en su mayoria
incluyen procedimientos invasivos en los pacientes, como la cirugia para la extraccion de
tumores, la aplicacion de quimioterapia con catéter y el uso de farmacos citotoxicos no
selectivos como el Cisplatino®, el Paclitaxel® y la Doxorrubicina®, los cuales generan efectos
secundarios negativos para la salud de los pacientes (Calderon et al., 2014; Singla, Garg, &
Aggarwal, 2002; Yoo & Park, 2000).



Los venenos de serpiente constituyen una fuente de moléculas con propiedades
potencialmente farmacoldgicas. En éstos se pueden encontrar péptidos, enzimas, aniones,
aminoécidos, carbohidratos, y lipidos. Algunos de los componentes proteicos incluyen
fosfolipasas A2 (PLA2), L-aminoéacido oxidasas, C-lectinas, desintegrinas y metaloproteasas
(SVMP) (Calvete et al., 2005; Canas et al; 2016). Un creciente nimero de estos componentes
ha demostrado efectos antitumorales in vitro selectivos sobre diferentes lineas cancerigenas.
Un ejemplo es la Pllans-1l, una PLA2 del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii
(Schlegel, 1841), que mostrd efectos pro-apoptéticos sobre lineas de cancer cervical (Hela)
sin afectar células no tumorigénicas MCF 10A y HUVEC (Jiménez-Charris et al., 2019), y
la desintegrina Lansbermin-1 aislada del mismo veneno, la cual inhibi6 la adhesion y la
migracion de células de cancer de mama, sin afectar células no tumorigénicas de mama y
pulmén (Montealegre-Sanchez et al., 2019). Esta inhibicidn se asocié con la interaccion de
la desintegrina con integrinas con subunidades tipo 02 y B1mediante su motivo RGD.

En ese sentido, diversos estudios han demostrado la actividad antitumoral de desintegrinas
de venenos de serpiente como Tzabcanin, Lebein, Vicrostatin y Obtustatin. Estas toxinas han
presentado propiedades antitumorales sobre lineas celulares de Melanoma(A-375) y Pulmon
(A-549), Melanoma(SK-MEL-28 y LU-1205), Ovario (OVCAR3, SKOV3), y Fibroblasto
(S-180) respectivamente ((Ghazaryan et al., 2015; Hammouda et al., 2016; Saviola, Burns,
Mukherjee, & Mackessy, 2016; Swenson, Markland, & Minea, 2016), inhibiendo Ila
migracion, viabilidad, y adhesion celular, Teniendo en cuenta estos antecedentes en este
estudio se planteo purificar una desintegrina del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii
y evaluar su actividad antitumoral sobre lineas celulares de leucemia (no adherentes), y
células de cancer adherentes (HelLa, Caski y Neuroblastoma), con respecto a células no
tumorigénicas como los Linfocitos y los Fibroblastos Gingivales.

Métodos

Venenos

El pool de venenos de Porthidium lansbergii lansbergii se hizo con cantidades iguales de
venenos obtenidos de doce especimenes encontrados en tres municipios del Departamento
del Atlantico (Colombia): Juan de Acosta, Piojé y Baranoa. El pool de venenos fue
centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante con las proteinas fue secado
mediante el uso de centrifugacion al vacio (“SpeedVac”) y fue almacenado a -20°C hasta su
posterior uso. La autorizacién para la recoleccion de veneno fue proporcionada por la
Corporacion Autonoma Regional del Atlantico - C.R.A., Resolucién No. 000187-2015, para
fines de investigacion cientifica no comercial.

Purificacion de Lansbermin-I1|

Se disolvieron dos miligramos del pool de venenos en 200 uL de agua que contenia acido
trifluoroacético al 0.1% (TFA,; solucién A) y se sometieron a cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase inversa (RP-HPLC), en una columna Zorbax SB-C18 (250 % 4,6 mm,
didmetro de particula de 5 pm; Agilent Technologies, Inc., EEUU), utilizando un
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cromatografo Agilent 1260 Infinity. Las condiciones de elucion se siguieron de acuerdo con
el método descrito por Jiménez-Charris et al (2015) con un flujo de 1 mL/min en un gradiente
hacia la solucion B (acetonitrilo que contiene 0.1% de TFA), como sigue: 0% B por 5 min,
0-15% B durante 10 min, 15-45% B durante 60 min, 45-70% de B durante 10 min y 70% de
B durante 9 min. Los eluyentes se visualizaron a 215 nm usando el software EZ Chrom Elite
(Agilent Technologies, Inc. 2006). La fraccion correspondiente a Lansbermin-11 se recogio
manualmente, se secd por centrifugacion al vacio y se almacend a -20 °C. La pureza de
Lansbermin-I1 se evalu6 mediante SDS-PAGE utilizando geles de poliacrilamida al 12%.
Las muestras se procesaron en condiciones reductoras afiadiendo 5% de 2-mercaptoetanol al
buffer Laemmli e incubando a 100 °C durante 5 min. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie R-250 y posteriormente con nitrato de plata.

Cultivos celulares

Se obtuvieron lineas celulares de leucemia (Molt-4, U937, K562) y de carcinoma de cuello
uterino (HeLa y CaSki) de la American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, EE.
UU.). Las células de Linfocitos se adquirieron a través de la extraccion de sangre del brazo
de un donante aparentemente sano. A la muestra de sangre se afiadié el doble del volumen
de HBSS (2:1) y el volumen total se dividio en tubos falcon de 15 mL que poseian 3 mL de
Histopaque®-1077 por cada 5 mL de HBSS afiadido. Luego se centrifugé a 2500 rpm por 30
min a temperatura ambiente, posteriormente se descartdo la fase amarilla en el tubo
(macrofagos) y con micropipeta se extrajo la capa blanca (Linfocitos), la cual se deposit6 en
un falcon de 50 mL, al que se le agrego el doble del volumen de HBSS de la cantidad de
Linfocitos obtenidos y se centrifugd a 2500 rpm por 5 min. Finalmente, se retird el
sobrenadante y los Linfocitos obtenidos se mantuvieron en medio RPMI con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina-estreptomicina. Adicionalmente, se utilizaron células
de Neuroblastoma y Fibroblastos Gingivales no tumorigénicos los cuales fueron donados por
el grupo de Farmacologia de la Universidad del Valle a cargo del profesor Oscar Gutiérrez.

Todas las células se mantuvieron a 37 °C en una incubadora humidificada que contenia 5%
de COs.. Las células de Fibroblastos Gingivales se mantuvieron como un cultivo en monocapa
en medio EMEM suplementado con SFB al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100
mg/mL. Las células HeLa se mantuvieron en medio DMEM, suplementado con EGF 100
ug/mL, hidrocortisona 1 mg/mL e insulina 10 mg/mL con SFB al 10%, penicilina 100 U/mL
y estreptomicina 100 mg/mL. Las células de neuroblastoma se mantuvieron en medio
DMEM/F12, suplementado con EGF 100 pg/mL, hidrocortisona 1 mg/mL e insulina 10
mg/mL con 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina. Las
células de CaSki se cultivaron en medio RPMI 1640 que contenia 10% de SFB, 2 mM de L-
glutamina, 2 mM de piruvato de sodio, 1 mM de aminoacidos no esenciales, 100 U/mL de
penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina.



Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de los cultivos celulares tratados con Lansbermin-11 se evalu6 mediante el
ensayo colorimétrico del MTT (3- (4, 5- dimetiltiazol 2 il-) 2, 5- bromuro de difenil
tetrazolio). Las células adherentes (4 x 10* células / pozo) y las células no adherentes (1 x
10° células / pozo) se sembraron en microplacas de 96 pozos. Las células se incubaron con
medio completo en ausencia (control negativo) o presencia de concentraciones seriadas de
Lansbermin-I1 (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1 0 1.6 y 0.8 pg/mL) para células adherentes, y
(100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1 y 1.6 ug/mL) para células no adherentes. Luego, se incubaron
durante 24 h a 37 °C y 5% de CO. y se afiadieron 20 pL en cada pozo de MTT (5 mg/mL),
y se incubaron durante 3 h a 37 °C. Los cristales de formazan se disolvieron agregando 100
pL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia SDS al 10% y 0.01 M HCL
La absorbancia se leyd después de 18 h a 570nm en un espectrofotdmetro de microplacas
(Bio- Rad IMark microplate absorbance reader™ —EE. UU.). Cisplatin® (200, 100, 50, 25,
12.5,6.3,3.10 1.6 y 0.8 pg/mL), un medicamento comercial utilizado para el tratamiento del
cancer, se utilizd6 como control positivo, posteriormente se hallé el porcentaje viabilidad
celular usando la formula (KARAKAS et al 2017): % Viabilidad Celular = (Absorbancia
tratamiento *100) / Absorbancia Control). El porcentaje de citotoxicidad se calculé mediante
la formula % Citotoxicidad = 100- Viabilidad Celular).

Ensayo del cierre de la herida (“wound healing”)

La inhibicion de Lansbermin-Il sobre la migracion de células de neuroblastoma se evalud
mediante el ensayo del cierre de la herida (“wound healing”) descrito en (Yue, Leung, Mak,
& Wong, 2010). Brevemente, se sembraron un total de 5 x 10* células por pozo, en placas
de 24 pozos, hasta que alcanzaran la confluencia completa. Después de 24 h de incubacion
se realiz6 una herida sobre la monocapa con una punta de pipeta de plastico de 10 puL y se
realizé el cambio del medio de cultivo. Después de este proceso, se agregaron 80 ug/mL de
Lansbermin-I1 o medio de cultivo (grupo de control) a cada linea celular y se incub6 durante
24 h. Se tomaron fotografias de cada pozo al inicio (t0) y a las 24 h utilizando un microscopio
optico invertido (Nikon Eclipse TS100, Japon). Se utilizé el programa Image J para calcular
el area inicial de la herida y el area a las 24 h de exposicion al tratamiento y en las células
control (sin tratamiento). Finalmente, se hall6 compararon las areas de las heridas y se calculd
el porcentaje de cierre usando la formula (Porcentaje de cierre = (area a las 0 h — area a las
24 h)/ érea a las 0 h)*100).

Andlisis estadistico
Todos los experimentos de citotoxicidad se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como media = DE. Las diferencias significativas entre los tratamientos con



Lansbermin-I1 y los controles se determinaron mediante la prueba ANOVA de dos vias,
seguido de la prueba posterior de Bonferroni con el software GraphPad Prism version 5
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EE. UU.), donde los valores de * p <0.05, y *** p
<0.001 se consideraron significativos.

Resultados

Purificacién de Lansbermin-I1|

La fraccion que eluyd como un pico Unico a los 37 minutos en el perfil de cromatografia
liquida en fase revesa RP-HPLC (Fig. 1), aparecié como dos bandas en la electroforesis SDS-
PAGE realizada en condiciones reducidas: la primera con un peso de 66 kDa y la segunda
14,2 kDa (Fig. 2). Esta proteina caracterizada como una desintegrina por Jiménez-Charris et
al., (2015) y fue nombrada Lansbermin-11 en secuencia a otra desintegrina del mismo veneno
caracterizada previamente y siguiendo la nomenclatura propuesta por McLane y Paquette-
Straub (McLane y Paquette-Straub 2007; McLane, 2008).
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Figura 1. Aislamiento de Lansbermin-II a partir del veneno de Porthidium lansbergii lansbergii. EI veneno (2
mg) se separd por HPLC de fase inversa en una columna C18 (4,6 x 250 mm) eluida con un gradiente de agua
a acetonitrilo que contenia acido trifluoroacético al 0,1% (linea discontinua) y se monitoreé la absorbancia a
215 nm. El tiempo de elucidén de Lansbermin-I1 (flecha) corresponde a 37 min.



Figura 2. Andlisis electroforético de Lansbermin-1l por SDS PAGE. Las muestras se procesaron en condiciones
(R) con 2- mercaptoetanol en un gel al 12% de poliacrilamida, y se tifieron con nitrato de plata. EI marcador de
peso molecular (MW) en kDa, estéa etiquetado en el carril izquierdo.

Lansbermin-I1 induce citotoxicidad en lineas celulares de cancer
Usando el ensayo MTT, Lansbermin-11 no mostro un fuerte efecto citotoxico sobre diferentes

lineas celulares de leucemia (K562, Molt-4, U937) y Linfocitos sanos (no adherentes) (Fig.
3). El efecto mas notorio se observo con la linea de leucemia U937 con una citotoxicidad del
20% en la concentracion mas alta (100 ug/ml), la cual se presentd de forma dosis-
dependiente.
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Figura 3. Actividad citotoxica de Lansbermin-11 en células de leucemia y células no tumorales, determinado
por ensayo de citotoxicidad con MTT. Las lineas celulares de leucemia K562, Molt-4, U937 se sembraron en
placas de 96 pozos a una densidad de 1 x 10° células / pozo tratadas con diluciones seriadas (100-1,6 pug/mL)
de Lansbermin-11 durante 24 h. Los datos se expresan como medias + DE, y los procedimientos se realizaron
por triplicado. Las diferencias fueron estadisticamente significativas con respecto a los Linfocitos sanos y U937
aun *** p <0.001.

Sin embargo, en las lineas celulares adherentes como HelLa, CaSki y Neuroblastoma,
Lansbermin-I1 mostré mayores efectos inhibitorios, especialmente en Neuroblastoma con el
efecto mas potente, reduciendo la viabilidad hasta en un 90% a la concentracion mas alta
(200 pg/mL) y en 50% a (100 ug/mL) y al igual que las lineas celulares no adherentes,
Lansbermin-Il presento una citotoxicidad dosis dependiente en las células adherentes. En las
células HelLa y CaSki el tratamiento con Lansbermin-Il mostr6 un efecto inhibitorio
ligeramente menor con alrededor del 40% de citotoxicidad en las dosis mas altas. En
contraste, las diferentes concentraciones de Lansbermin-Il no afectaron la viabilidad de las
células no tumorigénica de Fibroblastos Gingivales (Figura 4A). La actividad citotdxica de
Lansbermin-11 fue menor en comparacion a la del Cisplatino®, el cual inhibi6 incluso la
viabilidad de las células de los Fibroblastos Gingivales (Fig. 4B-C.)
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Figura 4 Actividad citotoxica de Lansbermin-11 y Cisplatin® en diferentes células cancerosas y no tumorales,
determinado por ensayo de citotoxicidad con MTT. (A) Se sembraron Fibroblastos Gingivales, neuroblastoma,
adenocarcinoma de cuello uterino (HeLa), carcinoma epidermoide (CaSki) en placas de 96 pozos a una densidad
de 4 x 10* células / pozo tratadas con diluciones de concentraciones en serie (200-1.6 ug/mL) de Lansbermin-
Il por 24 h. La actividad citotoxica de Lansbermin-Il se comparé con Cisplatin® el cual es un medicamento
quimioterapéutico, utilizando células de neuroblastoma(B) y fibroblastos gingivales(C) a una densidad celular
de 4 x 10* células / pozo. Al final del tiempo de incubacién se calculd la viabilidad celular. Los datos muestran
la media £ DE (n = 3). En A las diferencias fueron estadisticamente significativas a *** p <0,001 cuando se
compar6 con la linea celular no tumorigénica (Fibroblastos Gingivales). Para B y C las diferencias fueron
significativas a *** p <0.001.

Efecto inhibitorio de Lansbermin-11 sobre la migracion de células de Neuroblastoma
Se investigdo el potencial de Lansbermin-1l para inhibir la migracion celular de
Neuroblastoma usando el ensayo de wound healing. En la figura 5 se muestran imagenes
tomadas a las 0 h y 24 h después del tratamiento con Lansbermin-I1 (Fig. 6C-D) o con medio
de cultivo como control negativo (Fig. 6A-B). La herida cerro casi por completo después de
24 h de incubacion en las células de control (Fig. 6B), mientras que el tratamiento con
Lansbermin-Il (80 pg/mL) redujo la migracion celular de Neuroblastoma completamente
después de 24 h (Fig. 6D).
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Figura 5. Efecto de la migracion de Lansbermin-I1 en células de neuroblastoma por el ensayo de cierre de herida
Las células se sembraron a 5 x 10* células / pozo en placas de 24 pozos hasta obtener la confluencia completa.
Después de 24 h, se desechd el medio y se hirié la monocapa confluente con una punta de pipeta de 10 uL para
crear un area desprovista de células (0 h) (A y C). Después de este proceso, las células se trataron en ausencia
(A 'y B) oen presencia de Lansbermin-Il a 80 pg/ml (C y D), y pasadas las 24 h se observd el cierre de la herida
con un microscopio optico invertido (Nikon Eclipse TS100). El area de las heridas se calcularon mediante el
programa Image J y se calculd el porcentaje de cierre con respecto al tiempo cero. (E) El grafico de barras
muestra el promedio de los porcentajes de migracion de las células después de 24 h £ S.D. Las diferencias
fueron significativas a un * p <0.05, en comparacion con el control.

Discusion

Porthidium lansbergii lansbergii es una serpiente perteneciente a la familia Viperidae que se
distribuye desde las tierras bajas de la region Caribe hasta el Valle del Rio Magdalena,
alcanzando los 1270 m.s.n.m (Infante-Rivero, 2008). Esta especie presenta morfotipos con
coloraciones distintas, aunque un andlisis de los perfiles proteicos, letalidad y actividad

bioguimica, demostraron que los venenos no son significativamente diferentes (De arco-
Rodriguez et al., 2019).
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Figura 6. Los dos morfotipos de P. lansbergii lansbergii que se encuentran en la regidn caribe colombiana (A)
morfotipo amarillo y (B) morfotipo gris.

Su veneno estd compuesto principalmente por SVMP (35.5%), PLA2 (16.2%) vy
desintegrinas (12.9%), y algunos de ellos han mostrado propiedades antitumorales selectivas
(Jiménez-Charris et al., 2015; Jiménez-Charris et al., 2019; Montealegre-Sanchez et al.,
2019). Por esta razén, este trabajo planted aislar otra toxina de este veneno mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (RP-HPLC) y evaluar sus efectos citotoxicos sobre
diversas lineas celulares de cancer adherentes y no adherentes.

Bajo condiciones reducidas, la electroforesis en gel de poliacrilamida mostré que la fraccion
obtenida a partir de RP-HPLC correspondiente a la proteina Lansbermin-Il, estd compuesta
por dos bandas de distinto peso molecular (Fig. 3). Estos resultados indican que esta proteina,
identificada previamente como una desintegrina por (Jiménez-Charris et al., 2015), podria
hacer parte de una proteina de mayor tamafio como las SVMP, las cuales pueden presentar
dominios de desintegrina, que son objeto de clivaje por proteasas del veneno y se liberan
como proteinas/péptidos aislados (Calvete et al., 2005; Takeda et al., 2012). Sin embargo, se
necesita obtener la secuencia completa de la proteina para confirmar este resultado y
determinar el tipo SVMP al que podria pertenecer Lansbermin-II.

Por otro lado, Lansbermin-Il presentd un efecto citotéxico bajo en las lineas celulares no
adherentes de leucemias (~20%; Fig.4), y un mayor efecto para lineas celulares adherentes,
en especial para las células de Neuroblastoma (~50-90%). Ademas, no fue citotoxica para las
células adherentes no tumorigénicas (Fibroblastos Gingivales; Fig. 5A). Estos efectos
selectivos de Lansbermin-I1 resaltan sobre la inespecificidad de compuestos que se usan para
el tratamiento del cancer como el Cisplatino®, el cual es toxico tanto para las lineas tumorales
como no tumorales (Figs. 5B y 5C, respectivamente). La alta especificidad de las
desintegrinas se ha reportado previamente y se ha asociado con su capacidad de interactuar
con receptores de membrana Ilamados integrinas, las cuales son glicoproteinas
heterodiméricas presentes en la superficie celular, constituidas por una subunidad o y una
subunidad B (esta familia de proteinas forma al menos 24 pares conocidos diferentes en
humanos). Estos receptores participan en la regulacion de diversos procesos que se asocian
con la adhesion celular a sustratos de la matriz extracelular (MEC) y a otras células (Calderon
et al., 2014; Seguin et al., 2015; Cheah & Andrews, 2018; Aplin et al., 1999). Las
desintegrinas como Lansbermin-Il logran interaccionar con las integrinas por medio de
motivos especificos (motifs) como el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD), desencadenando
sefiales intracelulares que afectan la supervivencia, la movilidad, la proliferacion y la
diferenciacion celular, entre otros (Cheah y Andrews 2018). En el caso de células
cancerigenas, pueden afectar el inicio, la promocion y la progresion del tumor (Guo &
Giancotti, 2004). Algunas desintegrinas con otros motifs como la Lebestatina (KTS) y la
Jerdostatina (RTS), también pueden interactuar con las integrinas (Olfa et al., 2005; Sanz et
al., 2005).
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De esta manera, existe un gran interés por investigar los roles de las integrinas en la
carcinogénesis y la progresion tumoral, ya que se han encontrado patrones de expresion
diferenciales de integrinas en diferentes tejidos cancerosos (Desgrosellier & Cheresh, 2010;
McLane, 2008). Por ejemplo, en las lineas celulares de leucemia evaluadas en este estudio
(molt-4, U937 y K562), se ha reportado la expresion de las integrinas a5p1, y a4f1 (Arroyo
et al., 1992; Monti et al., 2017; Murakami et al., 1993). En las células de Neuroblastoma,
también se expresa la integrina a5p1 (Matter, Zhang, Nordstedt, & Ruoslahti, 1998), con la
cual parece no tener una fuerte interaccion con Lansbermin-1l, dada la baja citotoxicidad
ejercida sobre las lineas celulares de leucemia, aunque también podria deberse a la baja baja
expresion de la integrina a5B1 en las lineas celulares de leucemia.

Por otra parte, otros tipos de integrinas se expresan en lineas celulares adherentes. En Hela,
se ha reportado la expresion de las integrinas a1p1, a5p1, avB5 (Bax et al., 2004; Riikonen,
Vihinen, Potila, Rettig, & Heino, 1995), mientras que en la linea celular CaSki se ha
reportado la integrina avp3 (Stuardi, M.O. Phipps, & O. Tollefsbol, 2006). En células
indiferenciadas de Neuroblastoma se ha informado una alta expresion de las integrinas avp3
y avp5, las cuales son esenciales en procesos para la supervivencia de estas células (Erdreich-
Epstein et al., 2000), como la migracion celular, la cual se ve regulada por la expresion de la
integrina avB3, causando un fenotipo altamente movil e invasivo cuando se sobre-expresa.
(Meyer, Van Golen, Kim, Van Golent, & Feldman, 2004). Por su lado, la integrina avp5
desempefia un papel mas importante en la angiogenesis y la metéastasis del cancer (Brooks et
al., 1997). Por lo tanto, la interaccion de estas integrinas con anticuerpos o péptidos que las
reconocen y bloquean su sitio de union a ligandos de la MEC resulta en la inhibicion de la
adhesion de células endoteliales y la induccidn de apoptosis (Erdreich-Epstein et al., 2000).

En ese sentido, se han reportado efectos inhibitorios de la adhesion y la migracién celular por
parte de toxinas aisladas de venenos de serpiente que interactian con integrinas que contienen
subunidades tipo av, como avP3 y avp5 (Bazaa et al., 2009; Jiménez-Charris et al., 2019).
Por ejemplo, la Tzabcanina, una desintegrina aislada del veneno de Crotalus simus tzabcan,
ha demostrado inhibir la adhesion y la migracién en las lineas celulares de melanoma (A-
375) y pulmon (A-549) (Saviola et al., 2016). Otro ejemplo es la Contortrostatina, obtenida
del veneno de Agkistrodon contortrix contortrix, que se une tanto a avp3 como a avp5, e
inhibe la adhesion de células endoteliales (HUVEC) a la Vitronectina e induce la apoptosis
en las células desprendidas. Esta desintegrina también fue capaz de inhibir la migracion, la
invasion y la formacion de tubos in vitro, y también presento efectos antiangiogénicos tanto
in vitro como in vivo (Golubkov, Hawes, & Markland, 2003), todas estas funciones celulares
dependientes de integrinas.

Puesto que Lansbermin-11 también la migracion de células de Neuroblastoma (Fig. 6), las
cuales también expresan integrinas tipo avp3 y avp5 (Erdreich-Epstein et al., 2000), se podria
proponer que estas integrinas podrian ser uno de los posibles blancos de esta desintegrina
para efectuar sus efectos antitumorales. Sin embargo, aunque la expresion diferencial de las
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integrinas en diferentes lineas celulares podria explicar la selectividad de Lansbermin-11 por
celulas adherentes y en particular, por las de Neuroblastoma, se requieren de mas estudios
que evallen especificamente las interacciones de esta desintegrina con las integrinas
expresadas por este tipo de células. De esta manera se espera que esta informacién pueda
ayudar a explicar los mecanismos moleculares y celulares mediante los cuales Lansbermin-
Il inhibe la migracidn, y reduce la viabilidad celular.

Los resultados de este estudio sobre Lansbermin-Il mostraron un alto potencial antitumoral
contra la linea celular de Neuroblastoma. Las futuras investigaciones sobre esta toxina
estaran enfocadas en la obtencién de su secuencia completa, la posibilidad de producir una
version recombinante de la desintegrina y la evaluacion de sus interacciones con integrinas
expresadas por células de Neuroblastoma tales como la avp3 y la avp5, mediante el uso de
técnicas de inmunoflorescencia, citometria de flujo y microscopia confocal.

14



Conclusién

En este estudio se evalud el potencial anticancerigeno de la proteina Lansbermin-11 en
diversas lineas celulares de cancer, adherentes y no adherentes. Esta toxina, identificada
previamente como una desintegrina, podria hacer parte de un complejo proteico mas grande
que incluye una metaloproteinasa. Por otro lado, Lansbermin-Il mostré un efecto altamente
citotoxico sobre células adherentes, principalmente sobre células de Neuroblastoma, sin
afectar la viabilidad de células no tumorigénicas de Linfocitos o Fibroblastos Gingivales,
mostrando potencial como tratamiento selectivo. Sin embargo, se necesita realizar la
secuenciacion completa de Lansbermin-1l para conocer su motivo de unién a integrinas y
realizar experimentos mas especificos para determinar con mayor exactitud el mecanismo de
accion por el cual Lansbermin-I1 logra inhibir la migracion y la viabilidad de células de
neuroblastoma y confirmar la interaccién con integrinas como la avp3 y la avps.
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