
RESUMEN

Los escorpiones son uno de los grupos más antiguos de animales terrestres. Su ve-

neno lo utilizan principalmente para capturar presas para su alimentación y defensa. Sin

embargo el humano lo ha utilizado en la medicina tradicional debido a que está com-

puesto por componentes biológicamente activos. De estos, se han descrito toxinas, es-

pecíficamente del veneno de Tityus  discrepans, con  actividad antineoplásica. Es por

eso, que este trabajo tiene como objetivo caracterizar  la actividad anticancerígena de

una toxina del veneno de T. discrepans sobre una línea celular cancerígena de neuro-

blastoma (Neuro-2a). Para ello se aislaron cuarenta fracciones del veneno a través

de  CLAR-FR,  con  un  ensayo  de  citotoxicidad  se  demostró  que  sólo  tres  (F1,

F19 y F36) indujeron al menos el 70 % de muerte celular y que F19 disminuye

la viabilidad celular de Neuro-2a de manera dosis dependiente con una CI 50 de

0,71 μg/μL. F19 fue repurificada por CLAR-FR y su componente mayoritario es

p7.  Mediante  electroforesis  y  espectrometría  de  masas  se  demostró  que  F19

está conformada por al menos 10 componentes de M.M entre 3845, 6 y 8157,7

Da.  A través de un ensayo con NA/BE se demostró,  que de todos los compo -

nentes de F19, p7 es el responsable de la actividad anticancerígena, la cual de -

pende de la  concentración  y  del  tiempo de exposición.  También se  determinó

que el mecanismo de acción de p7 ocurre por apoptosis. El mayor porcentaje de

muerte celular por apoptosis inducido por F19 y p7 fue a las 7 h de exposición

con un aumento en la actividad lisosomal de las células. El efecto de F19 y p7

es similar, sin embargo p7 es más potente, debido a su mayor porcentaje de pu -

reza. Se presume que la activación de los lisosomas se encuentra asociada a la

inducción de muerte por apoptosis. El mecanismo de acción se estudió median -
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te inmunocitoquímica, en el cual se demostró que la actividad apoptogénica es

caspasa dependiente.

En conclusión, en este estudio se demostró que el veneno de T. discrepans contie-

ne una toxina con actividad apoptogénica sobre neuroblastomas. Esta toxina, p7, es el

componente activo principal de F19, fracción aislada del veneno por CLAR-FR. El p7

ejerce su acción apoptogénica en un tiempo óptimo de 7 h y no tiene un efecto significa-

tivo en neuronas de hipocampo. Se presume que dicha actividad, es mediada a través

de la permeabilización de la membrana lisosomal en estas células por el aumento de la

actividad lisosomal, lo cual induciría la liberación de distintas proteasas que de manera

caspasa dependiente (caspasa-3), como indican los resultados de inmunocitoquímica,

generan la muerte celular del neuroblastoma.

2



INTRODUCCIÓN

Biología de los escorpiones.

Los escorpiones han despertado toda clase de mitos por ser antiguos habitan-

tes de la Tierra, se han encontrado fósiles en sedimentos del Paleozoico de hace

450 y 500 millones de años. Ellos son los quelicerados vivientes con registro fósil

más antiguo (Figura 1) y en consecuencia constituyen el grupo más cercano al

arácnido primigenio, por lo que resultan claves para entender la evolución y la filo-

genia de la Clase Arachnida y del Subphylum Chelicerata; sus parentescos y sus

relaciones con otros grupos cercanos. Además constituyen uno de los pocos ejem-

plos contenidos en registro fósil donde queda documentado el proceso de terrestri -

zación  de  formas  inicialmente  acuáticas  (Melic,  1996). Pertenecen al Phylum

Artrhopoda, Subphylum Chelicerata, Clase Arachnida y al  Orden Scorpionida,  el

cual comprende catorce familias de escorpiones: Akravidae, Bothriuridae, Buthi-

dae, Caraboctonidae, Chactidae, Chaerilidae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae,  Iuri-

dae, Microcharmidae, Pseudochactidae, Scorpionidae Superstitioniidae y Vaejovi-

dae (Kovarik, 2009; González-Sponga, 2011). 

Venezuela ocupa el primer lugar en América del Sur en cuanto a diversidad

de  especies de escorpiones. Hasta los momentos se han clasificado ciento

ochenta  y  cuatro especies, agrupadas en cinco familias (Buthidae, Chactidae,

Euscorpiidae, Hemiscorpiidae y Scorpionidae) y  diecisiete  géneros. La familia

Buthidae en Venezuela está conformada por los géneros: Ananteris (30 especies),

Centruroides (2 especies), Isometrus (1 especie), Mesotityus (1 especie), Microtit-

yus (8 especies), Rophalurus (1 especie) y Tityus (54 especies) el cual correspon-

de al 28,3 % de la escorpio-fauna descrita y  reúne las especies responsables de
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los accidentes escorpiónicos graves en el país, debido a la alta toxicidad de su ve-

neno y al acoplamiento de su distribución geográfica con la mayoría de la pobla-

ción venezolana (Rojas-Runjaic y De Sousa, 2007; González-Sponga, 2011).

Respecto a su morfología el cuerpo de un escorpión está dividido en tres re-

giones (Figura 2): el prosoma (región anterior del cuerpo) que incluye la boca, los

ojos laterales y mediales; los quelíceros, apéndices pares en forma de pinzas dis-

puestos a los lados de la boca; los pedipalpos, apéndices pares situados en la par-

te anterior del prosoma que precede a las quelas (provistos de receptores senso-

riales) y las patas. El mesosoma (región media del cuerpo) formado por siete

segmentos llamados tergitos, el cual en el lado ventral tiene cinco placas llamadas

esternitos, las lamelas genitales cubriendo la apertura genital, los estigmas y los

peines como órganos sensoriales. El metasoma (región caudal del cuerpo) dividi-
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Figura  1:  Fósil  de  escorpión  del  silúrgico  (E.  remipes).  Tomado  de
http://  museumvictoria.com.au/melbournemuseum/discoverycentre/600-million-
years/timeline/silurian/eurypterids/ [Consulta: 02 enero de 2015].

http://museumvictoria.com.au/melbournemuseum/discoverycentre/600-million-years/timeline/silurian/eurypterids/
http://museumvictoria.com.au/melbournemuseum/discoverycentre/600-million-years/timeline/silurian/eurypterids/
http://museumvictoria.com.au/melbournemuseum/discoverycentre/600-million-years/timeline/silurian/eurypterids/


do en cinco segmentos y un último segmento llamado telson, donde se encuentra

la glándula productora y el aparato inoculador de veneno, el acúleo y tubérculos y

cerdas que funcionan como sensores que detectan las vibraciones emit idas  a

través del aire (Polis,1990; González-Sponga, 2011).

Los escorpiones son animales poco vistosos, solitarios y en pocas ocasiones

se les llega a ver junto a otro escorpión. Una de estas veces es durante la danza

nupcial, preludio de la fecundación. El período de reproducción coincide con la

época de lluvia (mayo-agosto y octubre-noviembre). Son ovovivíparos con aproxi-

madamente treinta crías por camada, posadas por la madre sobre su dorso donde

se alimentan del vitelo que contiene su cuerpo, allí permanecen hasta aproxima-

damente un mes aunque ya posean veneno para capturar sus propias presas. Los

escorpiones se alimentan de artrópodos vivos. Las especies que tienen quelas fi-

nas generalmente poseen un veneno potente que inmoviliza y mata a las presas

en segundos, luego las capturan con las quelas y las trituran usando los pedipal-

pos. Los escorpiones que poseen quelas grandes y fuertes (como los del género

Broteas) las utilizan para inmovilizar la presa mientras la trituran con sus quelí-

ceros (González-Sponga, 2011).
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Las características morfológicas más distintivas de la especie T. discrepans,

objeto de estudio (Figura 3) son: longitud promedio de 7,1 cm. para los machos y

5,9 cm. para las hembras, cuerpo de color castaño rojizo con los segmentos cau-

dales IV, V y telson de coloración negra (González-Sponga, 2011).

Distribución.

El género Tityus es exclusivamente Neotropical, distribuido desde Panamá has-

ta Argentina incluyendo algunas islas del Caribe. Habita en ambientes húmedos

desde los 0 hasta los 2000 m.s.n.m, en zonas montañosas o pie de monte con ve-
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Figura 2: Esquema dorsal de la morfología externa de un escorpión. (1) Prosoma, (2) Quelíceros, (3)
Trocánter del pedipalpo, (4, 8) Fémur, (5, 9) Tibia, (6) Quela, (7) Trocánter de las patas, (10) Pretarso,
(11) Basitarso, (12) Telotarso, (13) Mesosoma (tergitos I a VII), (14) Segmentos caudales I a V (15)
Telson, (16) Tubérculo subaculear y (17) Aculeo. Tomado de González-Sponga, 2011.



getación húmeda. La toxicidad de su veneno sumado a la co-distribución con

los humanos ha generado la mayoría de los casos graves y letales por empon-

zoñamiento en el país. La especie T. discrepans habita una diversidad de nichos:

desde el Parque Nacional Henry Pittier (Edo. Aragua) hasta la población de Biron-

go (Edo. Miranda), en los alrededores de Caracas, Altos Mirandinos, Parque Na-

cional Guatopo al norte de Altagracia de Orituco, Edo. Guárico y Tiara, Dtto. Ricau-

te (González-Sponga, 2011) (Figura 4).

7

Figura 3: Tityus discrepans. Tomado de González Esponga, 1996.

Figura  4: Distribución de  T. discrepans. (1) Parque Nacional Henry Pittier; (2) Minucipio Tiara; (3)
Altos Mirandinos; (4) Caracas; (5) Parque Nacional Guatopo y (6) Población de Birongo, Higuerote. 



Emponzoñamiento escorpiónico.

Se denomina escorpionismo al cuadro clínico característico producido por  la

inoculación de veneno de un escorpión al humano, que dependiendo de la espe-

cie, masa corporal del afectado y la cantidad de veneno inoculado, puede revestir

características graves e incluso causar la muerte. El escorpionismo y sus conse-

cuencias representan una importante causa de emergencia, en particular pediátri-

ca, en muchos países (Chippaux y Goyffon, 2008). En Venezuela, el escorpionis-

mo coincide con la estación de lluvia (mayo- julio y octubre- noviembre) y es más

frecuente en cinco regiones macro-endémicas (Figura 5): (1) la región Centro-Nor-

te (Dtto. Capital, Miranda, Aragua y Carabobo), (2) región Norte-Este (Monagas,

Sucre y Anzoátegui), (3) región Centro-Oeste (Lara, Yaracuy y Falcón), (4) región

de los Andes (Mérida, Táchira y Trujillo) y (5) región Sur (Bolívar, Amazonas y Del-

ta Amacuro) (Mazzei de Dávila y col., 2011; D'Suze y col., 2015). Todas las espe-

cies de Tityus son potencialmente letales; sin embargo, son pocas las especies

que han sido identificadas como involucradas en escorpionismos graves (Figura

5). El promedio anual de incidencia es de 40 empozoñamientos escorpiónicos

por cada 100000 habitantes y la mortalidad es de 0,04 por cada 10000 habitan-

tes (Chippaux y Goyffon, 2008). En Venezuela los casos de escorpionismo están

altamente sub-registrados. De acuerdo con las estadísticas del Hospital “Leopoldo

Manrique Terrera” en Coche, 3409 casos fueron recibidos en este hospital entre

1990 y 1997 (Mazzei de Dávila y col., 2011).
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El veneno produce una sintomatología compleja denominada “síndrome de

emponzoñamiento escorpiónico”  (D’Suze y col., 2011; 2015) que se caracteriza

por palidez,  taquicardia, taquipnea, piloerección, midriasis, hipertensión, priapis-

mo, frialdad cutánea, micción espontánea, nauseas,  vómitos, dolor abdominal,

diarrea, sialorrea, bradicardia, sudoración profusa, hipotensión, broncoespamos y

miosis. La sintomatología por el emponzoñamiento de los escorpiones del género

Tityus puede inducir trastornos neurológicos, pancreatitis aguda, manifestaciones

cardiovasculares,  edema agudo de pulmón, síndrome de dificultad respiratoria
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Figura 5: Distribución geográfica de las 54 especies del género Tityus descritas en Venezuela.  Los
círculos blancos corresponden a las especies involucradas en emponzoñamientos fatales o graves,
los círculos negros a las especies venenosas aún no reportadas como involucradas en accidentes
escorpiónicos.  Solamente  T. clathratus está  representado con una estrella  blanca dado a que su
distribución es muy amplia. (1) T. discrepans, (2) T. isabelceciliae, (3) T. lancinii, (4) T. osmanus, (5) T.
pittieri, (6) T. Rojasi, (7) T. carabobensis, (8) T. falconensis, (9) T. barquisimetanus, (10) T. sanarensis,
(11) T. ivic-nancor, (12) T. boconoensis, (13) T. valerae, (14) T. rubosus, (15) T. funestus, (16) T. pococki,
(17) T. surmeridensis, (18) T. meridanus, (19) T. zulianus, (20) T. perijanensis, (21) T. gonzalespongai,
(22) T. tamayoi, (23) T. arellanoparrai, (24) T. nororientalis, (25) T. neoespartanus, (26) T. cachipalensis,
(27) T. irapaensis, (28) T. monaguensis, (29) T. quirogae, (30) T. caripitensis, (31) T. surorientalis, (32) T.
breweri, (33) T. venamensis, (34) T. riocaurensis,  (35) T. sarisarinñamensis,  (36) T. dupouyi, (37) T.
anduzei, (38)T. culebrensis, (39) T. urbinai, (40) T. filodrendon, (41) T. siriana, (42) T. rusmelye, (43) T.
guaricoensis,  (44)  T.  walli,  (45)  T.  uquirensis,  (46)  T.  obispoi,  (47)  T.  nematochirus,  (48)  T.
mucusunamensis, (49) T. melanostictus, (50) T. elizabethbravoi, (51) T. dulceae, (52) T. dorae, (53) T.
ahincoi, (54) T. clathratus. Tomado de D'Suze y col., 2015.



por escorpionismo, trastornos de la coagulación y/o activación de los procesos

inflamatorios (Mazzei de Dávila y col., 2011; D'Suze y col., 2011; 2015).

Características bioquímicas del veneno de T. discrepans.

El veneno de las especies del género Tityus es una mezcla compleja de sales,

lípidos, aa, péptidos, mucopolisacáridos y proteínas de baja y  alta M.M,  algunas

de ellas pertenecientes a  la familia de las métalo-proteasas y serino-proteasas

(Batista  y  col.,  2006;  Brazón  y  col.,  2009;  2013).  Entre la  diversidad  de

escorpiones del género Tityus, la especie T.  discrepans ha sido la más

estudiada. En el veneno de T. discrepans utilizando MALDI-TOF y nano-ESI-ITMS

se demostró  la  presencia de 205 componentes de M.M entre 272 y 57908 Da

(Batista y col., 2006) con actividad sobre canales iónicos, curarizante, inflamatoria,

antibacteriana, antimicótica, sobre el sistema hemostático y anti-neoplásica.

Este veneno contiene una alta proporción de péptidos de baja M.M (<5 kDa),

donde la mayoría bloquean canales de K+ (2500-  4500 Da) y péptidos con M.M

entre 5-  6 kDa son escasos en este veneno. Los  péptidos que modifican los

mecanismos de compuerta de los canales de Na+ tienen M.M de 6 a 8 kDa

(Batista y col., 2006; Borges y col., 2006; Díaz y col., 2009; Diego-García y col.,

2007; D'Suze y col., 1996;  1997;  1999;  2004a;  2004b; 2009;  Peigneur  y  col.,

2012). La mayoría de las toxinas aisladas modulan o bloquean canales iónicos.

Independientemente del  tamaño y la función poseen un patrón de plegamiento

similar (Figura 6). La estructura 3D ha sido determinada por NMR sólo en una

toxina,  la  discrepina  (Prochnicka-Chalufour  y  col.,  2006),  mientras  que  otras

toxinas han sido modeladas in silico (Díaz y col., 2009; D'Suze y col., 2009). Son

proteínas globulares que adoptan un motivo α/β con una α-hélice y 2 ó 3 láminas β
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paralelas o antiparalelas estabilizadas por 3 ó 4 puentes disulfuro. Muestran un

alto porcentaje de aa cargados, distribuidos sobre la superficie de la proteína y su

configuración espacial ha sido conservada a pesar de la diversidad de secuencias

aminoacídicas.  Las  más  estudiadas  son  las  moduladoras  de  canales  de

compuerta  de  Na+ (NaV).  Las  toxinas  activas  en  canales  de  K+ inducen

despolarización en la membrana celular por el bloqueo de estos. A pesar de que

ambos  tipos  de  toxinas  tienen  una  estructura  3D  similar,  ellas  difieren  en  la

interacción  superficial  con  los  distintos  canales  (Rodríguez  de  la  Vega  y  col.,

2003).

Actividad sobre canales Na  +   voltaje dependiente (Na+
V): Uno de los principales

blancos de las toxinas de escorpión son los canales Na+
V. Hasta la fecha se han

caracterizado doce toxinas activas en canales Na+
V.  En 1990 se determinó la.

composición aminoacídica de la TdVIII la cual contiene 55 aa y M.M de 6140 Da

(Borges y col., 1990), pero fue en 1999 cuando se caracterizó su función sobre

canales Na+ 1.4 en ovocitos de X. laevis (Tsushima y col., 1999).

En 1996 se  secuenciaron las regiones amino  terminal y se caracterizó el

efecto de cuatro toxinas llamadas TdII-1, -2, -3 y -4 sobre el potencial de membra-
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Figura  6:  Holomogía  de  la  estructura  terciaria  de  distintas  toxinas  aisladas  del  veneno  de  T.
discrepans. Izquierda: Discrepina (Prochnicka-Chalufour y col., 2006). Centro: TdNa3 (D'Suze y col.,
2009). Derecha: Bactridina 1 (Díaz y col., 2009).



na en reposo, las corrientes de Na+ y los MEPP's en el músculo sartorio de H. cre-

pitans. TdII-1 y -2 fueron específicamente tóxicas a crustáceos y mamíferos, TdII-3

y -4 sólo a mamíferos,  TdII-1, -2 y -3 aumentaron los mini potenciales, mientras

que todas reducían el potencial de reposo (D'Suze y col., 1996).

La ardiscretina compuesta por 61 aa y M.M de 7103,8 Da fue la primera

toxina, con  efectos sobre Na+
v,  contra  insectos aislada  del veneno de  T. discre-

pans, esta fue completamente secuenciada, clonada y su actividad caracterizada

biológicamente (D’Suze y col., 2004a).

Las Bacts,  u n  grupo de seis toxinas fueron descritas inicialmente por

su efecto antibacteriano (Díaz y col., 2009), posteriormente se caracterizó el efec-

to de algunas de ellas sobre isocanales de Na+
V de mamíferos (Peigneur y col.,

2012) y otras con actividad sobre neuronas DUM de grillo (Forsyth y col., 2012).

La Bact-1 y -2 tienen 61 y 64 aa y M.M de 6916 y 7361 Da respectivamente. El

resto de las Bacts ( Ba c t -3, -4, -5 y -6) tienen M.M de 7226, 7011, 7101 y

7173 Da respectivamente (Díaz y col., 2009) y se ha identificado más del  70 %

de su estructura primaria (Peigneur y col., 2012). Otras toxinas putativamente

activas sobre canales de Na+
 
han sido identificadas por genes que codifican a

partir del ADNc (Diego-García y col., 2007; D'Suze y col., 2009).

Actividad     s  o  bre     can  a  les     de     K      +: Estas toxinas están compuestas de 23 a 60

aa. Hasta ahora en el veneno de T. discrepans se han purificado y estudiado fun-

cionalmente cuatro de ellas, descritas más adelante, otras toxinas de cadena lar-

ga putativamente activas sobre canales de K+ han sido identificadas por genes

que codifican a partir del ADNc (Diego-García y col., 2007; D'Suze y col., 2009).
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La TdK1 con 37 aa y 3817 Da fue la primera toxina bloqueadora de

canales de K+ aislada del veneno de T. discrepans. Esta bloquea reversiblemen-

te los canales de K + shaker-B expresados en células SF9 (D’Suze y col., 1999).

La TdK2 y TdK3 con 34 y 36 aa y M.M de 3451 y 3832 Da respectivamente, actú-

an similar a la TdK1 en los canales de K+ shaker-B expresados en células SF9,

aunque TdK3 tiene baja especificidad a ellos (Batista y col., 2006). La discrepi-

na con 38 aa y M.M de 4177,7 Da plegada con tres puentes disulfuro, bloquea

las corrientes tipo IA de canales de K+ voltaje dependiente de la células granula-

res del cerebelo de ratas (D’Suze y col., 2004b).

Actividad         antibacteriana         y         antimicótica      : Los escorpiones diariamente se ex-

ponen a infecciones microbianas y a fin de defenderse han desarrollado un meca-

nismo potente diferente al de su inmunidad innata. Algunos rocían su veneno so-

bre su cuerpo dejándolo secar,  eliminando microorganismos del exoesqueleto y

protegiéndolos contra infecciones bacterianas o fúngicas (D'Suze, y col., 2015).

Entre estos componentes se destacan las Bact-1 y -2 con actividad contra bacte-

rias Gram-positivas (B. subtilis, M. luteus, E. faecalis) y Gram-negativas (P. aerugi-

nosa, Y. enterocolitica, A. calcoaceticus) que presentan la capacidad de modifi-

car la permeabilidad al Na+
 
en Y. enterocolitica (Díaz y col., 2009). Además

de las toxinas antibacterianas, en este veneno se han aislado y caracterizado sie-

te toxinas que inhiben de forma dosis dependiente el crecimiento de M. phaseoli-

na, un hongo patógeno de plantas comestibles. Estas toxinas denominadas fun-

gitoxinas, F1 a F7, tienen M.M de 1060,1; 7328,9; 7288,3; 7268,5; 7104,6; 6924,6

y 6823,3 Da respectivamente. Las fungitoxinas F2, F3 y F5 disminuyen la activi-

dad de la esterasa involucrada en la descomposición de tejido, importante para la
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alimentación del hongo; las toxinas F3 a F6 alteran la permeabilidad de la mem-

brana al Na+ y las F1, F5, F6 y F7 alteran la biosíntesis de esteroles de la pared

celular inhibiendo la biosíntesis del ergosterol o bien produciendo análogos de

este (Joya y col., 2011).

Ac  t  ivi  d  ad     sobre el sistema hemostático  : En el veneno de T. discrepans se han

descrito componentes con actividad anticoagulante (como inhibidores del factor

Xa) y pro-coagulantes (con actividad semejante al factor Xa o compuestos fibrino-

genolíticos) que pueden alterar el tiempo de coagulación modificando los valores

sanguíneos de T P  y TPT (D'Suze y col., 2001; 2003; Brazón y col., 2008; 2013;

2014). También se han descrito proteínas con actividad antifibrinolítica (discre-

plasmina) y semejante a t-PA (Brazón y col., 2009; 2014).

Ac  t  ivi  d  ad     c  urari  z  an  t  e      : Tdl-1  es una  toxina  de aproximadamente 48000  Da,

única  toxina  de escorpión con  actividad curarizante  descrita hasta la fecha

(D'Suze y col., 1997). Esta se estudió en preparaciones neuromusculares del mús-

culo sartorio de la rana H. crepitans, donde bloquea MEPP's y reduce el EPP's por

debajo del umbral de activación del potencial de acción, al igual que la D-tubocu-

rarina cuando se enlaza al sitio de unión de la acetilcolina en el canal nicotínico

con la consecuencia de mantener el potencial de membrana.

Ac  t  ivi  d  ad         in  f  lama  t  or  i  a      : Siete InfTx inducen cambios morfológicos y fisiológicos

en macrófagos. La InfTx-2 y InfTx-5 activan la producción de ON y las InfTx -2, -6

y -7 aumentan la liberación de TNF-α mientras que las InfTx-4, -5, -6 y–7 incre-

mentan la concentración intracelular de Ca2+ en macrófagos (Ramírez-Bello y col.,

2014).
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Ac  t  ivi  d  ad   a  n  t  i-n  e  op  l  ásica:   Las neopladinas aisladas del veneno de T. dis-

crepans fueron caracterizadas bioquímicamente. Las neopladinas 1 y 2 de 29918

y 30388 Da, inducen apoptosis por la sobre-expresión de Fas, FasL y Bcl-2 en la

línea celular SKBR3 de cáncer mamario (D'Suze y col., 2010).

Muerte Celular.

Uno de los mecanismos de defensa más frecuentes de los organismos pluri-

celulares, es eliminar células infectadas que puedan interferir con la función nor-

mal de este. Esta es una variable importante en el desarrollo, prevención y terapia

del cáncer (Zerban y col., 1994; Schulte-Hermann y col., 1997).

La terminología clásica “apoptosis y “necrosis” está basada en los cambios

morfológicos de la muerte celular, en los últimos años dado el avance de la explo-

ración bioquímica de las subrutinas de la muerte celular estos términos se han am-

pliado en trece terminologías que representan subrutinas diferentes agrupadas en:

apoptosis extrínseca, apoptosis intrínseca caspasas dependiente o independiente,

diversas  necrosis  reguladas,  autofagia  y  catástrofes  mitóticas  (Galluzi  y  col.,

2011). Sin embargo las modalidades de muerte celular más comunes son: la ne-

crosis y la apoptosis.

La necrosis es morfológicamente definida por el aumento en el volumen celu-

lar (oncosis), inflamación de los organelos, ruptura de la membrana plasmática y la

subsecuente pérdida del contenido intracelular  (Figura 7A). Desde hace mucho

tiempo, la necrosis ha sido considerada un tipo de muerte accidental e incontrola-

da, pero se ha acumulado evidencia de que la ejecución de la necrosis puede es-

tar finamente regulada por vías de señalización y mecanismos catabólicos (Gols-

tein y Kroemer, 2007; Festjens y col., 2006).
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El término apoptosis, es definido como un tipo de muerte celular controlada

que puede ser inducida por una variedad de agentes fisiológicos y farmacológicos,

la cual fue inicialmente acuñada por Kerr y col. (1972), en función a un criterio

morfológico: encogimiento celular, condensación y fragmentación de la cromatina,

vacuolización y lisis celular (Figura 7B).

Existen dos vías principales de iniciación de apoptosis, la vía extrínseca me-

diada por un receptor de muerte y la vía intrínseca mediada por daño mitocondrial

(Figura 8).

Vía extrínseca: Esta vía es mediada por un subgrupo de la súper-familia de

TNFR que  incluye:  TNFR (p55  o  CD120a),  Fas  (CD95/APO-1),  DR3 (Apo3  o

WSL1), DR4 (TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2). Los miembros de la familia de TNFR

poseen un dominio extracelular rico en cisteína y un dominio citoplasmático de

aproximadamente 80 aa llamado DD que tiene un rol crítico en la transmisión de la
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Figura  7:  Apoptosis  vs  Necrosis:  A)  Necrosis: morfológicamente  definida  como  inflamación
citoplasmática, dilatación de los organelos que causa vacuolización celular y ruptura de la membrana
plasmática, resultando en la liberación del contenido intracelular proinflamatorio. B)  Apoptosis: las
células revelan cambios en la morfología nuclear, incluyendo condensación y fragmentación de la
cromatina, encogimiento de la célula, vesiculación y formación de cuerpos apoptóticos. Editado a
partir de Hans-Jürgen Rode, 2008.



señal de muerte desde la superficie celular a la cascada intracelular de señaliza-

ción. La activación de los DD induce el reclutamiento y la activación de las caspa-

sas iniciadoras (caspasas 8). Este proceso envuelve la formación y activación de

DISC, compuesto de FADD y de caspasa 8. FADD está unido con el zimógeno de

la caspasa 8 por medio de la interfase homofílica con sus DEDs. Con la formación

de DISC, la caspasa 8 es activada, clivando directamente las caspasas efectoras

(caspasa 3). La activación de la caspasa 3 es responsable del clivaje de sustratos

de muerte que genera la fragmentación del ADN, la fragmentación nuclear, forma-

ción de prolongaciones citoplasmáticas y otros cambios morfológicos y bioquími-

cos (Elmore, S. 2007; Rastogi, R.P. y col., 2009; Portt, L. y col., 2011).

Vía Intrínseca: La caspasa 8 también puede activar indirectamente las caspa-

sas a través del clivaje de Bid, involucrando la cascada intrínseca apoptótica. Esta

vía envuelve estímulos que no se encuentran mediados por receptores, sino que

inducen una señal intracelular actuando directamente en blancos dentro de la cé-

lula iniciando eventos mitocondriales. Esta señal puede involucrar hormonas, cito-

quinas y ausencia de factores de crecimiento. La vía intrínseca está mayormente

centrada o regulada por la mitocondria y puede ser iniciada por el estrés mediado

por la liberación de citocromo c de la mitocondria que resulta en la formación de

un apoptosoma conformado por Apaf-1, caspasa 9 y citocromo c. El apoptosoma

luego activa un iniciador de caspasa (caspasa 9), lo cual lleva a la activación de

una caspasa ejecutora (caspasa 3) generando la misma respuesta apoptótica de

la vía extrínseca (Elmore, S., 2007; Portt, L. y col., 2011).
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En respuesta a  un estímulo apoptótico, miembros proapoptóticos se activan

permitiendo la permeabilización de la mitocondria, perdiéndose el potencial trans-

membrana mitocondrial e induciendo la liberación de proteínas proapoptóticas del

espacio intermembrana al citosol. La proteína proapoptótica BH3 actúa como sen-

sor para diversos estímulos de muerte y disminuye la acción inhibitoria de pro-

teínas anti-apoptóticas. La activación de BH3 resulta en la oligomerización de Bax

y Bak las cuales forman poros en la membrana mitocondrial liberándose otras pro-

teínas proapoptóticas. El primer grupo de proteínas proapoptóticas que activan
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Figura  8:  Principales  vías  apoptóticas.  La  vía  intrínseca (izquierda):  generada  en  respuesta  a
estrés, provoca la activación de proteínas pro-apoptóticas (BH3), la cual disminuye la acción de
proteínas antiapoptóticas como Bcl-2. La activación de proteínas BH3 resulta en la formación de
poros en la membrana mitocondrial causando la liberación de citocromo c e induciendo apoptosis.
La vía extrínseca (derecha) mediada por receptores de muerte, el secuestro posterior de FADD y la
activación de caspasas 8 y 10 con la consecutiva inicialización de apoptosis. Tomado de Hans-
Jürgen, R., 2008.



la cascada dependiente de caspasa son: citocromo C, Smac/DIABLO y la serin-

proteasa HtrA2/Omi. El citocromo C se une y activa Apaf-1 iniciando la formación

del apoptosoma mientras que la procaspasa 9 se activa a caspasa 9. Smac/DIA-

BLO y HtrA2/Omi promueven la apoptosis por la inhibición de la actividad de IAP.

El segundo grupo consiste en: AIF que se transloca al núcleo y causa la fragmen-

tación del ADN; las Endo-G que también se translocan al núcleo donde cliva la

cromatina produciendo fragmentos oligonucleosomales de ADN y por último CAD

la cual es subsecuentemente liberada de la mitocondria y  translocada al núcleo

donde después del clivaje por la caspasa 3, genera la fragmentación oligonucleo-

somal del núcleo y a una condensación más pronunciada de la cromatina (Elmore,

S., 2007; Portt, L. y col., 2011).

Por otro lado, la apoptosis puede ser mediada vía lisosom  al (Figura 9). Los li-

sosomas juegan un papel fundamental en la degradación de macromoléculas en-

docitadas, regulación y/o reciclaje de proteínas. Además de estar involucrados en

vías apoptóticas, también se ha descrito su rol en la necrosis y autofagia (Kurz y

col., 2008; Kirkegaard y col., 2009; Česen y col., 2012). Fueron inicialmente des-

critos como “bolsas suicidas” por  Christian de Duve pues la permeabilización par-

cial de la membrana induce apoptosis mientras que una permeabilización masiva

induce necrosis (de Duve, 1959; Turk y Turk, 2009).

En el proceso apoptótico, el contenido enzimático de los lisosomas juega un

papel crucial en la función degradativa (Repnik y col., 2012). El punto de activa-

ción de apoptosis por esta vía comienza por la PML liberándose proteasas como

las catepsinas (principal proteína lisosomal) al citosol (Johansson y col., 2010; Ro-

berg y col., 2002; Bivik y col., 2006; Schestkowa y col., 2007). Dependiendo del
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estímulo y el tipo celular, la PML puede ser: un evento iniciador de apoptosis de-

sencadenando una señalización en cascada o puede ocurrir de forma tardía en el

proceso apoptótico y por ende contribuir con la amplificación de la señal de muer-

te, pues las catepsinas  tienen la habilidad de participar tanto en la fase de inicia -

ción como en la ejecución de apoptosis (Repnik y Turk., 2010; Schrader y col.,

2010).

La señalización después de la PML usualmente envuelve la activación de la

cascada de caspasas vía intrínseca, sin embargo las catepsinas también puede

mediar la muerte celular de manera independiente de caspasas (Broker y col.,

2004). Principalmente la catepsina B induce cambios típicos asociados a apopto-

sis (Vancompernolle y col., 1998; Foghsgaard y col., 2001). Aunque muchos estu-

dios muestran que dicha permeabilización viene mediada por compuestos que mo-

difican directamente la integridad de la membrana lisosomal, la PML es un contri -

buidor activo en la señalización apoptótica que puede ser inducida por un estímulo

clásico de apoptosis como: la unión del ligando a un receptor de muerte, activa-

ción de p53, radiación UV, disminución de factores de crecimiento y/o estrés oxida-

tivo. (Roberg y Öllinger, 1998; Brunk y Svensson, 1999; Guicciardi y col.,  2000;

Yuan y col., 2002; Bivik y col., 2006).
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Muchas drogas han  sido  utilizadas  como  inductoras  de  muerte  celular.

Específicamente la cafeína (Mi-Hyeon y col., 2002), melatonina (García-Santos

y  col., 2006), iberina (Jadhav y col., 2007), curcumina (Freudlsperger y col.,

2008) entre  otras, se han descrito como apoptogénicas en tumores malignos

como neuroblastomas.

Neuroblastoma.

Los neuroblastomas son tumores sólidos que sólo ocurren en niños y repre-

sentan del 8 al 10 % de los cánceres infantiles y el 15 % de las muertes relaciona-

das por cáncer (Barker y col., 2007). Esta neoplasia maligna se origina en los neu-

roblastos de la cresta neural y es por eso que tiene mayor propensión a metastizar

hacia sitios distantes del cuerpo  (Schwab y col., 2003; Grandinetti y col., 2006).

Entre los síntomas más comunes se encuentra el dolor, fiebre y pérdida de peso,
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Figura  9:  Apoptosis  inducida  por  PML,  vía  caspasa  dependiente  y  caspasa  independiente.
Tomado de Stoka y col., 2005.



sin embargo los síntomas dependen de la masa del tumor y la extensión de la me-

tástasis (Schwab y col., 2003). La edad de diagnosis en infantes se encuentra en

los primeros 12 meses, teniendo generalmente una prognosis prometedora, aun-

que estén sufriendo de una enfermedad metastásica. Los diagnosticados después

de un año tienen un pronóstico menos favorable y usualmente no responden a las

combinaciones de terapias más agresivas (Barker y col.,  2007).  El  tratamiento

para pacientes con neuroblastoma severo es usualmente la quimioterapia, seguido

de la resección quirúrgica o radioterapia (Barker y col., 2007). Los resultados a los

distintos tratamientos pueden predecirse por varios factores genéticos bien esta-

blecidos, como el grado de diferenciación. Pacientes con tumores localizados en

etapa 1 y 2, presentan células bien diferenciadas que son tratadas inicialmente

con resección y tienen un rango de sobre-vivencia del 93 %, mientras que infantes

con un tumor metastásico,  muestran células pobremente diferencias (etapa 4),

respondiendo a la terapia sólo entre 10 y el 30 % (Grandinetti y col., 2006).
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ANTECEDENTES

Los escorpiones y sus venenos han sido utilizados en la medicina tradicional

por cientos de años en China, India y África. Estos venenos además de poseer

propiedades neurotóxicas también tienen propiedades antitumorales. Sin embar-

go, sólo pocas toxinas de veneno de escorpiones han sido identificadas como res-

ponsables de este efecto, que lo ejercen a través de: (1) el bloqueo de canales ió-

nicos (Jäger y col., 2004), (2) la inhibición de la invasión y extravasación de las cé-

lulas cancerígenas (Deshane y col., 2003) o (3) la activación de las vías que indu-

cen apoptosis (D'Suze y col 2010). Evidencia indica que las drogas antineoplási-

cas inducen una cadena de eventos donde las MAP quinasas, P38 (Park y col.,

2010), metalo-proteinasas (Momeny y col., 2010), Bcl-2 (Sano y col., 2005) o FasL

(Micheau y col., 1997) están involucradas en la muerte celular del tumor. 

En 1987, Futong Zhang, demostró que el veneno completo del escorpión B.

martensii induce una disminución en el contenido de ADN en cáncer de mama MA-

737 (Zhang y col., 1987). A raíz de estos resultados comenzaron los estudios del

potencial efecto anticancerígeno del veneno de escorpiones. Dieciocho años des-

pués, Wang y Ji observaron en estudios in vitro, que el veneno completo de  B.

martensii induce apoptosis de células malignas de gliomas U251- MG y que no era

citotóxico en carcinoma hepatocelular BEL 7404, ni en células de ovario de háms-

ter C400 (Wang y Ji, 2005). En el 2009 se demostró que el veneno de B. martensii

también puede inhibir el crecimiento de células humanas Jurkat y células del linfo-

ma Raji mediante la detención del ciclo celular e inducción de apoptosis (Gao y

col., 2009). A partir de estas evidencias, se aisló el AGAP un péptido de 85 aa, el

cual se clasificó como una toxina de canales de Na+
V (Liu y col 2003; Cui y col.,
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2010) y el ANTP, con M.M de 6280 Da, (Liu y col., 2002) ambas toxinas ejercen

efectos antitumorales en fibrosarcoma S-180 de ratón y en el carcinoma de Ehr-

lich.

En un grupo de péptidos extraídos del veneno de B. martensii constituidos por

50 a 60 aa, se demostró la inhibición del crecimiento e inducción de apoptosis en

células de cáncer de próstata DU (Zhang y col., 2009). Posteriormente se descri-

bió un componente del veneno de B. martensii, parcialmente purificado SVCIII, de

aproximadamente 75 kDa que inhibió la proliferación celular y detuvo el ciclo celu-

lar en la fase G1 en células de leucemia THP1 y Jurkat (Song y col., 2012).

Un nuevo y prometedor campo de la investigación del cáncer está apuntando

a los canales de Na+, K+, Ca2+ y Cl-, dado que la expresión y la actividad alterada

de los canales se encuentra relacionada al cáncer y a su patología. Por otra par-

te, el bloqueo de la actividad del canal iónico puede afectar el crecimiento y la

metástasis del cáncer (Arcangeli y col., 2010). Toxinas de escorpiones que afec-

tan canales iónicos han sido purificadas y estudiadas, entre ellas la IbTX, una neu-

rotoxina con 37 aa aislada del veneno de M. tamulus, que bloquea la conductan-

cia de los canales de Ca2+
 
activados por K+

 
(canales BK) e induce una ligera des-

polarización en MCF-7. Las células tratadas con IbTX se acumulan en la fase S

del ciclo celular sin alterar la proporción de proliferación celular. Otro experimento

con IbTX demostró el bloqueo de los canales BK por la inhibición de las corrientes

de K+  inhibiendo el crecimiento de las células PC-3 de cáncer de próstata

(Bloch y col., 2007). La MgTX aislada del veneno de C. margaritatus comparte

una secuencia homóloga con IbTX y presenta alta afinidad y especificidad por los

canales Kv1.3 (Garcia-Calvo y col., 1993). Jang y col., encontraron que la MgTX
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puede inhibir significativamente la proliferación de células de adenocarcinoma de

pulmón A549 por la regulación de la fase G1/S del ciclo celular (Jang y col., 2011).

De igual forma, la ChTX, un péptido aislado de L. quinquestriatus similar a

IbTX y MgTX, actúa como inhibidor de los canales de K+ activados por Ca2+. La

ChTX además puede inhibir la migración de los fibroblastos NIH3T3 y de células

de melanoma humano de manera dosis dependiente, despolarizando  la célula y

reduciendo la fuerza electroquímica de la entrada de Ca2+, importante en el proce-

so de migración celular (Schwab y col., 1999).

En 1991, la ClTX, un pequeño péptido de 36 aa purificado del veneno de L.

quinquestriaus, fue descrito como un bloqueador de canales de Cl- que actúa

como agente paralítico para pequeños insectos y otros artrópodos (DeBin y

Strichartz, 1991). Posteriormente en el estudio del bloqueo de canales de Cl- volta-

je dependiente como herramienta contra gliomas, se demostró la propiedad antitu-

moral de la ClTX (Soroceanu y col., 1998; 1999). Inicialmente se pensó que el

receptor en los tumores era un canal de Cl-, pero luego se demostró que el prin-

cipal receptor es la MMP-2, que al unirse con la ClTX inhibe la habilidad del glioma

de invadir (Deshane y col., 2003). Esta MMP-2 se encuentra sobre-expresada en

la superficie de los gliomas y otros cánceres relacionados, pero no en las células

normales del cerebro.

En el 2007 se describió la actividad antiproliferativa y apoptogénica inducida

por el veneno de H. bengalensis en células de leucemia U937 y K562, caracteriza-

da por la detención del ciclo celular, la vesiculación de la membrana, condensa-

ción de la cromatina y la degradación del ADN, además de la habilidad de inducir

autofagia en U937. La molécula de interés fue luego purificada y llamada Bengali-
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na, una proteína de 72 kDa (Gupta y col., 2007; 2010). Otro estudio demostró que

el veneno crudo de O. doriae inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis en

células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y y en células MCF-7 (Zargan y col.,

2011a; 2011b). Sobre estas líneas celulares el veneno de A. crassicauda causó

supresión en el crecimiento celular por la detención de las células en fase S del ci-

clo celular e indujo apoptosis por el aumento de la producción de ON, activando

la caspasa 3 y despolarizando la membrana  mitocondrial (Zargan y col.,

2011c).

Para el 2010, D'Suze y col., descubrieron dos péptidos aislados del veneno

de T. discrepans inductores de apoptosis en células SKBR3 de cáncer de mama-

rio, los cuales se denominaron neopladina 1 y 2 de 29918 y 30388 Da respectiva-

mente. Las neopladinas a su vez no indujeron un efecto significativo en células no

malignas de riñón de mono MA104, sugiriendo una actividad específica hacia

SKBR3 (D'Suze y col. 2010). Las neopladinas 1 y 2 inducen 6,3 y 4,1% de apopto-

sis respectivamente a las 5 h de exposición a las toxinas a través de su unión a la

superficie celular de SKBR3 induciendo una sobre-expresión de Fas, FasL y Bcl-

2; dicho efecto aumentó a medida que se aumentaba el tiempo de exposición. Es-

tas proteínas inducen apoptosis en SKBR3 de manera similar a la inducida por vin-

blastina, cisplatino o paclitaxel, drogas utilizadas actualmente en quimioterapia. En

el veneno de  T. discrepans se continúa estudiando la actividad antitumoral de

otros componentes sobre distintas líneas celulares cancerígenas.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Caracterizar la actividad anticancerígena en la línea celular de neuroblasto-

ma Neuro-2a de una toxina aislada del veneno de Tityus discrepans.

Objetivos específicos:

• Aislar y purificar un fracción del veneno de T. discrepans.

• Mantener el cultivo de la línea celular de neuroblastoma Neuro-2a.

• Determinar la CI50 de la fracción con actividad anticancerígena sobre Neuro-

2a.

• Estudiar el tipo de muerte celular (apoptosis o necrosis) inducida en Neuro-

2a por la fracción activa.

• Estudiar el tipo de muerte celular (apoptosis o necrosis) inducida en neuro-

nas de hipocampo por la fracción activa.

• Caracterizar el mecanismo de acción de la fracción sobre Neuro-2a.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Colección del veneno de T. discrepans.

Escorpiones adultos T. discrepans fueron colectados en el área metropolitana de

Caracas, Venezuela y guardados en cajas de plástico con agua y comida (medio de

cultivo 199 (Sigma), A. domesticus y T. molitor) ad libitum. El veneno se obtuvo por

estimulación eléctrica  del telson de los escorpiones, los cuales previamente fueron

sometidos unos minutos a 4° C para disminuir su actividad biológica. El veneno de

varios escorpiones se recolectó  en microtubos (Eppendorf MR, Alemania) de 1,5 mL

y se denominaron lotes. Se trabajó con lotes de ordeños de más de 100 individuos.

Se disolvió en agua destilada y se centrifugó durante 30 minutos a 15000 g en una

centrífuga refrigerada (EppendorfMR Microcentrifuge, 5417R; Alemania) a 4° C.

Determinación protéica.

El contenido protéico se estimó espectofotométricamente (EppendorfMR BioPho-

tometer plus) empleando la ley de Lambert y Beer (Lambert, 1760), donde la concen-

tración de la muestra es directamente proporcional a su absorbancia/cm de longitud

de la trayectoria de luz a 280 nm. El sobrenadante se liofilizó utilizando una centrífu-

ga al vacío (Refrigerated CentriVap Centrifugal Concentrator, LABCONCO, EE.UU) y

se guardó a - 80° C (Revco Manufacturing Ltd, Suiza) hasta el momento de su uso.

Purificación de las fracciones y toxinas.

El liofilizado se resuspendió en agua bidestilada y se centrifugó durante 30 minu-

tos a 15000 g a 4° C. Tres mg de veneno se separaron de acuerdo a su polaridad

en un equipo de CLAR (Waters 1525, Binary HPLC pumps) a través de una colum-

na de FR  C18 analítica (250 x 10 mm, Vydac Hesperia, CA. EE.UU). Se utilizó
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como fase móvil dos soluciones: solución A (agua con TFA al 0,12 %) y solución B

(ACN con TFA al 0,10 %). La elución de los componentes del veneno se realizó

bajo un gradiente lineal de 0 a 60 % de la solución B durante 60 minutos a un flujo

de 1 mL/min y se detectó a una longitud de onda de 230 nm (D'Suze y col., 1999).

Se colectaron manualmente las fracciones y poster iormente  fueron  liofilizadas.

La fracción con actividad anticancerígena se recromatografió hasta su purificación, a

través de la misma columna usando un gradiente lineal de 0 a 100 % de solu-

ción B durante 400 min. Las toxinas se recolectaron manualmente, liofilizaron y alma-

cenaron a -80° C, hasta el momento de su uso.

Determinación de masas moleculares de la fracción activa y de sus compo-

nentes

La fracción activa y sus componentes purificados fueron analizados a través de

una electroforesis en gel de poliacrilamida (15 %) en SDS y espectrometría de masas

en el Laboratorio de Venómica y Proteinómica Estructural del Instituto de Biomedici-

na de Valencia, C.S.I.C., España por el Dr. Juan Calvete. Para el análisis mediante

electroforesis 10 µg de la fracción activa y sus componentes se disolvieron en 10 µL

de agua estéril con 2 µL de buffer reductor constituido por 4 % SDS, 12 % glicerol 50

mM tris-base, 2 % mercaptoetanol y 0,01 % Serva Blue. Las muestras se agregaron

en los distintos bolsillos y fueron sometidas a 70 voltios y posteriormente a 100 vol -

tios hasta que las bandas se acercaron al borde inferior del gel. Se utilizó un marca-

dor estándar Marck 12 de proteínas (200 – 2,5 kDa) de la casa comercial Novex™

(Life Technologies ®). El gel se lavó con agua destilada en agitación tres veces du-

rante 10 min. Se tiñó con azul brillante de coomassie G-250 durante 1 h con agita-
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ción. Se realizaron tres lavados con solución decolorante de ácido acético al 50 % y

metanol al 10 % en agua con agitación durante 10 min hasta eliminar el exceso de la

tinción y observar las bandas teñidas. Posteriormente la intensidad de luminiscencia

de las bandas fueron cuantificadas mediante ImageJ-Gels.

Para la determinación de masas mediante espectrometría las muestras fueron

disueltas en 25 µL de 0,1 % de ácido fórmico y 50 % ACN en agua destilada y las

M.M de los analitos determinadas en un espectrómetro QTRAP2000 (Applied Biosys-

tems)  (Hager,  2002)  equipado con  un nano-electronebulizador  (Protana,  Odense,

Denmark),  utilizando la  opción  EMC con barrido  de  1000  amu/s  en  el  rango  de

masa/carga (m/z) 350-1700. La desconvolución de los espectros de series de iones

multicargados se realizó manualmente (Calvete, 2014; Marina y Calvete, 2014).

Cultivo de la línea celular Neuro-2a.

La línea celular Neuro-2a (ATTC CCL-131TM) fue donada por el Dr. Manuel Rie-

ber del Centro de Microbiología del IVIC y mantenida en el servicio de Cultivo Celular

del Centro de Biofísica y Bioquímica del IVIC. En todos los experimentos in vitro con

cultivos celulares de Neuro-2a, se utilizó medio DMEM (Gibco ®, Life Technologies

Co., N.Y, USA) y se preparó siguiendo las instrucciones del fabricante. El medio

fue suplementado con ampicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 U/mL (A5955, Sig-

ma Chemicals, St. Louis, USA) y 10 % SFB (F4135, Sigma Chemicals, St. Louis,

USA) inactivado por calor. Las células fueron crecidas en frascos T-25 (Falcon®) en

una incubadora (Napco 5200 Incubator) a 5 % de CO2 a 37 °C hasta confluencia,

cambiando a medio fresco cada 2 ó 3 días. Al momento de repicar las células, el me-

dio fue retirado del frasco de cultivo y las células fueron despegadas agregando 1
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mL de mezcla tripsina 0,25 % : EDTA 0,25% (1:1) durante 1 min. Se descartó la trip-

sina:EDTA y las células que permanecieron adheridas se disgregaron mecánicamen-

te. Se agregó 2 mL de medio DMEM suplementado y posteriormente se trasvasó 1

mL a otro frasco de cultivo con un volumen final de 10 mL de medio DMEM suple-

mentado. Cada frasco inicial se dividió en 2 frascos nuevos de cultivo T-25.

Ensayos de viabilidad celular.

Las células Neuro-2a fueron utilizadas para estudiar el efecto anticancerígeno de

las fracciones aisladas por CLAR-FR a 1 μg/μL y la fracción activa a distintas con-

centraciones (0,01; 0,1; 0,4; 0,8; 1,0 y 1,2 μg/μL). En placas (NuncTM, USA) de culti-

vo de  96 pozos, se sembró 2x104 células/pozo (Neuro-2a) en medio DMEM suple-

mentado y se incubaron a 5 % CO2 a 37° C hasta la formación de la monocapa. El

medio de cultivo se cambió a DMEM libre de SFB  antes de la exposición a 100

μL/pozo de la fracción en DMEM. Se incubó durante 24 h a 37° C y 5 % CO2. A cada

pozo se le adicionó 25 μL de MTT (Sigma Chemicals, St. Louis, USA) en PBS a pH

7,4 a una concentración de 2,5 μg/μL y se incubó por 4 h (37° C a 5 % CO2). Se adi-

cionó solución solubilizante, constituida por formamida (Sigma Chemidals, St. Louis,

U.S.A) diluida en agua destilada 1:2 a pH: 4,7 con ácido acético glacial al 80 % (EM

Nesciencia, Neo Jersey, U.S.A) y SDS al 20% (Bio Dad, California, U.S.A), se dejó

toda la noche en oscuridad a temperatura ambiente. Los cristales de formazán se di-

solvieron con la solución solubilizante y su absorbancia se determinó en un lector de

ELISA (Multiscan modelo 352, Blastemas) a 570 nm.

Determinación de muerte celular por apoptosis o necrosis.
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Las células Neuro-2a se cultivaron a  2x104 cel/mL sobre cubreobjetos, previa-

mente tratados con polilisina al 0,1 %, mantenidos en medio DMEM suplementado

hasta la formación de la monocapa. Las células se incubaron con la fracción activa

y su componente mayoritario a distintas concentraciones (0 a 1 μg/μL)  en medio

DMEM durante 5 ó 7 h y a una misma concentración (1 μg/μL) a distintos tiempos (5,

7, 9 y 24 h) en una cámara húmeda. El resto de los componentes de la fracción se

estudiaron a 1 μg/μL durante 7 h de exposición a las células. El tipo de muerte celu-

lar inducida se determinó mediante epifluorescencia con tinción del ADN con naranja

de acridina y bromuro de etidio (NA/BE) (100 μg/mL / 100 μg/mL) en PBS (McGahon

y col., 1995; Jolly y col., 1997), determinando simultáneamente el porcentaje de muer-

te por necrosis por la coloración con el bromuro de etidio y por apoptosis por la colo-

ración con el naranja de acridina. Para ello el número total de células, las células ne-

crosadas y las apoptóticas se cuantificó en cada foto con el paquete Java de proce-

samiento de imágenes ImageJ (versión 1.48k) de dominio público (Instituto Nacional

de Salud, Bethesda, MA, EE.UU.) con el plugins Cell Counter y los porcentajes de

apoptosis y necrosis para cada campo, se calcularon a través de las siguientes fór-

mulas:

Determinación de la actividad lisosomal
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% Apoptosis =
n° cel apoptóticas x 100

n° total de cel

% Necrosis =
n° cel necrosadas x 100

n° total de cel



La actividad lisosomal se evaluó en el ensayo con NA/BE a través de la intensifi-

cación del color rojo a un color rojo brillante en los lisosomas de las células Neuro-

2a, producido por la incorporación del NA, con el programa Image J (versión 1.48k).

Para esto se seleccionaron por separado tres regiones (que englobaba una célula) al

azar de cada microfotografía tomada a las 5, 7, 9 y 24 h de exposición a la fracción

activa y a su componente mayoritario a 1 μg/μL. Cada región seleccionada, se des-

compuso en sus tres colores (rojo, verde y azul). En el color rojo se cuantificó la DOI

de cuatro secciones circulares (25 x 25 píxeles). Tres de las cuatro secciones perte-

necían a la región donde se encontraban los lisosomas y la cuarta correspondía al

fondo de la microfotografía (sin célula), cuyo resultado fue restado a las otras tres

secciones. El procedimiento se repitió para nueve microfotografías en cada condi-

ción.

Cultivo primario de neuronas de hipocampo.

Los cultivos primarios de neuronas del hipocampo fueron donados por la Dra.

Cecilia Castillo de la Unidad de Neurociencias del IDEA. El protocolo fue realizado

por la Dra. Lisbeth García siguiendo los procedimientos de extracción y cultivo del

trabajo de Longart y Correa (2004).

Extracción de hipocampos: La extracción de neuronas se realizó a partir de em-

briones de rata S. dawley de 19 días. Los embriones se obtuvieron por cesárea luego

del sacrificio de la madre en cámara de CO2. La extracción de los hipocampos se re-

alizó en condiciones de esterilidad. El medio de disección, HBSS (Gibco 14185-052,

9,6 mM de  N-2hidroxietilpiperazina-N´-ácido etanosulfónico [HEPES] pH 7,4,  1 %

Pen-Strep), se colocó en cápsulas de Petri, las cuales se mantuvieron sobre hielo du-
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rante todo el procedimiento. Inicialmente, se decapitaron los embriones y las cabezas

se transfirieron a una de las placas de Petri con HBSS. Luego a las cabezas se les

retiró la piel y la calota para exponer el cerebro, transfiriéndolo a una nueva placa. La

disección de los hipocampos se realizó bajo la lupa. Los cerebros se transfirieron a

una nueva placa y cuidadosamente se eliminaron las meninges. Luego, se separaron

los dos hemisferios del cerebro y se cortó el cuerpo calloso para exponer los hipo-

campos. Cada hemisferio se transfirió a una nueva placa. Finalmente, en otra placa

con HBSS se cortaron los hipocampos con una tijera y con la ayuda de una pinza

curva fina, se transfirieron los hipocampos a un tubo cónico con 10 mL de HBSS.

Disociación y cultivo de las células del hipocampo: Los hipocampos se lavaron

tres veces con HBSS. Luego, se agregaron 5 mL de HBSS-tripsina 1X (Gibco 15090-

046) y se incubaron por 15 min a 37°C, agitando cada 5 min. Se realizaron tres lava-

dos con HBSS. Al terminar el último lavado se eliminó por completo el HBSS y los hi -

pocampos se disociaron en el medio NB (2 mM glutamina, 1 % Pen-Strep, 2 % B27,

12,5 mM Glutamato). Las neuronas destinadas a los ensayos con NA/BE se cultiva-

ron en cubreobjetos colocados en placas de 24 pozos, previamente tratados e incu-

bados toda la noche a temperatura ambiente con 37,5 μg/mL de poli-D-lisina (PDL;

Sigma P-0899) y laminina 2,5 μg/mL (Invitrogen 23017-015). Las neuronas se cultiva-

ron inicialmente en presencia de glutamato en medio NB y se realizaron cambios par-

ciales del medio (250-300 μL) cada 3-4 días con medio NB sin glutamato.

A través del ensayo con NA/BE, explicado en la sección de determinación de

muerte celular se cuantificó el porcentaje de apoptosis y necrosis inducido por la frac-
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ción activa a 0,1; 0,5 y 1 μg/μL y su componente mayoritario a 1 μg/μL durante 5 h

de exposición respectivamente.

La longitud de las neuritas se cuantificó mediante el  plugins NeuronJ (©Erick

Meijering) de ImageJ de las células expuestas durante 5 h a la fracción activa (0,1;

0,5 y 1 μg/μL) y su componente mayoritario (1 μg/μL). Este permite trazar una línea

que se moldea a la neurita seleccionada y medir su longitud.

Determinación del mecanismo de acción mediante Inmunocitoquímica.

Las células de Neuro-2a se sembraron en cubreobjetos  tratados previamente

con polilisina al 0,1 % y se incubaron en cámara húmeda a 37 °C y 5 % CO2 con la

fracción activa a 1 μg/μL durante 7 h. Los controles se expusieron al medio de culti-

vo. Las células fueron fijadas con acetona (Merck ®) al 70 % a 4 °C durante 15 minu-

tos. Las células se incubaron en NH3 (Merck ®) al 0,5 % v/v en etanol (70 %) durante

15 minutos, se lavaron en PBS y se expusieron durante 15 min en suero anti-escor-

piónico comercial (anti-T. discrepans) (Unidad de Biotecnología, Facultad de Farma-

cia, UCV) (1/1000). Se lavaron en PBS y se incubaron en medio de bloqueo constitui -

do por: SAB (Sigma A9647) al 25 % en PBS y al 0,1 % de Triton X 100 durante 45

min. Las muestras de los grupos experimentales y controles se incubaron durante 16

h a 4° C con dos juegos de anticuerpos primarios, mientras que a los controles nega-

tivos no se les colocó anticuerpo primario.

Juego 1: anti-citocromo c-oveja (1/500 en solución bloqueo) (Sigma C5723) +

anti-caspasa 8-ratón (1/1000 en solución de bloqueo) (Santa Cruz SC-5263)

Juego 2: anti-Bcl-2-oveja (1/500 en solución de bloqueo) (Santa Cruz SC-7382)

+ anti-caspasa 3-ratón (1/1000 en solución de bloqueo) (Santa Cruz SC-136219)
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Se lavaron en PBS y se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente en

oscuridad con los anticuerpos secundarios: anti- IgG de oveja conjugado con rodami-

na (SAB3700683, Sigma) y anti-IgG de ratón conjugado con FITC (F6257 Sigma). Se

lavaron con PBS y los núcleos fueron teñidos con DAPI (1 mg/mL) durante 5 min. Fi -

nalmente las muestras fueron montadas con Inmunomount (Sigma), se observaron

utilizando microscopía  de epifluorescencia (Nikon Eclipse E600) y luego fotografia-

das digitalmente  con una cámara digital Spot  Flex. Las imágenes se guardaron

como archivos TIFF de color y se utilizó el paquete Java de procesamiento de imáge-

nes ImageJ (versión 1.48k) para analizar los cambios de intensidad de fluorescencia

de las imágenes.

Las microfotografías se tomaron en colores separados (rojo, verde y azul) y se

yuxtapusieron para obtener una imagen RGB en los tres colores. Para cuantificar los

resultados, se seleccionaron veinte células al azar por condición y se cuantificó la in-

tensidad de fluorescencia de cada color a través del plugins RGB-measure de Ima-

geJ. La intensidad de fluorescencia de los controles negativos para las células ex-

puestas al medio con y sin toxina se restaron a los resultados respectivos.

Estadística.

Todos los resultados fueron sometidos a un estudio de normalidad con Shapiro-

Wilk y Jarque-Bera. Si la población presentó una distribución normal se evaluó con

estadística paramétrica, en caso contrario se analizó con estadística no paramétrica.

Los resultados del ensayo con MTT se analizaron con estadística paramétrica

(regresión lineal polinómica), el resto de los resultados se analizaron con estadística

no paramétrica. Los resultados del porcentaje de apoptosis y necrosis fueron presen-
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tados como la mediana y sus intervalos de confianza calculados por el método Mo-

ses, la DOI y la longitud de neuritas fueron presentadas como la mediana y sus inter-

valos de confianza calculados por el método de Hodges y Lehmann y la significación

estadística de los resultados se evaluó con el método de Kruskall y Wallis (Hollander

y Wolfe, 1973).
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RESULTADOS

Separación de los componentes del veneno.

El veneno de T. discrepans se disolvió en agua bidestilada y se centrifugó para

separar los componentes polares de los no polares. La  Gráfica 1  muestra el perfil

cromatográfico característico de los componentes polares del veneno de  T. discre-

pans medido a 230 nm. Se obtuvieron 40 fracciones las cuales eluyeron entre 3,8 y

52 min y se denominaron con la letra F que indica fracción, con números árabes cre-

cientes dependiendo del tiempo de elución. Los perfiles cromatográficos obtenidos

de más de 100 corridas realizadas no mostraron diferencias cualitativas entre ellos

(Resultados no mostrados).
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Gráfica  1: Perfil cromatográfico del veneno de  T. discrepans separado por CLAR-FR. La elución de las
fracciones se realizó a 1 mL/min durante 60 min en un gradiente lineal del solvente A (H2O + 0,12 % TFA) a
60 % del solvente B (ACN + 0,1 % TFA). La ordenada representa la absorbancia medida a los 230 nm y la
abscisa el tiempo de elución. Las fracciones fueron recolectadas manualmente de F1 a F40.



Efecto citotóxico de las fracciones del veneno.

Al estudiar la citotoxicidad de las 40 fracciones (1 µg/µL) sobre la línea celular

Neuro-2a a través de un ensayo colorimétrico con MTT se evidenció que sólo F1,

F19 y F36 indujeron más del 60 % de muerte celular (Gráfica 2). Solamente se ca-

racterizó el efecto de F19 que eluye a los 28,07 min y representa el 1,59 % del vene-

no completo. La F4, F5, F8 a F16, F20 a F35 y F37 a F40 indujeron un porcentaje de

muerte celular menor al 30 % mientras que F2, F3, F6, F7, F15, F17 y F18 indujeron

un porcentaje de muerte celular entre 30 y 60 %.

Repurificación de la fracción activa.

Al repurificar F19 utilizando con una variación del gradiente utilizado para sepa-

rar el veneno, se observó que F19 está constituida por ocho componentes. La  Gráfi-

ca 3 muestra el perfil cromatográfico característico de la repurificación de F19 medi-
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Gráfica 2: Porcentaje de muerte celular en Neuro-2a inducido por las fracciones del veneno separadas por
CLAR-FR en un ensayo con MTT. La fracciones 1, 19 y 36 (barras negras) indujeron una muerte mayor al
60 %.



do a 230 nm, cuyos componentes fueron denominados con la letra p que indica pico

desde p1 hasta p8, con tiempos de elución de 85,27; 88,78; 91,04; 93,17; 94,15;

95,30; 96,41 y 97,99 min respectivamente. El p1, p2, p3, p4, p5, p6, p7 y p8 repre-

sentaron el 0,72; 0,23; 3,0; 5,28; 6,92; 3,33; 76,52 y 4,0 % de F19 respectivamente.

El componente mayoritario de F19 es p7 el cual representa el 76,52%.

Estudio de los componentes de la fracción activa (electroforesis y espec-

trometría de masa).

La  Figura 10 muestra el gel de electroforesis en condiciones reductoras de

F19 y sus componentes aislados mediante CLAR-FR. Se observó que F19 está con-

formada por proteínas con M.M entre 14,4 y 3,5 kDa aproximadamente. Los picos

más puros son p1 y p2, los cuales están compuestos por una única proteína de apro-

ximadamente 3,5 kDa. Los demás picos presentaron entre dos o tres bandas con
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Gráfica 3: Perfil cromatográfico de la repurificación de F19 del veneno de T. discrepans separado por
CLAR-FR. La elución de las fracciones se realizó a 1 mL/min durante 400 min en un gradiente lineal del
solvente A (H2O + 0,12 % TFA) a 100 % del solvente B (ACN + 0,1 % TFA). La ordenada representa la
absorbancia medida a los 230 nm y la abscisa el tiempo de elución. Los picos fueron recolectados
manualmente. El p7 representa el componente mayoritario objeto de estudio.



M.M de 3,5; 6 y 14 kDa aproximadamente. El componente mayoritario de p3, p4, p6,

p7 y p8 es una proteína con una M.M de 6 kDa aproximadamente, a diferencia del

componente más abundante de p5 cuya M.M es de 3,5 kDa aproximadamente. Estos

resultados fueron corroborados a través de la cuantificación de la intensidad de lumi-

niscencia de las bandas de los distintos carriles, lo cual se resume en la Tabla 1.
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Figura 10: Gel de electroforesis de poliacrilamida al 15 % en condiciones reductoras un gel , teñido con
azul de coomassie G-250. El primer carril se cargó con el marcador estándar Marck 12 de proteínas, los
otros carriles  se  cargaron  con 10  µg de p1,  p2,  p3,  p4,  p5,  p6,  p7,  p8  y  F19  respectivamente.  Los
recuadros A, B, C y D indican el lugar donde se cuantificó la intensidad de luminiscencia mostrados en la
Tabla1.

Tabla 1: Intensidad de luminiscencia de las bandas A, B, C y D correspondiente de los p1, p2, p3, p4, p5, 
p6, p7, p8 y F19 sometidos a una corrida electroforética en condiciones reductoras que se muestra en la 
Figura 10.



La  Gráfica 4 muestra el espectro de masa de p7, componente mayoritario de

F19, sometido a Qtrap. Se observó la frecuencia relativa de los componentes de

cada pico en función a la relación de su m/z donde p7 presentó una proteína mayorita-

ria de 7780,8 Da. El resto de los picos fueron sometidos a la misma metodología (Re-

sultados no mostrados). Las M.M de todos los picos (p1-p8) determinadas mediante

QTrap se resumen en la Tabla 2. Las M.M de p1, p2, p4 y p7 son 3845,6; 3973,9; 6042

y 7780,8 Da respectivamente. En el p3 se cuantificaron dos componentes con M.M de

3905,1 y 6042,3 Da respectivamente. En el p5 se determinaron tres proteínas de M.M

correspondientes a 3958,2; 6058,6 y 6556,6 Da mientras que en el p6 se determinaron

dos componentes de M.M de 6058,4 y 6096,5 Da. Por último en el p8 se determinó una

proteína de 7780,8 Da y otra de 8157,7 Da.
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Gráfica 4: Espectroscopía mediante Qtrap de p7. Los picos hacen referencia a la intensidad relativa de los
compuestos de p7 en función de su masa/carga (m/z).



Cultivo de la línea celular Neuro-2a

En la Figura 11 se muestra la morfología de las Neuro-2a a distintos porcentajes

de concurrencia. Estas células tienen una morfología típica neuronal, son planas con

citoplasma extenso y cromatina relajada. Al ser cultivadas, se adhieren con facilidad

y extienden sus neuritas al área circundante  (Figura 11A). Las células en división

pueden formar aglomerados celulares o domos. A alta concurrencia > 80 % (Figura

11B) se muestran con una morfología redondeada y con una exigua extensión de sus

neuritas. Al tomar una muestra de las células con morfología redondeada y recultivar-

las al 40 % de concurrencia (Figura 11C), se observó nuevamente una morfología tí-

pica neuronal.
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Tabla 2: Masas moleculares de los picos que componen a F19. Las M.M fueron determinadas mediante
Q-Trap siguiendo  los  protocolos sugeridos por  el  fabricante.  Para  la  calibración de los  equipos se
empleó una mezcla de proteínas pequeñas y se operaron en modo lineal para determinar el promedio de
la relación masa/carga (m/z)



Formación de domos en Neuro-2a.

Se estudió el efecto de F19 y p7 (1 μg/μL) sobre la formación de domos al expo-

ner las Neuro-2a durante 5, 7, 9 y 24 h (Gráfica 5). La incubación de las células con

F19 durante 5, 7 ó 9 h indujo una disminución del porcentaje de domos. Los porcen-

tajes a las 5, 7 y 9 h de exposición fueron: 0,8 (0,6 , 1 ); 1,1 (0,5 , 1,9 ); 1 (0,8 , 1,3) %

respectivamente en comparación a los controles cuyos porcentajes de domos fueron

1,4 (0,9 , 2,1); 1,5 (0,9 , 2,6); 2 (1,6 , 2,5) % respectivamente. Sólo a las 5 y 9 h hubo

una disminución estadísticamente significativa (P< 0,05). A las 24 h de exposición

F19 no indujo cambios significativos (P> 0,05) en el porcentaje de domos cuyos valo-

res son 2,1 (1,2 , 2,8) %. Así, p7 no induce cambios significativos (P> 0,05) en el por-

centaje de domos a ninguno de los tiempos estudiados, los porcentajes observados a
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Figura  11: Microfotografías de la línea celular Neuro-2a cultivadas en medio DMEM suplementado. A:
células al 40 % de concurrencia. B: células al 80 % de concurrencia. C: células de B re-cultivadas hasta
40 % de concurrencia. Flecha amarilla: nucleolos; flecha blanca: domos; flecha negra: núcleo y flecha
roja: neuritas. Escala de 50 μm



las 5, 7, 9 y 24 h de exposición fueron: 1,3 (0,6 , 1,7); 1,5 (0,8 , 2,3); 1,7 (1,3 , 2,4) y 2

(1,5 , 2,6) % respectivamente. Los resultados se muestran como las medianas con

sus intervalos de confianza al 95 %.

Ensayos de viabilidad celular de la fracción activa.

En el estudio del efecto citotóxico de F19 sobre Neuro-2a a través del ensayo co-

lorimétrico con MTT (Tabla 3) se determinó que las células expuestas a F19 durante

24 h, a concentraciones crecientes de 0,01; 0,1; 0,4; 0,8; 1,0 y 1,2 μg/μL presentaron

9,4; 12,4; 25; 54,2; 81,9 y 96,4 % de muerte celular respectivamente. La Gráfica 6

muestra una curva dosis-respuesta del porcentaje de muerte celular en función de

las concentraciones de F19. A medida que aumentó la concentración de F19 se in-

crementó el porcentaje de muerte celular, con un coeficiente de determinación de

45

Gráfica 5: Efecto de F19 y p7 sobre el porcentaje de domos. Se incubaron las células Neuro 2a con F19
(líneas horizontales) y p7 (líneas verticales) a 1 μg/μL durante 5, 7, 9 y 24 h. Los resultados representan
las medianas de al menos 100 células contadas por campo con sus intervalos de confianza al 95 %. Los
(*) indican las diferencias significativas (P< 0,05) en comparación a los controles (barras blancas).



0,99. Concentraciones ≥ 0,8 μg/μL indujeron una muerte celular mayor al 50 % mien-

tras que concentraciones ≤ 0,4 μg/μL indujeron una muerte celular menor al 25 %. La

CI50 obtenida a través de la regresión lineal polinómica fue 0,71 μg/μL.
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Gráfica  6: Efecto de la concentración de F19 en la viabilidad celular de Neuro-2a. Las células fueron
incubadas con 0,01; 0,1; 0,4; 0,8; 1 y 1,2 μg/μL de F19 durante 24 h. Los datos son presentados como el
porcentaje de muerte celular inducida a estas concentraciones y representan el promedio de al menos
dos  réplicas.  La  ecuación  superior  representa  la  regresión  lineal  polinómica  con  un  coeficiente  de
correlación de 0,99 y un CI50 de 0,71 μg/μL de F19.

Tabla  3:  Efecto citotóxico de F19 sobre  Neuro-2a.  El  efecto citotóxico se  midió mediante el  ensayo
colorimétrico con MTT. Se determinó el porcentaje de células vivas y muertas. La absorbancia (ABS 1  y
ABS2) fue determinada a 570 nm. BCO= blanco; CEL: células y CI50: concentración inhibitoria media.



Número de células totales por campo.

Los neuroblastomas se expusieron a F19 y p7 (1 μg/μL) durante 5, 7, 9 y 24 h y

se cuantificó el número total de células por campo (Gráfica 7). Sólo se observó una

disminución significativa (P< 0,05) en las células expuestas a p7 durante 9 horas en

comparación al control. No se observó una tendencia o patrón constante en el núme-

ro de células por campo en las distintas condiciones ensayadas. El número de célu-

las totales por campo de las Neuro-2a controles, las expuestas a F19 y a p7 durante

5 h fue de: 341 (310 , 377), 352 (302 , 401) y 280 (234 , 325) células/campo respecti-

vamente; a  las 7 h fue de:  216 (162 , 252), 204 (163 , 242)  y  271 (248 , 294)

células/campo respectivamente; a las 9 h es: 208 (170 , 236), 326 (296 , 356) y 131

(108 , 146) células/campo respectivamente y a las 24 h fue de: 364 (299 , 432), 297

(243 , 432) y 336 (305 , 374) células/campo respectivamente.
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Gráfica 7: Efecto de F19 y p7 sobre el número de células totales por campo en función del tiempo de
exposición. Las Neuro-2a se incubaron durante 5, 7, 9 y 24 h con F19 (líneas horizontales) y p7 (líneas
verticales) a 1 μg/μL. Los datos son presentados como medianas de al menos 100 células contadas por
campo  y  sus  intervalos  de  confianza  al  95  %.  Los  (*)  indican  las  diferencias  significativas  en
comparación a los controles (barras blancas).



Determinación de muerte por apoptosis o necrosis.

• Efecto de la concentración de la fracción activa y su componente mayoritario

sobre Neuro-2a.

Se estudió el efecto de concentraciones crecientes de F19 y p7 sobre las Neuro-

2a durante 5 y 7 h de exposición. La Figura 12 muestra las microfotografías de Neu-

ro-2a tomadas en campos al azar a concentraciones crecientes de p7 y F19 durante

5 h. Se observaron células vivas de color verde en todas las condiciones.

La Gráfica 8 muestra el efecto de la concentración de F19 sobre Neuro-2a du-

rante 5 h de exposición. F19 a una concentración de 1,2 μg/μL aumentó significativa-

mente (P< 0,05) tres veces el porcentaje de apoptosis de 0,2 (0 , 0,3) % (control) a

0,6 (0,5 , 0,7) % (experimental). Las otras concentraciones de F19 estudiadas no in-

dujeron cambios significativos en el porcentaje de apoptosis (P> 0,05). Los valores

observados fueron de 0,3 (0,1 , 0,4); 0,2 (0 , 0,4); 0,3 (0 , 0,4) y 0,5 (0,4 , 0,5) % para

0,02; 0,1; 0,5 y 1,0 μg/μL respectivamente. 

48

Figura  12: Efecto  de concentraciones crecientes de p7 y F19 durante 5 h de exposición  sobre las
Neuro-2a. Las microfotografías muestran a las Neuro-2a teñidas con NA/BE. Ctr: control; A: F19 0,02
μg/μL; B: F19 0,1 μg/μL; C: F19 0,5 μg/μL; D: F19 1 μg/μL; E: F19 1,2 μg/μL; F: p7 0,01 μg/μL; G: p7
0,06 μg/μL; H: p7 0,1 μg/μL; I: p7 0,6 μg/μL y J: p7 1 μg/μL. Las células vivas se observan de color
verde. Escala de 50 μm.



F19 a una concentración de 0,1 μg/μL disminuyó significativamente (P< 0,05) el

porcentaje de necrosis de 0,3 (0,2 , 0,5) % (control) a 0,2 (0 , 0,2) % (experimental).

Las otras concentraciones de F19 estudiadas no indujeron cambios significativos (P>

0,05) en el porcentaje de necrosis respecto al control, los valores observados fueron:

0,4 (0,2 , 1); 0,5 (0,3 , 0,6); 0,4 (0 , 0,4) y 0,3 (0,2 , 0,4) % para 0,02; 0,5; 1,0 y 1,2

μg/μL de F19 respectivamente.

La Gráfica 9 muestra el efecto de p7 a concentraciones crecientes durante 5 h

de exposición sobre Neuro-2a. El p7 a una concentración de 1 μg/μL aumentó signifi-

cativamente (P< 0,05) tres veces el porcentaje de apoptosis de 0,2 (0 , 0,3) % (con-

trol) a 0,6 (0,4 , 0,8) % (experimental). Las otras concentraciones de p7 estudiadas

no indujeron cambios significativos (P> 0,05) en el porcentaje de apoptosis en com-

paración al control, los valores observados fueron: 0 (0 , 0); 0 (0 , 0,2); 0,2 (0 , 0,2) y

0 (0 , 0,2) % para 0,01; 0,06; 0,1; 0,6 μg/μL de p7 respectivamente. 
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Gráfica 8: Porcentaje de muerte celular inducido en Neuro-2a por F19 (líneas horizontales) a 0,02; 0,1;
0,5;  1  y  1,2  μg/μL durante  5  h  de  exposición.  Los datos  son  expresados  como el  porcentaje  de
apoptosis (blanco), necrosis (gris) y representan la mediana de al menos 300 células contadas por
campo con  sus  intervalos  de  confianza  al  95  %.  Los  (*)  indican  las  diferencias  significativas  en
comparación al resto de las condiciones experimentales. Ctr: control.



Las concentraciones de p7 estudiadas no indujeron cambios significativos en el

porcentaje de necrosis respecto al control, los valores observados fueron: 0,5 (0,5 ,

1); 0,4 (0,1 , 0,6); 0 (0 , 0,2); 0,2(0 . 0,3); 0 (0 , 0,4) para las concentraciones de 0,01;

0,06; 0,1; 0,6 y 1 μg/μL de p7 respectivamente. El porcentaje de necrosis del control

fue de 0,3 (0,2 , 0,5) %.

Se estudió el efecto a las 7 h de exposición de F19 y p7 (0,5 y 1 µg/µL) sobre las

Neuro-2a. La Figura 13 muestra las microfotografías de las células tomadas a las 7 h

de exposición a distintas concentraciones de p7 y F19. Además se observó que a 7 h

de incubación se produjo una variación en la coloración en los lisosomas de las célu-

las de un color rojo opaco a rojo brillante.
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Gráfica  9:  Porcentaje de muerte celular  inducido en Neuro-2a por p7 a 0,01;  0,06;  0,1;  0,6;  1  μg/μL
durante  5  h  de  exposición.  Los  datos  fueron  expresados  como  el  índice  de  apoptosis  (blanco)  o
necrosis (gris) a estas concentraciones y representan la mediana de al menos 300 células contadas por
campo al azar con sus intervalos de confianza al 95 %. Los (*) indican las diferencias significativas en
comparación al resto de las condiciones experimentales. Ctr: control



La Gráfica 10 muestra el porcentaje de apoptosis inducido por F19 y p7 a con-

centraciones de 0,5 y 1 μg/μL durante 7 h de exposición. Se observó que F19 y p7

aumentaron el porcentaje de apoptosis respecto a los controles. Sin embargo sólo el

aumento inducido por p7 (1 μg/μL) fue significativo (P< 0,05) respecto al control y a

p7 (0,5 μg/μL). Los porcentajes de apoptosis observados fueron para p7 a 1 μg/μL

de: 0,83 (0 , 1,2) %, el control 0,44 (0 , 0,61) % y a 0,5 μg/μL de: 0,53 (0 , 1,14) %

apoptosis. Los valores de porcentaje de apoptosis inducidos por F19 fueron 0,5 y

0,81 % a concentraciones de 0,5 y 1 μg/μL respectivamente.
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Figura  13: Efecto sobre las  Neuro-2a  de F19 y p7 durante 7 h de exposición. Las microfotografías
muestran a las células teñidas con NA/BE. Ctr: control; A: F19 0,5 μg/μL; B: F19 1 μg/μL; C: p7 0,5
μg/μL; D: p7 1 μg/μL. Se observan células vivas de color verde (flecha azul) con sus núcleos (flecha
gris) y la activación de los lisosomas (flecha blanca). Escala de 50 μm.

Gráfica  10:  Porcentaje de apoptosis inducida en Neuro-2a por F19 (líneas horizontales) y p7 (líneas
verticales) a 0,5 y 1  μg/μL durante 7 h de exposición. Los resultados representan la mediana de al
menos 100 células contadas por campo al azar con sus intervalos de confianza al 95 %. Los (*) indican
las diferencias significativas en comparación al control (ctr) (barra blanca).



La  Gráfica 11 muestra el porcentaje de necrosis inducido en las Neuro-2a por

F19 y p7 luego de 7 h de incubación. Se observó un aumento significativo (P< 0,05) a

de 1 μg/μL de F19 respecto al control. Los valores de los porcentajes de necrosis ob-

tenidos para F19 y p7 a 0,5 μg/μL fueron: 0,4 (0 , 1,3) y 0 (0 , 1,2) % respectivamen-

te. Los valores de los porcentajes de necrosis obtenidos para F19 y p7 a 1 μg/μL fue-

ron: 1,77 (1,17 , 3,04) y 0,92 (0,62 , 1,25) % respectivamente. Los valores del por-

centaje de necrosis obtenidos para el control fue de 0,48 (0,39 , 1,23) %.

• Efecto del tiempo de exposición de la fracción activa y su componente mayori-

tario sobre Neuro-2a.

Se estudió el efecto del tiempo de exposición de F19 y p7 sobre las Neuro-2a a 1

μg/μL. La Figura 14 muestra las microfotografías tomadas a las 5, 7, 9 y 24 h de ex-

posición a F19 y p7. Las células expuestas a p7 durante 7 y 9 h (Figura 14 J y K)

desarrollaron vesiculaciones en la membrana celular y cambiaron la coloración de

verde hacia verde brillante o amarillo-naranja, con la presencia de células necrosa-
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Gráfica  11:  Porcentaje  de  necrosis  inducida  en  Neuro-2a  por  F19  (líneas  horizontales)  y  p7  (líneas
verticales) a 0,5 y 1 μg/μL durante 7 h de exposición. Los resultados representan la mediana de al menos
100 células contadas por campo al azar con sus intervalos de confianza al  95 %. Los (*)  indican las
diferencias significativas en comparación al control (ctr) (barra blanca).



das de coloración roja y células apoptóticas de coloración verde brillante. Por otro

lado, a las 9 y 24 h de exposición a p7 se observaron numerosos restos celulares (Fi-

gura 14 K y L). La mayoría de los neuroblastomas expuestos a las toxinas durante 5

(Figura 14 E e I) ó 24 (Figura 14 H y L) h no presentaron un cambio cualitativo en

comparación al control (Figura 14 A, B, C y D).

En la Gráfica 12 se observó el porcentaje de apoptosis inducido por F19 y p7 (1

μg/μL) durante 5, 7, 9 y 24 h de exposición. Se evidenció un aumento significativo

(P< 0,05) a las 7 h de exposición desde 0,44 (0,18 , 0,61)% del control hasta 0,8

(0,2 , 1,2) y 0,8 (0,5 , 1,2) % de apoptosis inducido por F19 y p7 respectivamente. A

las 9 h de exposición p7 indujo un aumento significativo (P< 0,05) desde 0,15 (0,08 ,
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Figura  14:  Efecto  del  tiempo  de  exposición  de  F19  y  p7  a  1  μg/μL  sobre  las  Neuro-2a.  Las
microfotografías muestran las Neuro-2a teñidas con NA/BE. A, B, C y D: células controles a 5, 7, 9 y 24
h respectivamente. E, F, G y H: células incubadas con F19 durante 5, 7, 9 y 24 h respectivamente. I, J,
K y L: células incubadas con p7 durante 5, 7, 9 y 24 h. En las microfotografías se observan células
vivas de color verde (flecha blanca) con al menos dos nucléolos (flecha azul) y lisosomas (flecha roja),
células  necrosadas  de  color  rojo  (flecha  rosada),  células  apoptóticas  tempranas  de  color  verde
brillante (F, J) y tardías (K) (flecha negra), formación de vesiculaciones en la membrana celular (flecha
gris) y restos celulares (círculos). Escala de 50 μm.



0,41) % hasta 0,7 (0,3 , 1,3) % de apoptosis. Los valores de los porcentajes de apop-

tosis inducidos por F19 a las 5, 9 y 24 h de exposición fueron: 0,5 (0,3 , 0,7); 0,2

(0,1 , 0,4) y 0,3 (0,1 , 0,3) % respectivamente y los inducidos por p7 a las 5 y 24 h de

incubación fueron de: 0,6 (0,3 , 0,9) y 0,3 (0,1 , 0,4) % respectivamente. 

La Gráfica 13 muestra el porcentaje de necrosis inducido por F19 y p7 al expo-

ner las células durante 5, 7, 9 y 24 h de exposición. Únicamente F19 a las 7 h de in -

cubación indujo un aumento significativo (P< 0,05) desde 0,47 (0,39 , 1,23)% del con-

trol hasta 1,6 (1,1 , 2,9) % de necrosis del experimental. Los porcentajes de necrosis

inducidos por F19 a las 5, 9 y 24 h de exposición fueron: 0,4 (0,2 , 0,5); 0,8 (0,4 , 1,3)

y 0,7 (0,2 ,1,1) % respectivamente, mientras que por p7 fueron de 0,4 (0 , 0,5); 0,9

(0,6 , 1,3); 0,4 (0,1 , 0,5) y 0,9 (0,6 , 1,3) % para las 5, 7, 9 y 24 h de incubación res-

pectivamente.
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Gráfica  12: Porcentaje de apoptosis inducido por F19 (líneas horizontales) y p7 (líneas verticales) a 1
μg/μL durante 5, 7, 9 y 24 h de exposición sobre Neuro-2a. Los resultados representan la mediana con
sus intervalos de confianza al 95 % de al menos 100 células contadas por campo al azar. Los (*) indican
las diferencias significativas en comparación al los controles (barras blancas).



• Efecto de los componentes de la fracción activa.

La Figura 15 muestra el efecto sobre las Neuro-2a de los picos de F19 a 1 μg/μL

durante 7 h de exposición. Se pudo observar que p7 y p8 , indujeron la activación de

los lisosomas en esta línea celular de neuroblastomas. 

La Gráfica 14 muestra el efecto sobre el porcentaje de apoptosis de los neuro-

blastomas a las 7 h de exposición a p1, p2, p3, p4, p5, p6, p7, p8 (1 μg/μL). El ensa-

yo con NA/BE reveló que solamente p7 aumentó significativamente (P < 0,05) el por-
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Figura  15: Efecto de los componentes de F19 separados mediante CLAR-FR sobre las Neuro-2a. Las
microfotografías muestran a las Neuro-2a expuestas durante 7 h a los componentes de F19 a 1 μg/μL. Se
observan células vivas (flecha blanca) y lisosomas (flecha roja). Ctr: control; A: p1; B: p2 C: p3; D: p4; E:
p5; F: p6; G:p7 y H: p8. Escala de 25 μm

Gráfica 13: Porcentaje de necrosis inducida por F19 (líneas horizontales) y p7 (líneas verticales) a 1
μg/μL durante 5, 7, 9 y 24 h de exposición sobre Neuro-2a. Los resultados representan la mediana
con sus intervalos de confianza al 95 % de al menos 100 células contadas por campo al azar. Los (*)
indican las diferencias significativas en comparación a los controles (ctr) (barras blancas).



centaje de apoptosis desde 0,44 (0,18 , 0,61) % del control hasta 0,83 (0,53 , 1,17) %

de experimental. Los porcentajes de apoptosis inducidos por p1, p2, p3, p4, p5, p6 y

p8 en las células fueron 0,44 (0,18 , 0,61 ); 0 (0 , 0,62); 0,48 (0 , 0,6); 0 (0 , 0,58);

0,53 (0,37 , 0,53); 0,41 (0 , 0,85); 0,45 (0 , 0,46 ); 0 (0 , 0,67) % respectivamente.

La Gráfica 15 muestra el efecto sobre el porcentaje de necrosis de los neuro-

blastomas a las 7 h de exposición a p1, p2, p3, p4, p5, p6, p7 y p8 a 1 μg/μL. El en-

sayo con NA/BE reveló que ninguno de sus componentes indujo efectos significativos

(P> 0,05) en el porcentaje de necrosis. Los valores inducidos por p1, p2, p3, p4, p5,

p6, p7 y p8 fueron de 1,14 (0 , 3,75); 0,48 (0 , 3,61); 1,41 (0,5 , 1,8); 3,34 (1,49 ,

3,34); 0,85 (0,42 , 3,61); 0,81 (0 , 0,92); 0,92 (0,62 , 1,25 ); 0,67 (0 , 3,39) % de ne-

crosis respectivamente, mientras que el control indujo 0,47 (0,39 , 1,23) % de muerte

por necrosis.
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Gráfica 14: Porcentaje de apoptosis inducido sobre Neuro-2a por p1, p2, p3, p4, p5, p6, p8 (cuadrados) y
p7 (líneas verticales) a (1 μg/μL) durante 7 h de exposición. Los resultados representan la mediana con
sus intervalos de confianza al 95 % de al menos 100 células contadas por campo al azar. Los (*) indican
las diferencias significativas en comparación al control (ctr) (barra blanca).



•      Efecto de la fracción activa y su componente mayoritario sobre la activación

de los lisosomas:

La activación de los lisosomas por efecto de F19 y p7 se cuantificó en función de

la coloración de los lisosomas con NA. La Figura 16 muestra las diferencias en la co-

loración de los lisosomas inducida por F19 y p7 (1 μg/μL) a las 5, 7, 9 y 24 h de ex-

posición. Se observó que los lisosomas intensificaron su color hacia rojo brillante

cuando las células estuvieron expuestas a las toxinas durante 7 y 9 h. Se cuantificó

la variación de la intensidad de fluorescencia emitida por los lisosomas en las distin-

tas condiciones como la DOI del color rojo.
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Gráfica 15: Porcentaje de necrosis inducida sobre Neuro-2a por p1, p2, p3, p4, p5, p6, p8 (cuadrados) y
p7 (líneas verticales) a 1 μg/μL durante 7 h de exposición. Los resultados representan la mediana con
sus intervalos de confianza al 95 % de al menos 100 células contadas por campo al azar. Los (*) indican
las diferencias significativas en comparación al control (ctr) (barra blanca).



La Gráfica 16 muestra la DOI de los lisosomas a las 5, 7, 9 y 24 h de exposición

a F19 y p7 (1 μg/μL). Se evidenció que los neuroblastomas expuestos durante 7 h a

F19 y p7 aumentaron significativamente (P< 0,05) la DOI en comparación al control

desde 47223 (38819,5 , 52765,5) hasta 76895,5 (71504 , 82545) y 81142 (78013,5 ,

84245) respectivamente. El  efecto de p7 sobre la DOI de los neuroblastomas se

mantuvo elevado a las 9 h de incubación con valores de 59083,2 (51679,5 , 64179),

mientras que para el resto de los casos no se observó un efecto significativo (P>

0,05). La DOI-roja inducida por la exposición a F19 a las 5, 9 y 24 h fue de 48487

(44805,5 , 52556); 46339,8 (35600 , 55655) y 46686,5 (40868 , 52363) respectiva-

mente y por la exposición a p7 de 50253 (45243 ,  57954,5) y 53031,5 (50313 ,

55299,5) a las 5 y 24 h de exposición respectivamente.
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Figura 16: Activación de los lisosomas por efecto de las toxinas.  Las microfotografías muestran las
Neuro-2a durante 5, 7, 9 y 24 h de exposición a F19 y p7 a 1 μg/μL y teñidas posteriormente con NA/BE. A,
B, C y D: células controles a 5, 7, 9 y 24 h respectivamente. E, F, G y H: células incubadas con F19 (1
μg/μL) durante 5, 7, 9 y 24 h respectivamente. I, J, K y L: células incubadas con p7 (1 μg/μL) durante 5, 7,
9 y 24 h respectivamente. Se observan lisosomas de amarillo (flecha blanca) (F) y de color rojo (flecha
roja) (G y J). Escala de 50 μm.



•      Efecto de fracción activa y su componente mayoritario sobre Neuronas de Hi-

pocampo

La Figura 17 muestra el efecto de F19 (1, 0,5; 0,1 μg/μL) y p7 (1 μg/μL) durante

5 h de exposición sobre las neuronas de hipocampo. Se observó que las neuronas

de hipocampo tienen una alta densidad de neuritas en condiciones controles, sin em-

bargo cuando se expusieron a F19 y p7 disminuyeron su longitud cualitativamente.

Se observan células apoptóticas de color verde brillante o anaranjado y células ne-

crosadas de color rojo en las distintas condiciones.
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Gráfica 16: Densidad óptica integrada del color rojo de los lisosomas de Neuro-2a sometidos a F19 (líneas
horizontales)  y  p7 (líneas verticales)  a  1  μg/μL durante 5,  7,  9  y 24 h de exposición.  Los resultados
representan la mediana de la DOI de los lisosomas de al menos treinta células por condición con sus
intervalos  de  confianza  al  95  %.  Los  (*)  indican  las  diferencias  significativas  en  comparación  a  los
controles (barras blancas).



La Gráfica 17 muestra el efecto sobre el porcentaje de apoptosis en las neuro-

nas de hipocampo inducido por F19 (0,1; 0,5; 1 μg/μL) y p7 (1 μg/μL ) durante 5 h de

exposición. Se observó el aumento del porcentaje de apoptosis a medida que se in-

crementó la concentración de F19, sin embargo sólo a 1 μg/μL aumentó significativa-

mente (P< 0,05) a 0,17 (0,11 , 0,27) % de apoptosis en comparación al control que

obtuvo 0,08 (0 , 0,14) % de apoptosis. F19 a concentraciones de 0,1 y 0,5 μg/μL in-

dujo 0,13 (0,06 , 0,23) y 0,14 (0,11 , 0,39) % de apoptosis respectivamente, mientras

que p7 a 1 μg/μL indujo 0,09 (0,03 , 0,16) % de apoptosis.

La  Gráfica 18 muestra el efecto sobre el porcentaje de necrosis inducido por

F19 (0,1; 0,5; 1 μg/μL) y p7 (1 μg/μL ) durante 5 h de exposición sobre las neuronas

de hipocampo. F19 a concentraciones de 0,1; 0,5; 1 μg/μL indujo 0,02 (0 , 0,08); 0,06

(0 , 0,14) y 0,28 (0,19 , 0,42) % de necrosis respectivamente, mientras que p7 a 1

μg/μL indujo 0,03 (0 , 0,06) %. Solamente F19 (0,1 y 0,5 μg/μL) y p7 (1 μg/μL) dismi-
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Figura 17: Microfotografías de las neuronas de hipocampo expuestas durante 5 h a F19 (0,1; 0,5; 1 μg/μL)
y p7 a 1 μg/μL. Ctr: control; A: F19 0,1  μg/μL; B: F19 0,5  μg/μL; C: F19 1  μg/μL y D: p7 1  μg/μL. Se
observan neuritas, células viables de color verde; apoptóticas amarillas y naranjas y necrosadas de color
rojo. Escala de 30 μm



nuyeron significativamente (P< 0,05) respecto al control cuyo porcentaje de necrosis

fue de 0,17 (0,1 , 0,3) %. El porcentaje de necrosis de F19 a 1 μg/μL no tuvo diferen-

cia significativas (P> 0,05) en comparación al control.
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Gráfica 17: Efecto de F19 y p7 en el porcentaje de apoptosis en las neuronas de hipocampo durante 5 h
de exposición. El efecto de F19 (líneas horizontales) se estudió a 0,1; 0,5 y 1  μg/μL mientras que p7
(líneas verticales) a 1 μg/μL. Los resultados representan la mediana de al menos diez células contadas
por  campo  con  su  intervalo  de  confianza  al  95  %.  Los  (*)  indican  las  diferencias  significativas  en
comparación al control (ctr) (barra blanca).

Gráfica 18: Efecto de F19 y p7 sobre el porcentaje de necrosis en neuronas de hipocampo durante 5 h de
exposición. El efecto de F19 (líneas horizontales) se estudió a 0,1; 0,5 y 1 μg/μL mientras que p7 (líneas
verticales) a 1 μg/μL. Los resultados representan la mediana de al menos diez células contadas por campo
al azar con su intervalo de confianza al 95 %. Los (*)indican las diferencias significativas en comparación
al control (ctr) (barra blanca).



La Gráfica 19 muestra el efecto dosis dependiente de la disminución de la longi-

tud de las neuritas de las neuronas de hipocampo. Se observó una disminución esta-

dísticamente significativa (P< 0,05) en la longitud de las neuritas desde 228,6 (213,1 ,

250)  μm hasta 162,4 (155 , 184,6) y 39,6 (36,1 , 43)  μm con 0,5 y 1  μg/μL de F19

respectivamente y hasta 148,8 (124 , 160) μm con 1 μg/μL de p7. También se obser-

vó que F19 a 1 ug/uL tiene un efecto más pronunciado que su componente mayorita-

rio, p7, a la misma concentración. Por otro lado, una concentración de 0,1 μg/μL de

F19 no indujo una disminución significativa (P> 0,05) en comparación al control cuya

longitud fue de 200,8 (186,5 , 222) μm.

Caracterización del mecanismo anticancerígeno por inmunocitoquímica.

La Figura 18 muestra las microfotografías de la inmunocitoquímica de las células

Neuro-2a expuestas a F19 a 1 μg/μL con sus respectivos controles. Se observó que

en los controles negativos (Figura 18 A y D) hay una unión inespecífica de los anti-
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Gráfica  19:  Longitud  de  las  neuritas  de  las  neuronas  de  hipocampo  expuestas  a  F19  (líneas
horizontales) a 0,1; 0,5; 1  μg/μL y a p7 (líneas verticales) a 1  μg/μL durante 5 h. Los resultados son
expresados como la mediana de al menos diez células contadas por campo al azar y su intervalo de
confianza al 95 %. Los (*) señalan las diferencias significaticas (P< 0,05) en comparación al control (ctr)
(barra balnca). 



cuerpos secundarios a las células. Además se observó el incremento cualitativo de la

coloración del rojo y verde en las células expuestas a F19 a los distintos juegos de

anticuerpos en comparación los controles.

La Gráfica 20 muestra la intensidad de fluorescencia del DAPI que corresponde

a la intensidad de los núcleos, de las distintas condiciones. No se observaron diferen-

cias significativas (P> 0,05) en la intensidad de fluorescencia del DAPI en ninguno de

los casos. La intensidad de fluorescencia para el DAPI en las células controles y las

expuestas a F19, marcadas con anticuerpos contra citocromo c y caspasa 8, fue de

292751 (258246 , 328324) y 276684 (248218 , 304000) respectivamente, mientras

que la intensidad de fluorescencia de células controles y las expuestas a F19 marca-
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Figura  18: Microfotografías de Neuro-2a del ensayo de inmunocitoquímica.  B y E corresponden a las
células expuestas al juego de anticuerpos 1 (anti-citocromo c+ anticaspasa 8); E y F a las expuestas al
juego de anticuerpos 2 (anti-Bcl-2+ anticaspasa 3). A, B y C son las células incubadas en medio y D, E y
F  las  incubadas  con  F19  (1  μg/μL)  durante  7  h  respectivamente.  Las  microfotografías  A  y  D
corresponden  a  los  controles  negativos  sólo  con  los  anticuerpos  secundarios.  Los  anticuerpos
secundarios utilizados fueron: anti-IgG-ratón marcado con FITC (verde) y anti-IgG-oveja marcado con
rodamina (rojo). Las células fueron incubadas en DAPI (azul) antes de ser observadas al microscopio.
Escala de 50 μm.



das con anticuerpos contra Bcl-2 y caspasa 3 fue de 299705 (283408 , 335865) y

244129 (211716 , 259962) respectivamente.

La Gráfica 21 muestra la intensidad de fluorescencia del complejo caspasas 3-

FITC y caspasa 8-FITC, en las distintas condiciones. Se observó un aumento signifi -

cativo (P< 0,05) en la intensidad de fluorescencia del complejo caspasa 3-FITC en

comparación a su control desde 292751 (258246 , 328324) hasta 389657 (363482 ,

421069). Mientras que la intensidad de fluorescencia del complejo caspasa 8-FITC

de 354363 (317566 , 401306) se mantuvo estadísticamente igual (P> 0,05) a las del

control de 296829 (267656 , 327740), aunque se evidenció su tendencia a aumentar.

En la Gráfica 22 se muestra la intensidad de fluorescencia del complejo citocro-

mo c-rodamina y Bcl-2-rodamina, en las distintas condiciones. Se observó un aumen-

to significativo (P< 0,05) en la intensidad de fluorescencia de la proteína Bcl-2 en

comparación a su control desde 142098 (116816 , 177430) hasta 229190 (181962 ,
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Gráfica  20: Intensidad de fluorescencia del DAPI en la línea celular Neuro-2a expuestas a F19 (líneas
horizontales) a 1  μg/μL durante 7 h incubadas con anti-citocromo c + anti-caspasa 8 ó a anti-Bcl-2 +
anti-caspasa 3. Las barras blancas corresponden a los controles de cada condición. Los resultados son
expresados  como  la  mediana  de  al  menos  veinte  células  cuantificadas  al  azar  y  su  intervalo  de
confianza al 95 %.



281960); mientras que la intensidad de fluorescencia del complejo citocromo c-roda-

mina fue de 227879 (192082 ,  275822) el  cual  se mantuvo estadísticamente (P>

0,05)  igual  al  control  cuya  intensidad  de  fluorescencia  fue  de  193875  (164551  ,

217716), aunque se evidenció su tendencia a aumentar.
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Gráfica 21: Intensidad de fluorescencia de los complejos caspasa 3-FITC y caspasa 8-FITC en la línea
celular Neuro-2a expuestas con F19 (líneas horizontales) a 1 μg/μL durante 7 h, correspondiente a las
caspasas 8 y caspasas 3.  Las barras blancas corresponden a los controles de cada condición. Los
resultados son expresados como la mediana de al menos 20 células contadas por campo al azar y su
intervalo de confianza al 95 %. Los (*) señalan las diferencias significativas (P< 0,05) en comparación al
control.

Gráfica  22: Intensidad de fluorescencia de la rodamina en la línea celular Neuro-2a expuestas a F19
(líneas horizontales) a 1μg/μg durante 7 h correspondiente al complejo Citocromo c-rodamina y Bcl-2-
rodamina. Las barras blancas corresponden a los controles de cada condición. Los resultados son
expresados como la mediana de al menos 20 células contadas por campo al azar y su intervalo de
confianza al 95 %. Los (*) señalan las diferencias significativas (P< 0,05) en comparación al control.



DISCUSIÓN

El veneno de escorpiones ha sido utilizado desde tiempos medievales en la me-

dicina y terapia tradicional, dado que está compuesto por una variedad de compo-

nentes biológicamente activos. La mayoría de estos compuestos son neurotóxicos

con capacidad de modular, abrir  o bloquear canales iónicos (Borges y col.,  1990;

2006 D’Suze y col., 1996; 1997;1999; 2004a; 2009; Tsushima y col., 1999; Rodríguez

de la  Vega y  col.,  2003;  Batista  y  col.,  2006;  Prochnicka-Chalufour  y  col.,  2006;

Diego-García y col., 2007; Díaz y col., 2009; Forsyth y col., 2012; Peigneur y col.,

2012). Por ello han captado el interés de investigadores dada la posibilidad de ser

utilizadas en el diseño de drogas o como herramientas farmacológicas, bioquímicas y

fisiológicas. En las últimas décadas, se ha demostrado el efecto anticancerígeno de

toxinas aisladas de venenos de escorpiones (Zhang y col., 1987; DeBin y Strichartz,

1991; Garcia-Calvo y col., 1993; Soroceanu y col., 1998; 1999; Schwab y col., 1999;

Liu y col., 2002; 2003; Deshane y col., 2003; Wang y Ji, 2005; Bloch y col., 2007;

Gupta y col., 2007; 2010; Gao y col., 2009; Zhang y col., 2009; Cui y col., 2010;

D'Suze y col., 2010; Zargan y col., 2011a; 2011b; 2011c; Song y col., 2012; Jang y

col., 2011). Sin embargo, en pocas se ha evidenciado el efecto anticancerígeno so-

bre neuroblastomas (Zargan y col., 2011a; 2011b), cáncer neuronal infantil  de pro-

nóstico poco favorable por la  baja respuesta a tratamientos (Barker y col.,  2007;

Grandinetti y col 2006; http:www.cancer.net). Esto ha motivado la búsqueda de com-

puestos con actividad anticancerígena del veneno del escorpión venezolano  T. dis-

crepans sobre la línea celular de neuroblastoma, Neuro-2a. 
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El veneno de T. discrepans se aisló a través de estimulaciones eléctricas lo cual

permite la extracción de aproximadamente el 100 % del veneno con una mayor pure-

za en comparación a la extracción manual (Oukkache y col., 2013). Se trabajó con lo-

tes de ordeños de más de 100 individuos, ya que existen diferencias cualitativas sig-

nificativas intra-especie (D'Suze y Sevcik., 2010). Trabajar con lotes de ordeños de

numerosos individuos de la misma especie, asegura la presencia de todas las proteí-

nas que la especie produce disminuyendo la variación entre lotes del veneno.

La separación de las fracciones que componen el veneno a través de CLAR-FR

se basa en las diferencias en hidrofobicidad de las proteínas. Esto a su vez depende

de los aa que conforman las estructuras primarias de estas. En la CLAR-FR eluyen

primero las proteínas más polares y posteriormente las más hidrofóbicas, dado que

la condición inicial de la fase móvil es acuosa y un alto grado de estructuras organi -

zadas de agua se encuentran alrededor de la fase estacionaria y de las proteínas in-

movilizadas. Esto genera una interacción bioquímica entre la región polar de las pro-

teínas con la fase móvil, mientras que la región hidrofóbica se encuentra unida a la

fase estacionaria.  La elución en gradiente permitió  aumentar  la  concentración de

ACN en función del tiempo. El ACN compitió por el sitio de unión de la proteína inmo-

vilizada en la fase estacionaria, rompiendo los enlaces bioquímicos de la proteína

con esta y ocasionando su consecutiva elución. De las cuarenta fracciones del vene-

no, se observó que sólo tres indujeron la muerte celular en Neuro-2a (Gŕafica 2) y de

ellas se escogió la F19 para caracterizar su efecto.

El perfil cromatográfico del veneno de T. discrepans es complejo (D'Suze y Sev-

cik, 2010). La CLAR produce una mejor separación que las cromatografías conven-
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cionales (Céard y col, 1992), con ella se disminuye el número de pasos de repurifica-

ción y se evita la pérdida de material, dada la sensibilidad de la CLAR ya que se pue-

de trabajar con microgramos de este. El perfil cromatográfico del veneno de T. dis-

crepans es parecido a los perfiles cromatográficos de otras especies de Tityus (Batis-

ta y col, 2004; Diego-García y col 2005). Estos, obtenidos en condiciones experimen-

tales similares, se pueden catalogar como huellas digitales que permiten diferenciar-

los por especie (D'Suze y Sevcik, 2010). El perfil cromatográfico del veneno de  T.

discrepans es semejante a otros perfiles cromatográficos ya reportados en otros tra-

bajos con la misma especie, lo que indica su alta reproducibilidad (D'Suze y col.,

2010; Ramírez-Bello y col., 2014). En el veneno de T. discrepans se han identificado

componentes con diversas actividades pero hasta ahora, sólo con actividad antican-

cerígena fueron las Neopladinas 1 y 2 (D'Suze y col., 2010) las que presentaron acti-

vidad sobre cáncer de seno.

La riqueza del veneno de T. discrepans se evidenció en el análisis proteómico

del mismo, el cual arrojó la identificación de 205 componentes con M.M entre 272 y

57908 Da (Batista y col., 2006). En el presente trabajo se siguió la metodología utili-

zada en los trabajos previos del laboratorio (Gráfica 1), sin embargo en la separación

de los componentes de F19 (Gráfica 3) se disminuyó el gradiente  utilizado en la se-

paración del veneno. Esto permitió que el intercambio matriz-proteína-fase móvil fue-

se más específico y que pequeñas diferencias en polaridad de las proteínas fueran

notables. El resultado fue la separación de la F19 en ocho picos. El pico mayoritario,

p7, representó el 76,52 % de F19. Este pico, se ha descrito como una toxina inflama-

toria (InfTx4) con M.M de 7784,32 Da y una secuencia amino terminal de: YVWP
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(Ramírez-Bello y col., 2014). Esta secuencia no se encontró en las bases de datos

de péptidos. En ese trabajo los autores no pudieron separar mediante CLAR-FR los

distintos componentes de la F19, pues la variación del gradiente para la separación

fue de 0,5 % ACN/min mientras que en el presente trabajo se redujo a la mitad, por lo

que pequeñas diferencias en la polaridad de las proteínas que conforman F19 fueron

evidenciadas, logrando separar con mayor eficiencia dichos componentes. Estos re-

sultados fueron corroborados mediante la electroforesis (Figura 10), donde se obser-

vó que la F19 está compuesta por diversas proteínas, evidenciadas en las distintas

bandas. Las M.M de estos se mantienen en un rango próximo a la M.M detectada por

la espectrometría discutida más adelante. Mediante la cuantificación del gel (Tabla 1)

se corroboró los resultados de la CLAR-FR donde p7 corresponde al componente

mayoritario de la F19. La electroforesis es una técnica ampliamente utilizada en la

separación de proteínas y depende de las M.M, cargas y estructuras 3D de estas, las

cuales se encuentran bajo la influencia de un campo eléctrico que las hace migrar

hacia el cátodo o ánodo dependiendo de su carga.

La determinación de la M.M de las proteínas que conforman los picos aislados de

F19, se realizó mediante espectrometría de masas con un Qtrap (Gráfica 4). La es-

pectrometría de masa permite la obtención de iones a partir de moléculas orgánicas

en fase gaseosa. Estos son separados de acuerdo a su masa y carga por la manipu-

lación de campos electro-magnéticos. Los iones separados son detectados y la señal

m/z es enviada a un sistema de datos computacional. Por lo que la presencia y abun-

dancia en el espectro de determinados tipos de iones, será función de la estructura

química de cada compuesto. En este ensayo se determinó que F19 está compuesta
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por lo menos por diez proteínas cuyas M.M son: 8157,5; 7780,8; 6556,6; 6096,5;

6058,6 - 6058,4; 6042,5 - 6042,3; 3958,2; 3973,9; 3905,1 y 3845,6 Da.

En este trabajo se observó que la línea celular Neuro-2a cambia su morfología

dependiendo del porcentaje de concurrencia en el que se encuentre (Figura 11). A fin

de determinar si la causa del cambio fue por una diferenciación morfológica, las célu-

las que cambiaron su morfología hacia una forma redondeada se repicaron y dejaron

crecer hasta un porcentaje de concurrencia < 40 %. Se observó que estas células no

perdieron su morfología inicial neuronal típica. Esto demostró que no había ocurrido

una diferenciación celular en Neuro-2a como se ha descrito para otras líneas cance-

rígenas de neuroblastomas (Biedler y col., 1973; Pogorelaya y col., 1985; Constanti-

nescu y col., 2007). En los neuroblastomas la extensión del citoplasma junto a las

neuritas les permite tener mayor probabilidad de captación de recursos del medio de

cultivo (aa, nutrientes, factores de crecimientos, etc.) para su sobrevivencia. Una alta

concurrencia de las células generó la disminución de la prolongación de sus neuritas

por el exiguo espacio circundante y por ende una menor probabilidad en la captación

de los recursos necesarios.

La formación de aglomerados celulares o domos se ha descrito principalmente en

las líneas celulares cancerígenas. Esta puede ser inducida por el uso de distintas to-

xinas, enzimas, virus (McGrath, 1971; McGrath y col., 1972; Zucchi y col., 2002; Le-

ver, 1979; Rizzino y col., 1982;) o por la presencia de genes específicos (Zucchi y

col., 1998; Watari y col., 1996). En la línea Neuro-2a, se observó la formación de do-

mos (Figura 11). Esta parece requerir de la expresión simultánea de varias funciones

como la  presencia  de  conexiones  estrechas  entre  las  células,  disminución  en  la
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adherencia al sustrato y una actividad secretora o función de bombeo causando la

acumulación de líquido dentro del domo (Leighton y col., 1970; Rizzino y col., 1982).

Se presume que los domos permiten a la célula “defenderse” de factores externos

que puedan agredir su integridad. Se ha descrito que la formación de domos o aglo-

merados celulares es inducida por distintas drogas (McGrath, 1971; Fatini  y col .,

1986; Lever, 1979) y es por eso que se estudió si la formación de domos se ve afec-

tada por F19 o p7 (Gráfica 5). Estos resultados demostraron que F19 disminuye la

formación de los domos en esta línea celular durante las 5, 7 y 9 h de exposición, p7

mantiene el mismo porcentaje de domos en comparación al control y a las 24 h con

F19 se limita su efecto. Por lo que un componente distinto a p7 o de forma conjunta

F19, induce la formación de domos en estas células. Entre las proteínas asociadas a

la formación de domos descritas en otras líneas celulares cancerígenas se encuen-

tran la PGE2 (Hagiwara y col., 1983), la  E-cadherina que interactúa con moléculas

del citoplasma a través de la cateninas y la citoqueratina 8 frecuentemente asociada

con estructuras tubulares en otros órganos (Kasper y col., 1991; Holt y col., 1994;

Ozawa y col., 1989).

La presencia de al menos dos nucléolos en las Neuro-2a (Figura 11) son un indi-

cativo de una demanda alta en la biogénesis ribosomal, lo cual es característico de

las células altamente proliferativas. Esto permite a las células y neo-células asegurar

que tengan los complementos necesarios para su sobrevivencia y su mecanismo fi-

siológico. El aumento en la síntesis protéica se debe principalmente a modificaciones

en los genes supresores de tumores o a la presencia de protooncogenes, responsa-

bles de la proliferación incontrolada (Busch y Smetana., 1970; Hadjiolov, 1985; De-
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renzini y Ploton 1991; Conlon y Raff 1999; Thomas, 2000; Volarevic y col., 2000; Da-

vid-Pfeuty, 2006; Sulic' y col., 2005). Por otro lado algunos autores han demostrado

que hipertrofias con nucléolos prominentes es un parámetro predictivo de la presen-

cia de una neoplasia (Derenzini y col., 2009), de allí la importancia de los estudios de

las variaciones morfológicas.

El efecto anticancerígeno de F19 sobre Neuro-2a, se evaluó inicialmente a tra-

vés del ensayo colorimétrico con MTT, el cual ofrece una medida rápida, simple y

precisa de la viabilidad celular y proliferación de células adherentes (Mosmann, 1983;

Scudiero y col., 1988). Se basa en la capacidad de las células viables en reducir la

sal de tetrazolium, sustrato amarillo, a cristales de formazán de color azul-oscuro, a

través de la acción de la succinato-deshidrogenasa mitocondrial de las células via-

bles. Por lo que a mayor absorbancia mayor es el porcentaje de células viables. Las

Neuro-2a al ser expuestas durante 24 h a F19, disminuyeron su viabilidad de manera

dosis dependiente (Gráfica 6). La curva de dosis-respuesta evidenció que una con-

centración de 0,71 μg/μL induce el 50 % de muerte en Neuro-2a. El CI50 0,71 μg/μL

obtenido para F19 es menor que el de CI50  inducido por nanopartículas de CuO (20

μg/μL) sobre la misma línea celular (Perreault y col., 2012) y menor al de otras toxi-

nas de escorpiones utilizadas en otras líneas celulares cancerígenas (Díaz-García y

col., 2013). Hay que destacar, que los ensayos de citotoxicidad con MTT proporcio-

nan una medida de la actividad metabólica, lo cual está íntimamente relacionado con

el número de células viables, pero no proporciona información acerca del porqué ni

cómo mueren las células.
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Para la comparación de resultados, fue importante conocer si el número total de

células variaba en función de las condiciones experimentales. Por ello se cuantificó el

número de células totales por campo en tiempos crecientes de exposición a F19 y p7

(Gráfica 7). La variación del número total de células en todas las condiciones sugirió

un error en el sembrado de las células sobre los cubreobjetos. Este error se logró co-

rregir al estandarizar el protocolo de sembrado. Al momento de sembrar las células

en los cubreobjetos, estos se movilizaban inmediatamente a la incubadora y se espe-

raba 20 min antes de colocar el medio, lo que ocasionaba la movilización de la gota

conteniente de las células hacia la superficie circundante del cubreobjeto por la dis-

minución  de  su  tensión  superficial  y  por  ende  disminuyendo  el  número  de

células/área contenidas en este. Esto se modificó esperando los 20 min de adhesión

de las células al sustrato dentro de la campana flujo laminar sin la movilización del

cubreobjeto a la incubadora. Además fue tomado en cuenta en la descripción de los

resultados posteriores, los cuales fueron reportados como porcentaje para que pudie-

ran ser comparables entre si.

Para estudiar el mecanismo mediante el cual F19 indujo la muerte en la línea ce-

lular de neuroblastoma, se utilizó el ensayo de NA/BE. Este ensayo permitió identifi-

car las células apoptóticas y necrosadas a través de la absorción diferencial de los

colorantes en las células viables y no viables, pues el NA es permeable y se incorpo-

ra en todas las células, mientras que el BE es impermeable y sólo penetra en aque-

llas células con ruptura en su membrana. Por lo que las células en apoptosis tempra-

na presentaron una coloración verde brillante con un máximo de emisión del NA a

525 nm, por la unión al ADN condensado; mientras que las células necrosadas se
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muestran de color rojizo por la entrada del BE dada la ruptura de su membrana celu-

lar y se diferencian de las células en apoptosis tardía que presentan la cromatina

condensada y/o fragmentación nuclear.

Se estudió el efecto de la concentración de F19 (Gráfica 8) y p7 (Gráfica 9)  du-

rante 5 h de exposición en el porcentaje de muerte celular (apoptosis y necrosis) de

Neuro-2a. El rango de concentraciones estudiadas no causó un aumento significativo

en la proporción de muerte celular. Era de esperarse que concentraciones próximas

a 0,71 μg/μL ocasionaran el 50 % de muerte celular, sin embargo dado que el CI 50

fue calculado a las 24 h de exposición, probablemente 5 h no fue el tiempo óptimo

para observar el efecto de las toxinas. Por esto, se ensayaron distintos tiempos de

exposición con F19 y p7. Por otro lado, se debe tener en cuenta que en el ensayo

con MTT se cuantifica la proporción de muerte total producida durante las 24 h de ex-

posición de todas las células contenidas en el pozo, mientras que en el ensayo de

NA/BE sólo se cuantifica la proporción de muerte (apoptosis o necrosis) de las célu-

las que aún se encuentren adheridas al sustrato.

De igual forma se estudió el efecto de la concentración de F19 y p7 en el por-

centaje de apoptosis (Gráfica 10) y de necrosis (Gráfica 11) pero aumentando el

tiempo de incubación durante 7 h. Los resultados mostraron que aunque se observó

un aumento dosis dependiente, sólo fue significativo con p7 a la mayor concentración

estudiada, sin embargo no se observó lo esperado ya que sólo inducía 1 % de muer-

te por apoptosis aproximadamente. Razón por la cual se siguió estudiando tiempo

mayores a 7 h.
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Los resultados del efecto de la variación del tiempo de exposición a F19 y p7

(Gráfica 12) demostraron que el efecto apoptogénico se ve pronunciado a las 7 h

sobre los neuroblastomas. El efecto causado por p7 fue más pronunciado que el de

F19, probablemente porque p7, componente activo y mayoritario de F19, se encuen-

tra en mayor porcentaje de pureza y ejerce un efecto más potente a la misma con-

centración usada para F19. En el resto de los tiempos no se observó un efecto signi -

ficativo en la inducción de muerte celular, indicando que las 5, 9 y 24 h no son ópti-

mas para estudiar el efecto anticancerígeno en este tipo de células. Era de esperarse

que a partir de las 7 h, el índice de muerte de celular siguiera aumentando en función

del tiempo. Se presume que la disminución de la proporción de muerte a las 9 y 24 h

en comparación a las 7 h sea por: (1) necrosis secundaria, lo que explicaría la pre-

sencia de los restos celulares observados en estas condiciones o (2) el desprendi-

miento de las células al sustrato, característico de las células adherentes no viables,

bien sea por la aberración de proteínas adherentes u otras anomalías desarrolladas

en el proceso de muerte celular. Si fue por desprendimiento, las células flotantes no

pudieron ser cuantificadas ya que fueron retiradas junto al medio de cultivo al mo-

mento de añadirle el NA/BE.

A través del mismo ensayo se estudió el efecto apoptogénico de los distintos

componentes de F19 a 1 μg/μL durante 7 h de exposición (Gráfica 14). Estos resul-

tados demostraron que el componente mayoritario de F19, p7, es el componente res-

ponsable de la actividad apoptogénica en las Neuro-2a, mientras que  p4 pareciera

ser el responsable de la muerte por necrosis o que esta es inducida por la actividad

sinérgica de todos los componentes de F19 (Gráfica 15).
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Cabe destacar que los lisosomas de las células Neuro-2a intensificaron su colo-

ración a rojo brilante cuando se expusieron durante 7 y 9 h a F19 y p7 (Figura 16).

Esta diferencia de coloración puede deberse a que el NA al ser internalizado es atra-

pado en los lisosomas donde a pH ácidos es protonado exhibiendo un máximo de

emisión de 650 nm (color rojizo). Un cambio en la coloración de los lisosomas indica

por ende, una variación en el pH intracelular en estos compartimientos. En la forma-

ción de los lisosomas, el pH interno varía inicialmente entre 6 y 7. Cuando van madu-

rando, su pH se acidifica alcanzando valores entre 4 y 5, aumentan la concentración

de proteasas activas que cumplen con la función degradativa, característica de los li-

sosomas. Por lo que el cambio en la coloración es un indicativo de la activación liso-

somal. La intensidad de la coloración rojiza mostrada en los lisosomas se cuantificó

como la DOI (Gráfica 16). Se demostró que p7 y de forma menos pronunciada F19,

indujeron la activación de los lisosomas de las Neuro-2a a las 7 h de exposición. Lo

que sugiere que la activación de los lisosomas está involucrada directa o indirecta-

mente en la activación de procesos degradativos y posiblemente implicados en el

proceso de muerte celular en estas células, pues la mayor proporción de muerte ce-

lular con F19 y p7 se observó a las 7 h de exposición (Gráfica 12). Distintas drogas

han sido descritas como iniciadoras de muerte celular a consecuencia de su acumu-

lación en los compartimientos endo-lisosomales en líneas celulares cancerígenas. En

la línea de neuroblastoma (SHSY-5Y) se demostró que la inducción de muerte celular

es consecutiva a la acumulación de la droga (Aβ-42) en el sistema endo-lisosomal,

los cuales presentaron daño en su estructura, liberación de enzimas, acumulación de

vacuolas autofágicas y degradación del núcleo conllevando la muerte de las células

76



(Soura y col., 2012). De manera similar la crotamina, pequeño polipéptido, aislado

del veneno de la serpiente de C. durissus ejerce su actividad apoptogénica. La crota-

mina a bajas concentraciones, en células altamente proliferativas, es reclutada vía

endocitosis y se acumula en las vesículas endo-lisosomales, lo que causa la irrup-

ción de estas, acompañada de la liberación de cistein-catepsinas y un aumento en la

actividad de caspasas en el citoplasma lo que activa los procesos de muerte celular

programada (Hayashi y col., 2008). Este mecanismo intracelular de muerte ha sido

descrito por otros autores en distintas líneas cancerígenas y distintas toxinas, en el

cual la PML puede inducir muerte celular vía caspasa dependiente o caspasa inde-

pendiente (Guicciardi y col., 2004; Stoka y col., 2005; Ka gedal y col., 2005; Boya y  

Kroemer, 2008).

Los resultados de la inmunocitoquímica (Gráfica 17, 18 y 19) revelaron que la

muerte celular inducida por F19 es vía caspasa dependiente pues se observó el au-

mento de la fluorescencia de la caspasa 3, caspasa ejecutora. Al activarse el zimóge-

no de caspasa 3, se activa la cascada de caspasas como las caspasa 6, 7 y 9, res-

ponsables de la ejecución de la apoptosis y de la mayoría de sus características mor-

fológicas. En el inicio de apoptosis, la caspasa 3 escinde proteolíticamente a PARP

en el enlace Aspartato-216/Glicina-217 y cliva proteínas de unión de esteroles  junto

a la membrana celular (Nicholson y col., 1995; Cabrera y col., 2011). Sin embargo no

se observó un aumento significativo de la caspasa 8, esta podría estar inhibida por

metilación al nivel del genoma (gen CASP8), como se ha descrito en otras líneas ce-

lulares de neuroblastomas (Teitz y col., 2001; Casciano y col., 2004). Tampoco se

evidenció el incremento de la fluorescencia del citocromo c, lo que permite inferir que
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a las 7 h no se ha activado la vía intrínseca mitocondrial, sin embargo se incrementó

la proteína Bcl-2, una proteína antiapotótica, perteneciente a la familia de proteínas

Bcl-2. Esta previene la apoptosis, por dos mecanismos principales: (1) secuestrando

caspasa o (2) previniendo la liberación de proteínas apoptógenicas mitocondriales,

como AIF o citocromo c, al citoplasma, las cuales pueden activar la cascada de cas-

pasas induciendo apoptosis. El segundo mecanismo concuerda con los resultados

observados, ya que no se evidenció el aumento significativo del citocromo c. Cabe

destacar que la iniciación de la apoptosis no es un proceso irreversible, si no es equi-

librio entre proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas lo que regula dicho mecanismo

y se convierte en irreversible cuando las rutas de regulación a través de las proteínas

anti-apoptótica se ven disminuidas por el incremento de las proteínas proapoptóticas.

A fin de estudiar si F19 y su componente mayoritario tenían efecto citotóxico en

células sanas, se estudió su efecto sobre cultivos primarios de neuronas del hipo-

campo (Gráfica 20, 21 y 22). Los resultados demuestran que F19 tiene un efecto

apoptogénico dosis-dependiente y es más potente que p7 en estas células, ya que el

porcentaje de apoptosis de p7 se mantuvo semejante al control,  lo cual indica que

algún componente de F19 distinto a p7 tiene actividad sobre estas células sanas,

confiréndole a p7 ventaja como droga anticancerígena, ya que es p7 el componente

que tiene mayor efecto apoptogénico en los neuroblastomas estudiados.

La exposición de F19 como de p7 a las 5 h produjo una disminución de la longi -

tud de las neuritas en estas células (Gráfica 22). Las neuritas permiten la adherencia

a sustratos, intercambio químico y una vez ya maduras, la formación de sinapsis. La

disminución de su longitud, tendrá como consecuencia la disminución de esas funcio-
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nes. Distintas toxinas han sido descritas por ejercer una disminución en la longitud de

las neuritas en distintas neuronas (Lee y col., 2014; Griggs y col., 2014; Ferguson y

Audersirk,  1990;  Scheneider  y  col.,  2003)  y  en  neuroblastomas  (Zargan  y  col.,

2011b). Esto se puede transpolar a lo que ocurre con las Neuro-2a al estar en  con-

fluencia (> 80 % de concurrencia) donde comienzan a adquirir una forma redondea-

da, exigua prolongación de neuritas, desprendimiento al sustrato y su consecutiva

muerte. Lo que sugiere que la muerte celular en las Neuro-2a por la exposición de

F19 o p7 puede ser un evento inicializado por la disminución de sus neuritas. A me-

nudo las neuritas están empaquetadas en haces de microtúbulos, cuyo crecimiento

está estimulado por el NGF, así como las proteínas tau (relacionadas a la unión de

microtúbulos y estabilización del citoesqueleto neuronal) y proteínas MAP 1 y MAP2

(asociadas a la estabilización de los microtúbulos). El crecimiento de las neuritas es

inducido por la combinación de dos moléculas de N-CAM y el receptor del NGF lo

que estimula la actividad de la TK del receptor induciendo el incremento de la neurita

(Bear y col., 2006). Se podría pensar que F19 y p7 generan una anomalía en la dis-

posición de los microtúbulos u otras proteínas asociadas a la morfología de las neuri -

tas y su crecimiento o bien es una consecuencia de la inducción de muerte en estas

células. Además se demostró que F19 tiene mayor potencia que p7 al disminuir la

longitud de las neuritas, lo cual es ventajoso para p7 como droga anticancerígena ya

que actualmente muchas drogas utilizadas en quimioterapia tienen un efecto secun-

dario no deseado en pacientes con distintos tipos de cánceres. Con estos resultados

se infiere que un componente distinto a p7 induce la disminución de la longitud de las
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neuritas, por lo que sería interesante estudiar el efecto de todos los componentes de

F19 sobre estas neuronas de hipocampo. 

En conclusión, en este estudio se demostró que el veneno de T. discrepans con-

tiene otra toxina, distinta a las Neopladinas, con actividad apoptogénica sobre neuro-

blastomas. Esta toxina, p7, es el componente activo principal de F19, fracción aislada

del veneno por CLAR-FR. El p7 ejerce su acción apoptogénica en un tiempo óptimo

de 7 h y no tiene un efecto significativo en neuronas de hipocampo. Se presume que

dicha actividad, es mediada a través de la PML, lo cual induciría la liberación de dis-

tintas proteasas que de manera caspasa dependiente inducen la muerte celular del

neuroblastoma.
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CONCLUSIONES

1. La CLAR-FR es un método efectivo en la separación de los componentes en

este veneno.

2. El perfil cromatográfico del veneno de T. discrepans es similar a otros perfiles

del mismo veneno, demostrando su reproducibilidad.

3. La línea celular Neuro-2a cambia su morfología dependiendo del porcentaje

de concurrencia en el cual se encuentre.

4. El veneno de T. discrepans tiene tres componentes con actividad anticancerí-

gena sobre la línea celular Neuro-2a: F1, F19; F36.

5. p7, componente mayoritario de F19, es el único componente responsable de

la actividad apoptogénica sobre Neuro-2a.

6. La mayor actividad apoptogénica se evidenció a las 7 h de exposición a las

Neuro-2a con F19 y p7, tiempo el cual ocurre la activación de los lisosomas, lo

que sugiere que estos implicados en el mecanismo de acción apoptogénico el

cual es caspasa dependiente.

7. La F19 disminuye la formación de domos en Neuro-2a mientras que p7, por si

solo, no induce efecto sobre estos.

8. F19 tiene actividad apoptogénica sobre neuronas de hipocampo, mientras que

p7 no tiene actividad apoptogénica por sí solo, sin embargo ambos inducen la

disminución de la longitud de las neuritas pero F19 con mayor potencia.
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