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RESUMEN

El veneno del alacran azul, Rophalurus junceus es comercializado con el nombre de
Escozul. Este producto natural se emplea en el tratamiento de diferentes
patologias.

OBJETIVO: este trabajo evalué el efecto citotéxico in vitro de este producto en las
lineas tumorales P3-X63/AG8/653 y Dunning R3327-G provenientes de mieloma
murino y prostata de rata, respectivamente.
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METODOS: la citotoxicidad fue evaluada mediante la cinética de crecimiento
celular y el dafio metabdlico. Se utilizaron dosis de 1, 10, 20, 50, 100 y 200
mg/mL.

RESULTADOS: el veneno present6 un efecto citostatico dependiente de la linea
tumoral en cuestion. Las dosis efectivas variaron entre las lineas celulares
ensayadas. Se estudié ademas la estabilidad del producto almacenado durante 30
dias a temperaturas de -20 y 4°C, se evidencio6 la pérdida de la actividad biolégica.
CONCLUSIONES: El trabajo demostr6 la citotoxicidad del veneno crudo del alacran
azul en cultivos celulares.

Palabras clave: Rophalurus junceus, Escozul, citotoxicidad, escorpiones, lineas
celulares, in vitro.

ABSTRACT

Poison of blue scorpion (Rophalurus junceus) is marketed as Escozul. This natural
product is used in treatment of different pathologies.

OBJECTIVE: present paper evaluated the in vitro cytotoxic effect of this product in
P3-X63/AG8/653 and Dunning R3327-G tumor lines from murine myeloma and rat
prostate, respectively.

METHODS: cytotoxic effect was evaluated by means of cellular growing kinetics
and the metabolic damage. Doses of 1,10, 20, 50, 100, and 200 ig/mL.

RESULTS: poison had a cytostatic effect dependent of tumor line at issue. Doses
effective varied among the cellular lines assessed. We studied also stability of
product stored during 30 days at temperatures of -20° and 4° C, evidenced the loss
of biological activity.

CONCLUSIONS: we showed cytotoxic effect of crude poison of blue scorpion in
cellular cultures.

Key words: Rophalutus junceus, Escozul, cytotoxic effect, scorpions, cellular lines,
in vitro.

INTRODUCCION

El cancer constituye una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Datos
preliminares del Anuario Estadistico del Ministerio de Salud Publica (MINSAP)
indican que el cancer cobré 19 695 vidas en Cuba en el afio 2006, que equivale al
28,13 % del total de muertes registradas en ese afio. *

En el tratamiento de esta patologia se utilizan tradicionalmente los farmacos
citostaticos, las radiaciones y la cirugia, pero en la actualidad han surgido una serie
de tratamientos alternativos que se denominan la bioterapia del cancer, en la que
se incluyen: terapia génica, elementos promotores de inmunogenicidad, agentes
mutantes y otros que aceleran el proceso de apoptosis celular. >°

El empleo terapéutico de la toxina del alacran azul (Rhopalurus junceus) fue
descubierta al cabo de una década de trabajo por el biélogo cubano Misael Bordier,
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que inicio el criadero de escorpiones y su investigacion, en la Facultad de Ciencias
Médicas de Guantanamo a finales de los 80. La toxina, una vez formulada y
esterilizada constituye el producto natural Escozul. A la misma se le atribuyen
propiedades antimicrobianas y antitumorales demostradas a través de algunos
estudios preclinicos. * La evaluacién farmacoldgica de extractos de organismos y su
aislamiento, es un aspecto esencial del proceso de descubrimiento de la droga;
precisamente los avances en el area de las técnicas in vitro han trasformado
sustancialmente esta faceta de la quimica de productos naturales.

En el campo del cancer, los ensayos in vitro son fundamentalmente de dos tipos:
ensayos moleculares altamente especificos (dirigidos a una diana u objetivo
subcelular Unico) y ensayos celulares. Los ensayos celulares a su vez, pueden ser
divididos en: ensayos citotéxicos y otros tipos de ensayos que incluyen examenes
morfoldgicos. Dichos ensayos celulares o de crecimiento celular no radiactivos se
clasifican en: ensayos de conteo celular o de colonia, de unién a colorantes
macromoleculares, de metabolismo y de integridad de la membrana. °En la
literatura revisada, no aparece informacion alguna sobre estudios que utilicen el
veneno crudo de alacran (Escozul) en experimentos como los mencionados
anteriormente.

A pesar de los resultados obtenidos en investigaciones preclinicas y clinicas
mediante la administracién de este veneno, " las autoridades sanitarias cubanas
no reconocen como evidencia cientificamente documentada los reportes realizados
hasta el momento, aunque las referencias sobre sus efectos y curas son sugerentes
de una posible actividad y utilidad terapéutica. ° Partiendo de estos argumentos,
nos propusimos evaluar en un sistema celular in vitro, la actividad citotdxica del
veneno crudo del alacran Rophalurus junceus, empleando las lineas tumorales de
mieloma murino (P3-X63) y de préstata de rata (Dunning). Los métodos empleados
fueron la cinética de crecimiento y el ensayo de dafio metabdlico. Fue importante
para nuestro equipo definir la estabilidad que este producto presenta almacenado a
4 y -20°C. Nuestros resultados brindaran un mejor entendimiento para el
tratamiento de diversas patologias de tipo tumoral empleando este producto, asi
como ayudaran a su mejor conservacion y comercializacion.

METODOS

Disefio experimental:
1. Coleccidén y preparacion de la toxina

Se colect6 el veneno de 50 alacranes de la especie Rophalurus junceus en un
volumen de 20mL de agua destilada, mediante la aplicacion de corriente a baja
intensidad en el apéndice terminal. Con la finalidad de concentrar la muestra se
realizé una precipitacion salina. (NH;SO4 al 70%), seguidamente se resuspendi6 en
5mL de PBS 1X (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 4,3mM Na,HPO,, 1,47mM KH,PO,) y se
procedid a dializar durante 48 h a 4°C en PBS 1X. Se determind la concentracion de
proteinas totales a través del método de Lowry. '° La toxina fue filtrada utilizando
membranas de 0,2 mm y posteriormente fue empleada para conformar los
diferentes tratamientos. Las dosis preparadas fueron: 1, 10, 20, 50, 100, 200
mg/mL. Como control positivo se utilizé el citostatico estandar 5-fluoruracilo a una
concentracion de 5mg/mL de medio. Como control negativo se emple6 el medio de
cultivo carente de la toxina, donde el volumen correspondiente a esta fue
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reemplazado por PBS1X. Parte de la toxina fue almacenada durante 30 diasa 4 vy -
20°C para estudios de estabilidad.

2. Lineas celulares y condiciones de cultivo
- Lineas celulares

Se utilizaron las lineas de mieloma de ratdén Balb/c P3-X63/AG8/653 y Dunning
R3327-G de préstata de ratas Copenhague. Ambas se cultivaron en medio RPMI
suplementado con 10 % suero fetal bovino (SFB) y glutamina piruvato 2mM en
ausencia de antibiéticos, a 37°C y atmésfera de 5 % CO..

- Densidad de la siembra

Las células se sembraron entre 2 y 3x10* células/pozo en placas de microtitulacién
de 96 pozos.

3. Ensayos de citotoxicidad in vitro

De los diferentes ensayos in vitro descritos para evaluar este efecto, se seleccioné
la cinética de crecimiento y la evaluacion del dafio metabdlico descrito por Rahman
y otros, 2001. °

- Cinética de crecimiento

El ensayo se efectud durante 72 h segun lo establecido en la literatura, se
realizaron los conteos celulares cada 24 h con la ayuda de la Camara de Neubauer
y una dilucién 1:2 de la muestra en Tripan Azul. En el caso de los conteos
realizados a las células Dunning, se emple6 para su desprendimiento del soporte la
tripsina 0,125 %, 53mM de EDTA en PBS 1X.

Se le concedi6 especial importancia a la observacion de las caracteristicas culturales
propias de cada linea celular.

Las dosis seleccionadas fueron 1, 10, 100, 200 ug/mL.
El disefio experimental incluyé un original y dos réplicas para cada tratamiento.
- Ensayo de dafio metabdlico

Se empled la técnica del rojo neutro, un colorante vital que se acumula en los
lisosomas de las células vivas. El ensayo se llevo a cabo en triplicado como se
describié anteriormente, pero las células permanecieron en contacto con los
diferentes tratamientos durante 72 h. Cada 24 h hubo cambio de 100 mL de medio
por medio fresco con las dosis correspondientes, incluyendo los controles. Los datos
de la toxicidad celular del veneno, se brindan como la absorbancia a 540nm del rojo
neutro captado por los lisosomas.

4. Estabilidad de la toxina almacenada

Se realiz6 un analisis funcional de la estabilidad del producto basado en su
actividad biolégica, una vez que el producto fue sometido a temperaturas
diferenciales de almacenamiento: refrigeracion (2 a 8°C) y congelaciéon (-5 a -
20°C), durante 30 d.
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Se tomaron como criterios de actividad los referidos en los experimentos
anteriores: cinética de crecimiento y dafio metabdlico, y se seleccionaron dosis
intermedias al rango establecido: 1, 10, 20, 50, 100 ug/mL. Por cada dosis se
incluy6 un grupo de refrigeracion y otro de congelacion.

El disefio experimental incluy6 un original y dos réplicas para cada tratamiento.
La linea celular empleada fue la P3X63.
5. Procesamiento estadistico

Dado que los datos responden a una distribucion normal se procedié a hacer el
analisis estadistico paramétrico, ** realizando un anélisis de varianza multiple
(ANOVA) vy la matriz de comparacion de medias de Tukey.

Se consideré como variable dependiente el nimero de células y la DO medida en el
ensayo metabdlico, y como variables independientes los diferentes tratamientos. El
paquete estadistico empleado fue SYSTAT version 5.0 del 97.

RESULTADOS
Ensayos de citotoxicidad in vitro

La figura 1A muestra los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento
realizada a las células tumorales murinas P3X63. En la misma se evidencia un
marcado efecto inhibitorio en el crecimiento de las células, de un 72,3 y 66,7 % con
relaciéon al grupo control empleado, a las dosis de 1 y 10 mg/mL, respectivamente.

La figura 1B muestra la cinética obtenida para las células tumorales prostéaticas de
rata (Dunning) tratadas con iguales dosis. Se observd que el efecto citotoxico del
veneno del alacran azul se alcanzé con la dosis de 100 mg/mL, mostrando un 45,7
% de inhibicidon con relacion al control en esta linea celular. Por otra parte, se
observé un efecto marcado del 5FU a la dosis de 5mg/mL dependiente del tiempo
de exposicidon con las células en ambas lineas, se corrobord con la observaciéon
realizada al microscopio. En este caso se mostraron cambios morfolégicos como
pérdida de refringencia, disminucion del tamario celular y bordes irregulares.
Ademaés se observaron abundantes detritos.

Este ensayo se realizé6 empleando veneno fresco de 5y 10 d posterior a la
extraccion. A la derecha aparecen las dosis utilizadas: C- (control negativo) C+
(control positivo 5FU). D1, D10, D100, D200 se corresponden con 1, 10, 100, 200
mg/mL de la proteina respectivamente. Los resultados se expresan como las
medias de las DO = DE de ensayos realizados en triplicados.
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Fig. 1. Ensayo de citotoxicidad en oflulas P3 -X63 (A) y Dunning de rata (B)
empleando |a cinética de crecimiente como métedo para identificar el efecto citotdxico
presente en el veneno del alacran Rophalurus junceus.

Estabilidad de la toxina almacenada
- Temperatura de refrigeracion

No se observd efecto citotéxico en ninguna de las cinco dosis ensayadas como se
muestra en la figura 2A. Los porcientos de inhibicién con respecto al control para 1,
10, 20, 50 y 100 mg/ml fueron 98,6, 102,7, 109,5, 109,5y 78,08 %
respectivamente (fig. 2A). El ensayo metabdlico (2B) no mostré diferencias
significativas (p= 0,215) entre las dosis empleadas y el control negativo, para
p<0,05.
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Fig. 2. Cinética de crecimiento (A) y ensayo de dafio metabdlico (B) realizadas con la
linea celular P3-¥63 empleando la toxina almacenada durante 30 dias a 4°C,

La fig. 2B muestra la captaciéon del rojo neutro por los lisososmas y se expresan los
resultados de la densidad 6ptica (X+ DS) medida a 540nm.

- Temperatura de congelaciéon

Como se observa en la figura 3A, la curva de crecimiento no mostré efecto
inhibitorio alguno causado por el veneno crudo presente en el medio de cultivo de
las células P3X63. Estos resultados son corroborados por el ensayo metabdlico
realizado y que se observa en la figura 3B. El analisis de varianza (ANOVA) no
mostré diferencias significativas (p=0,178) entre las dosis estudiadas para p<0,05.
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Fig. 3. Estudio de estabilidad realizado a la toxina congelada a—-209C por un periode de 30 dias
empleando la cinética de crecimiento (A) v el ensayo metabdlico (B).

El grafico B muestra la captacion del rojo neutro por los lisososmas y se expresan
los resultados de la densidad 6ptica (X+ DS) medida a 540nm.

DISCUSION

Las toxinas producidas por diversos organismos han llamado desde hace mucho
tiempo, la atencién de los investigadores por sus propiedades terapéuticas. Entre
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los mas estudiados se encuentran las serpientes, escorpiones y diversos
organismos marinos. %2°

El uso de dos lineas celulares (P3-X63 y Dunning), permitié evidenciar que existen
diferencias entre las dosis con actividad citotéxica efectiva cuando se compararon
ambas células. Las dosis 1 y 10 ug/mL causaron inhibicion notable del crecimiento
(72,3 y 66,7 % respectivamente) en los mielomas murinos (P3-X63), coincidiendo
con resultados obtenidos por otros autores. ?*'?? Contradictoriamente, cuando el
ensayo se efectud con las mismas dosis en células Dunning, el efecto inhibitorio del
crecimiento se observé con 100 ug/mL (45,7 %). Este resultado puede deberse a
las diferentes caracteristicas que ambas lineas celulares presentan durante su
crecimiento. Las células Dunning son células con anclaje dependiente y a diferencia
de las X63 crean una monocapa con una matriz celular que presupone la presencia
del complejo proteico que garantiza la union entre células, y entre estas y el
soporte a la cual estan ancladas. La unidn estrecha presente en las células
dependientes de anclaje puede constituir una barrera a la accién de la toxina. Esta
ha sido una de las causas que ha llevado al surgimiento de los estudios
tridimensionales in vitro, con el empleo de los esferoides celulares, dado que la
accion del farmaco sobre la célula no es igual cuando estas crecen en monocapas a
cuando lo hacen en pequefios "cluster” celulares aislados. #>?* Por otra parte, se ha
observado que cuando se emplean toxinas para el tratamiento de pacientes
afectados con diversos tumores, existe una menor eficiencia en el tratamiento de
aquellos casos donde existen tumores solidos que en los pacientes con tumores
hematopoyéticos. 2°

Llamo6 poderosamente la atencién el efecto no dependiente de la dosis en el
tratamiento de estas células, ya que muchos autores que ensayan diferentes
toxinas, han encontrado un efecto dosis dependiente. ***> En nuestros ensayos
realizados con las células P3-X63 para las dosis de 100 y 200 ug/mL se obtuvo un
crecimiento comparable al control negativo. Esta Gltima dosis tampoco fue efectiva
en las células Dunning. Un efecto de saturacion del complejo ABC presente en la
membrana celular puede ser la causa de este fendbmeno. Se sabe que esta
superfamilia es un transportador de membrana presente desde las bacterias hasta
el humano, y es altamente especifica para un sustrato o grupo de sustratos
relacionados estructuralmente, entre los que se encuentran péptidos y proteinas.
Pudiera también pensarse en un efecto de resistencia a la toxina a altas dosis. Este
mecanismo resultaria de la sobrexpresiéon de MDR1 (multidrugs resistance), una
proteina de 170KDa presente en la membrana y cuya funcidon es exportar farmacos
al exterior celular causando resistencia a estos, si bien hay que sefialar que es un
mecanismo descrito para pequefios farmacos hidréfobos. 2 Experimentos para
confirmar estas hipotesis asi como los mecanismos de accion molecular del veneno
del alacran, deberan ser disefiados posteriormente.

Estos ensayos mostraron que las dosis altas empleadas (100 y 200ugs/mL)
ocasionaron un crecimiento atipico tanto en células dependientes de anclaje como
en células libres en el medio. Este se manifesté mediante la formacion de grupos
celulares distribuidos de forma no homogénea en el fondo de la placa de cultivo y la
desintegracién de la monocapa de células Dunning. Se sabe que las cadherinas son
un grupo de proteinas involucradas en la formaciéon de las uniones intercelulares,
estas moléculas son dependientes de Ca*?, el cual influye en la formacién del
dimero necesario para la unién entre las células. ?° Ha sido ampliamente descrito el
papel de las toxinas de diversos grupos animales activando el influjo de este ion
calcio, lo cual puede estar relacionado al evento aqui descrito, ya que una
disminucion del Ca?* extracelular impide la formacién del dimero de cadherina
ocasionando una disrupcién entre las células. 2’
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El empleo de un homologo cataliticamente inactivo del veneno de la serpiente
Bothrops asper, la fosfolipasa A2 (Lys49), indujo diversos cambios en células
linfoblastoides como necrosis, apoptosis y proliferaciéon dependiendo de la
concentracion de la toxina, quienes ademas evaluaron el incremento del Ca2+
citosdlico inducido por la misma. A altas concentraciones (100 pg/mL) la toxina
induce una disrupcién drastica de la membrana plasmatica, asociada con un influjo
de Ca2+ y la necrosis. *®

Un resultado similar al nuestro fue obtenido por Willinger C y otros, ?® quienes
ensayando el veneno de Daboia russelii siamensis en cultivos celulares epiteliales,
observaron la desintegracion completa de la monocapa confluente a
concentraciones superiores a 200ugs/ml.

Fue interesante evaluar la estabilidad de este producto natural empleado en el
tratamiento de diversas patologias, fundamentalmente en pacientes afectados por
diversos tipos de cancer. El estudio realizado mostré por primera vez que la
efectividad o actividad bioldgica, medida a través del efecto citotdxico, del principio
activo presente en el veneno crudo, es sensible al tiempo y a la temperatura ya que
este se obtuvo con el veneno fresco mantenido a 4°C hasta 15 dias posterior a la
extracciéon. Una vez que el producto se almacené por periodo de un mes a 4°C 6 -
20°C, su efecto citotéxico desaparecid. La literatura revisada no mostré ningln
estudio sobre la estabilidad de toxinas naturales (animales) en un biomodelo in
vitro, lo cual realza la importancia de este resultado si se quiere establecer con
efectividad un tratamiento prolongado en estos pacientes. Los resultados in vitro
aqui mostrados confirmaron el efecto citotdxico dependiente del tiempo del
producto Escozul y sugieren la necesidad de estudiar cuidadosamente el efecto
dosis-respuesta en funcidon de la patologia presentada en cada paciente, ademas
del uso de biomodelos in vivo que permitan ajustar estas dosis efectivas.
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