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Apéndice de Reactivos y Soluciones

e Acetato de amonio 20 mM pH 4.7
s Acetato de amonio 20 mM pH 4.7 + 2M NaCl

Reactivos para la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

e Solucién de acrilamida (30% acrilamida + 0.8% bis-Acrilamida).

e Buffer separador (1.5 M Tris + 0.4% SDS).

= Buffer concentrador (0.5 M Tris + 0.4% SDS).

« Buffer de corrida (0.25 M Tris + 0.19 M glicina + 0.1% SDS).

e Buffer de carga 2X (10 % glicerol + 2.5% SDS + 50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 5% 2-
mercaptoetanol + 0.002 % Azul de bromofenol).

e Persulfato de amonio al 10%. Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 ml de agua
desionizada.

e Solucién de tincion (Azul brillante de Coomassie) (50% metanol + 10% acido acético + 0.2 %
azul de Coomassie G250).

e . Solucion de destincion (10% metanol + 10% Acido acético)

Reactivos para Westem-blot

e TBST (5 ml Tris-HCI 1M pH 7.5 + 15 mi NaCl 5M + 2501 Tween 20. Aforar a 500 rhl)

= Buffer de Transferencia (39 mM de glicina + 48 mM Tris-Base + 0.037% SDS+20% metanol.
Aforar con 500 ml)

e Solucién de bloqueo (5 gr de leche + 100 ml de TBST 1X + 1 ml de azida de sodio)

Reactivos para ELISA

e Carbonato de Sodio 0.1M pH 7.95

e Solucién de lavado (50 mM Tris/HC1 pH8 + 150 mM NaCl+40 mM MgSo, + 0.05% Tween20)

e Solucién de bloqueo (50 mM Tris/HCI pH B + 0.5% gelatina + 0.2% Tween 20)

. Solucién de reaccién (50 mM Tris/HCL pH 8 + 500mM NaCl + 0.1 mg-ml gelatina + 0.05%
Tween 20)

Inmunodifusiones

e Solucion de lavado PBS pH 7.4

e Solucién de tincion negro de amido 5%
e Solucion de destincion 70 m! de metano!l + 10 ml &c. Acético + 20 m! de agua




Reactivos para evaluar la actividad de fosfolipasas A

Buffer 0.1M Tris-HCI + 5 mM CaCl, + 0.5% de Tritén X-100

Reactivos para evaluar la actividad de hialuronidasa

Matriz del gel con hialuronato 0.5 mg/ml

Solucién de lavado (5% Tritén X-100 en 0.1 M de fosfato de sodio pH 5.8 + 0.15 M NaCl)
Solucion de lavado (0.05% Triton X-100 en 0.1 M de fosfato d sodio pH 5.8 + 0.15 M NacCf)
Solucién de lavado (0.1 M de fosfato d sodio pH 5.8 + 0.15 M NaCl)

Solucién de lavado (0.015 M Tris-HCIi pH 7.95)

Stain-all 0.1% en formamida pura. Guardar en oscuro

Solucién de tincién 5 ml stain-all + 5mi de formamida pura + 20 ml de isopropanol + 1.5 mi de
Tris-HCI pH 7.95. Aforar a 100 ml.

Solucién de destincion 5% de formamida + 20% de isopropanol + 0.015 Tris-HCI pH 7.95.




1. RESUMEN

De la gran variedad de especies de arafas en el mundo, s6lo unas pocas
son capaces de producir cuadros severos de envenenamiento en el hombre.
Entre ellas se encuentran los géneros Latrodectus (viudas negras), Loxosceles
(arafias violinistas) y Phoneutria (arafa de los platanares), siendo los dos
primeros los que tienen mayor incidencia en accidentes a nivel mundial.

En México, se distribuyen 39 especies del género Loxosceles. La
sintomatologia caracteristica por mordedura de Loxosceles es la dermonecrosis,
provocada por la actividad de la esfingomielinasa D (necrotoxina de 35 kDa), el
componente principal del veneno.

En este trabajo se compararon bioquimica e inmunolégicamente los
venenos de Loxosceles boneti y Loxosceles reclusa.

Ensayos bioquimicos e inmunologicos revelaron una gran similitud entre
ambos venenos. Estudios de ELISA y Western-blot revelaron reacciones
cruzadas significativas con los sueros producidos contra L. bonetiy L. reclusa.

En el veneno de L. boneti se encontraron tres isoformas de la
necrotoxina, donde las isoformas uno y dos tienen un efecto biologico similar
(necrosis), mientras que la tercera resultd inactiva. En el veneno de L. reclusa se
han reportado cuatro isoformas.

Por otro lado, se secuenciaron y analizaron las secuencias
aminoterminales de las isoformas de L. boneti y se encontré un alto grado de
identidad entre las primeras dos, mientras que la tercera resultdé ser divergente
con respecto a las primeras. Por los resultados obtenidos se plantea desarrollar
un antiveneno genérico para Loxosceles.




. INTRODUCCION
GENERALIDADES DE ARANAS
a) Taxonomia
Las arafias pertenecen al Phylum Arthropoda un gran grupo de animales
con patas articuladas y con exoesqueleto rigido. La Clase de la que forman parte
es la Arachnida la cual comprende organismos con cuatro pares de patas como:
arafas, acaros, opiliones, pseudoescorpiones y alacranes. Las arafias figuran
dentro del Orden Aranae que a su vez se divide en los siguientes tres
Subdrdenes:
i Araneomorphae o aranas verdaderas, el cualincluye a los géneros Latrodectus
y Loxosceles
i, Mygalomorphae o arafas primitivas, que comprende a las tarantulas
iii. ) Mgsothelae o argﬁas segmentadas.‘
La caracteristica mas importante que separa a las Araneomorphae de las
Mygalomgrphaé y Mesothelae, es la orientacion de los queliceros o colmillos. En
estos dos ultimos Subdrdenes los colmillos se encuentran localizados hacia el
frente de la cabeza y se mueven hacia delante y abajo, mientras que los
queliceros de las Araneomorphae se encuentran por debajo de la cabeza y se

abren lateralmente.



b) Anatomia

El cuerpo de la arana esta dividido en dos partes: la parte anterior
llamada cefalotérax o prosoma y la parte posterior que es el abdomen u
opistosoma. Estas dos se unen por una cintura estrecha llamada pediculo. El
cefalotérax contiene al cerebro, a las glandulas venenosas y al estémago; en
esta parte se unen los cuatro pares de patas que posee la arafa. En el abdomen
se encuentra el corazén, el tracto digestivo, los 6rganos reproductores, los

pulmones, las traqueas respiratorias y las glandulas de seda (Levi, 1993).

c) Apareamiento

E! apareamiento en las arafias es muy particular. Inicialmente el macho
sujeta los colmillos de !a hembra con las patas delanteras, evitando asi la’
mordedura de ésta. Una vez sujeta la hembra, el macho deposita el esperma
con sus pedipalpos en una pequefia cavidad en la parte ventral del prosoma de
la hembra. Para que se lleve a cabo la fecundacion, la hembra como primer
paso deposita los huevecillos en el (tero externo, para posteriorrnente expulsar
al esperma sobre éstos, de tal manera que todos los huevos queden fertilizados
(Pinkston, 1998).
Particularmente en esta etapa y durante el periodo de crianza, la hembra es mas
agresiva que el macho, debido a que ésta se encuentra mas susceptible a

cualquier estimulo (Ramos, 2000).



d) Desarrollo
El desarrollo de las arafias es relativamente lento y es influenciado por
las condiciones climaticas y la disponibilidad del alimento (Pinkston y Maguire,

1998).

La ontogenia de las arafias puede ser dividida en tres periodos o estadios:

a) Embrionario el cual comprende desde que el huevo es fertilizado hasta que el
cuerpo de la arafia esta parcialmente formado. Los huevos emergen de los
24 a los 36 dias después de la puesta.

b) Después de la eclosion de los huevos, las arafias carecen aun de ciertas
caracteristicas morfolégicas, como los canales por donde éstas arrojan el
veneno. En estos estadios la arafa se alimenta solamente de su propio
vitelo.

c¢) Juvenil y adulto. En este ultimo periodo todos los drganos y sistemas estan
completamente formados, ademas se caracteriza porque la arafia comienza
a ser autosuficiente. La diferencia basica entre una arafia juvenil y un aduito
es esencialmente la adquisicion de la madurez sexual.

Los estadios que comprenden desde la eclosion de los huevos hasta adulto, son

procésos separados por mudas (Foelix, 1996).

Las arafas mudan de exoesqueleto por lo menos de 4 a 12 veces antes de la

madurez. Cuando la muda comienza, se incrementa la presion interna facilitando




que el exoesqueleto se desprenda, iniciando por el borde frontal y continuando
alrededor del caparazén. En el proceso de la muda se reemplaza alguna
extremidad que previamente pudo haber perdido la araia (Levi, 1993).

La concentracién y actividad del veneno incrementa simultAneamente con el
desarrollo ontogenético. Aunque se pueden presentar variaciones entre especies
se ha observado que la forma completamente activa del veneno, aparece en la
ninfa que coincide con el desarrollo de habilidades para cazar y predar por si
sola (Goncalves et al., 1999). La manera en que cazara a su presa sera
clavando los queliceros e inyectando el veneno con el fin de paralizarla (Moye,
1997; Biagi, 1974). Inmediatamente después arrojard enzimas digestivas para
degradar el alimento antes de ingestarlo, ya que ninguna arafia es capaz de

degradar su alimento después de haberlo tragado (Preston-Mafham, 1996).

GENERO Loxosceles (Familia Sicariidae)
a) Caracteristicas corporales

Las arafias que pertenecen a este género son conocidas comunmente
como reclusas o violinistas por poseer una marca en forma de violin con el
mastit hacia atras en la parte antero superior del cefalotérax (Platnick, 2000). La
longitud corporal que presentan es de 8 a 13 mm, teniendo patas largas y

delgadas con un largo de 2 a 4 cm aproximadamente, y palpos pequefios. La



diferencia entre una hembra y un macho radica en que las patas del macho son
mas largas y el abdomen es mas estrecho (Alvarez del Toro, 1992).

El color de estas araiias es café amarillento, el cual puede variar de tono
dependiendo de la especie y el estadio en el que éstas se encuentren. Poseen
seis ojos en forma de diadas y microvellosidades a lo largo de todo el cuerpo,

llamadas tricobotrias (Alvarez del Toro, 1992).

spiders.ucr.edu

Figura 1. Foto que ilustra las caracteristicas morfoiogicas de Loxosceles reclusa




b) Distribucion y habitat

Las arafias que estan comprendidas en este género son cosmopolitas,
generalmente encontrandose en regiones con clima tropical y templado (Ramos,
2000). En nuestro pais se pueden encontrar alrededor de 39 especies (Figura 2)
(Hoffman, 1976; Gerstch, 1983).
Estas preferentemente habitan en la corteza de arboles, maderas y ladrillos,
debajo de piedras, surcos de instalaciones pecuarias y cuevas. Coexistiendo con
los humanos pueden encontrarse: debajo de muebles, en los rincones de las

paredes, en hendiduras y desperdicios abandonados, etc.

c) Toxinologia del veneno
‘Las aréﬁas usan su veneno para predar a insectos y alimentarse, aunque
también lo utilizan para defenderse cuando se sienten agredidas (Preston-
Mafham, 1996). Uno de las principales causas por las que se suscitan
accidentes de mordedura por Loxosceles, como se mencioné anteridrmente, es
la constante convivencia con el hombre. La incidencia de estos accidentes
ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial (De Root, et al. 2002).
E! envenenamiento causado por la mordedura de una arana violin se llama

LOXOSCELISMO. Se ha visto que se presentan diferencias en los efectos de la
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mordedura para el caso de las especies norte y centroamericanas con respecto
a las especies sudamericanas (Tabla 1) (Catalogo de especies Loxosceles,
Platnick, 2000). En el primer caso cominmente dan lugar a lesiones necréticas
locales, raramente llegando a causar efectos sistémicos no necrosantes. Para el
caso de las especies sudamericanas ademads de la necrosis local, pueden llegar
a producir efectos sistémicos no necrosantes (Ramos, 2000).
Tabla 1. Especijes de Loxosceles americanas que provocan mayor incidencias de
accidentes por mordedura

Especies Norteamericanas Especies Sudamericanas
Loxosceles boneti Loxosceles gaucho

(Centro _de México)

{Brasil)

Loxosceles deserta
(Sur de Estados Unidos y Norte de
Meéxico)

Loxosceles laeta
(Chile, Pera, Ecuadory Argentina
pricipalimente)

Loxosceles reclusa
(Sur de Estados Unidos)

Loxosceles intermedia
(Brasil y Argentina)

El grado de necrosis local se relaciona con el estadio en el que se encuentre la
. arafa, la dosis del veneno que.inyecte en la mordedura y el estado inmunitario
| del paciente (Moye de Alba. 1997; Maguire, 1998).

La necrosis es precedida por edema, acumulaciéon de células inflamatorias y
vasodilatacion, lo cual culmina con una vesicula negra llamada comunmente “ojo
de buey”. Ocasionalmente las especies americanas del género Loxosceles,
pueden ademas producir hembdlisis intravascular asociada a esferocitosis,
alteracion que persiste durante varios dias (Maguire, 1998; Rosse, 1998).

En casos muy graves de loxoscelismo se presenta afectacion visceral en el

higado y los rifiones, y hemolisis masiva. Generalmente los casos agudos letales




se limitan a nifios con padecimientos tales como: hemdlisis intravascular, anemia
hemolitica, hemoglobinuria, fiebre elevada, insuficiencia renal, edema pulmonar

y shock (Moye, 1997; Maguire, 1998; Harwood,1987).

ANTECEDENTES
a) Bioquimica del veneno

Hasta el momento pocos venenos de arafias se han estudiado con
detalle, no obstante se presume que el nimero de moléculas bioactivas de todas
las especies de araiias, pueden alcanzar hasta un millén.
El veneno de Loxosceles esta compuesto por 1o menos de diez a doce proteinas
(Russell, 1987), entre las que figuran: esterasas, fosfatasa alcalina,
hialuronidasa, fosfohidrolasas, lipasas, proteasas y otras enzimas que producen
necrosis y hemodlisis en los mamiferos (Tabla 2) (Moye, 1997; Blum, 1981).

Tabla 2. Componentes principales reportados en el veneno de algunas arafias Loxosceles.

SUSTANCIAS MDENTAFICADAS EN EL VENENO DE
DE ARANAS Loxosceles
1. Histamina 7. Hialuronidasas
2. Serotonina 8. Lipasas
3. Proteasas 9. Fosfatasa alcalina
4. Poliamina (espermina) 10. §5’-ribonuclestido
5. Acido gama aminobutirico 11. Fosfohidrolasa
6. Esterasas 12. Esfingomielinasa




Frecuentemente el veneno esta enriquecido con aminas biogénicas, que para el
caso de algunos vertebrados e invertebrados son potentes antagonistas de
receptores de glutamato (Williams, 1997). Estas no estan consideradas dentro
de las fracciones toxicas, aunque son capaces de producir dolor intenso al ser
inoculadas en mamiferos (Ramos, 2000).

La esfingomielinasa es el componente principal en el veneno de Loxosceles
teniendo una gran importancia en la causa de la necrosis en la piel. Esta enzima
se une a las membranas de células (epiteliales, endoteliales del tejido vascular y
eritrocitos) hidrolizando a fos esfingolipidos para posteriormente liberar ceramida
(N-acil-esfingosina) y fosforiicolina (Figura 3) (Gatt, 1978). La hidrolisis induce ia
quimiotaxis de neutréfilos ocasionando trombosis vascular y una reaccion de tipo

Arthus (Moye de Alba, 1897; Maguire, 1998; Sanchéz, 1993).

Figura 3. Fémuila de la esfingomielinay productos generados a partir de la hidrdlisis
por esfingomielinasa. La flecha azul indica el sitio de hidrdlisis (Stryer, 1985).

Los posibles mecanismos de produccion de lesiones necréticas locales se

ilustran en la figura 4 (Tambourgi, 1998).
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Veneno de Loxoscelss

{F35)
Liberacién de Induccién de la Liberacién de
IL-8, GM-CSF, exprosién de ceramidas
TNF-a, [L-18 E-selectinas
Adhesion y migracién de
Leucocitos y plaquetas Formacion de
trombos
Aumento Predaminio de PMN Transtornos en
¥ sostenimiento pvr!vascuhru microcirculacisn
de la inflamacidn (*)
Necrosis celular \
Vasculltls
Degeneracion do
paredes vasculares

¥ hemorragias
2
’,

»
Zonas hemorrdgicas (°)

NS

— = « =y NECROSIS TISULAR

Otros (27) ’ ’ -

Figura 4. Posibles mecanismos de produccion de necrosis locales. Los fenémenos
marcados con (*) son aquellos que producirian la lesion tipica del loxoscelismo
cutaneo: la placa mormérea o livedoide.

Se ha encontrado actividad de esfingomielinasa en los contenidos estomacales
de Baduma insignis y Lampona cylindrata. Esto abre la posibilidad de que
Loxosceles y estas arafnas australianas puedan tener un mecanismo similar para

producir dermonecrosis, puesto que el contenido estomacal puede contaminar a
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las mordeduras (Young, 2000). Sin embargo, en el caso de las Loxosceles las
esfingomielinasas son componentes verdaderos del veneno.

Las hialuronidasas, otras enzimas involucradas en el envenenamiento, son
comunes en los venenos de casi todas las arafas (Tan y Ponnundurai, 1992).
Han sido detectadas en un niGmero considerable de especies (Geren, 1984)
incluyendo a Loxosceles sp., aunque en éstas se ha reportado una baja
actividad enzimatica (Wright et al., 1973).

Las hialuronidasas son enzimas que catalizan la ruptura de enlaces glicosidicos
internos de ciertos mucopolisacaridos del tejido conectivo, acido hialurénico y
coindritin sulfatos A y C, componentes esenciales de la matriz extracelular. Las
hialuronidasas estan consideradas como factores de dispersién del veneno,
debido a que la hidrélisis de acido hialurénico facilita la difusién del resto de los
componentes toxicos dentro de los tejidos de la victima (Cevallos et al., 1992).
Se han identificado hialuronidasas y proteasas en los venenos de dos arafas
australianas: Baduma insignis y Lampona cylindrata. Estas enzimas por analogia
de las estudiadas en Loxosceles, pueden estar involucradas en la patogénesis
de la ulceracién de la piel; las hialuronidasas actian como factor dispersante y
las proteasas se piensa que estan implicadas directamente en la dermonecrosis
a través de la digestion de las proteinas que componen la matriz extracelular

(Young, 2000).
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Recientes estudios han identificado dos proteasas, Loxolisina A y Loxolisina B
presentes en L. intermedia. Loxolisina A es una metaloproteasa de 20-28 kDa
con actividad fibrigenolitica (degrada fibrinégeno) y fibronectinolitica (degrada
fibronectina). Esta proteina esta involucrada en los efectos hemorragicos
observados localmente en el sitio de la mordedura y en algunos casos en las
hemorragias a nivel sistémico, mientras que Loxolisina B es una proteasa de 32-
35 kDa con actividad gelatinolitica, y aunque su funcidén es aun desconocida,
posiblemente participa en la degradacién de colagena dentro de la matriz
extracelular, sugiriendo que puede formar parte de los componentes
dermonecroéticos presentes en el veneno de Loxosceles (Feitosa et al., 1998). .
Las acciones proteoliticas de la Loxolisina A son bloqueadas por 1,10-
fenantrolina y EDTA. (Feitosa et al., 1998).

Estas dos proteasas presentes en el veneno de L. intermedia y en analogia con
el veneno de las especies estudiadas en este trabajo, quiza puedan contribuir de
manera similar en los efectos producidos por la mordedura de la araia (Feitosa
et al., 1998).

En L. interrmedia se encontraron tres isoformas (P1, P2 y P3) de la fraccion
necrotoéxica, las cuales fueron altamente parecidas a nivel bioquimico e
inmunoldgico (Tambourgi, 1998). P1 y P2 solamente estan constituidas por una

proteina, mientras que P3 la constituyen dos.
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En cuanto al efecto necrotoxico de estas isoformas resultd que la P1 y la P2
fueron activas, siendo ésta ultima la que tiene mayor efecto. Por otro lado la P3
fue completamente inactiva.

El analisis de las secuencias aminoacidicas de las isoformas revel6é una alta
identidad entre éstas. También se compararon con las secuencias de otras
especies de Loxosceles anteriormente reportadas, obteniendo un alto grado de

similitud (Tambourgi, 1998).

b) Variacion intraespecifica en el veneno de L. intermedia

Existe variacion en los efectos de la mordedura de una hembra con
respecto a la de un macho (De Oliveira et al., 1999). El tamario y el peso mayor
de las hembras ha llevado a la conclusion de que éstas tienen una cantidad
mayor de veneno con respecto a los machos y por tanto producen un
loxoscelismo mas grave (De Oliveira et al., 1999).
Esta conclusién se contrapone a la de Smith y Micks (1968) quiénes
argumentaron que entre L. reclusa, L. laeta y L. rufescens no se presentan
diferencias sexuales en términos de cantidad de veneno o efectos in vivo en

relacion a los sexos.



c¢) Comparacion entre los venenos de algunas Loxosceles

En 1968 Smith y Micks demostraron que la inyeccion en conejos del veneno de

L. reclusa, de L. laeta o de L. rufescens, producia reacciones necrética similares.

En recientes estudios se compararon las secuencias amino terminal de la

esfingomielinasa del veneno de L. reciusa, L. deserta, L. gaucho, L. intermedia y

L. laeta determinandose homologia entre ellas (Figura 5) (Barbaro et al., 1996B).

L.
L.
L.

L.

reclusa
deserta
gaucho

. Intermedia

laeta

A-NKRPVWIM
A-NKRPVWIM
ADNKRPIWVM
AGNKRPIWIM
ADNRRPIWNL

GHMVNAVYQI
GHMVNAIYQI
GGMVNSLAQI
GAMVNAIKDI
GHMVNALKQI

DEFVNLGANS IDTDVS———-
DEFVNLGANS IETDVS—-——-
KEFVGLGLDNSEKDNKWYKQ
XDFVNLGANN I-—-XK-——
PTFLXDGANA ————=———=—

Figura 5. Alineacion de las secuencias aminoacidicas del veneno de diferentes
especies del género Loxosceles, partiendo det amino terminal (Tambourgi, D.V. 1998)
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lll. JUSTIFICACION

& Hasta la fecha no se han realizado estudios bioquimicos ni toxinolégicos de
ninguna de las 39 especies del género Loxosceles que se encuentran
distribuidas en México (Hoffman, 1976 ; Gerstch, 1983), por tanto, el realizar
estudios de Loxosceles boneti arrojara la posible relacién de la actividad
toxica del veneno con otras especies del mismo género. Por otro lado se
realizara la comparacioén entre ei veneno de Loxosceles boneti y Loxosceles
reclusa. Esta Gltima es una especie norteamericana que ya ha sido
estudiada.
Finalmente, los resultados obtenidos en esta tesis contribuirdn a generar el
conocimiento necesario para la produccién de un antiveneno que neutralize

el efecto del veneno del mayor nimero de especies de Loxosceles.

iVa. OBJETIVO GENERAL.
6 Comparar el veneno de Loxosceles boneti y Loxesceles reclusa a.nivel

bioquimico, inmunologico y toxinolégico.

IV b. OBJETIVOS PARTICULARES
& La comparacion intraespecifica del veneno de Loxosceles boneti.
4 Labusqueda de isoformas de la necrotoxina de Loxosceles boneti.

& Lacomparacion de secuencias aminoacidicas de las isoformas encontradas.




& La caracterizacién de la actividad dermonecrética, en conejos, de las
isoformas.

6 La obtencién de anticuerpos policlonales en conejo contra los venenos de
ambas especies de Loxosceles y la observacién de reacciones cruzadas, in

vitro entre ambas.

V. MATERIAL Y METODOLOGIA
V.1. ARANAS

Las ararias fuefon colectadas por gente capacitada para el
reconocimiento del género Loxosceles, en las Comunidades de La Capilla 'y
Corral de Toros, Municipio de Iguala, que se encuentran. en la parte centro del
Estado de Guerrero. Por la distribucién determinada por Hoffman, 1976 y

Gerstch, 1983, se propuso que eran Loxosceles boneti. Para confirmar esto se

mandaron 10 hembras y 10 machos al Museo de Historia Natural de New York . .

con el Dr. Norman Platnick, quién las identificO6 como tales. Las Loxosceles
reclusa fueron colectadas en Stillwater, Oklahoma por los Dres. G. Odell y A.

Alagon, y el Bidlogo Cipriano Balderas.

V.2. OBTENCION DEL VENENO
Las glandulas de las aranas fueron extraldas mecanicamente, jalando los
queliceros para desprenderlas. Estas se colocaron en buffer acetato de amonio

20 mM pH 4.7 y se maceraron con un homogenizador de teflon (50 aparatos
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venenosos por ml). Luego se centrifugaron dos minutos a 14,000 rpm con el fin
de quitar residuos solidos y restos celulares no deseados. Se almacenaron a
—70 °C hasta su uso. También se obtuvieron cantidades limitadas de veneno
puro (diferente al extracto de glandulas descrito). Para ello se aprovechd el
hecho de que algunas arafias expulsan, como resuitado de la manipulacion,

pequeiias cantidades de veneno, las cuales fueron colectadas con tubos

microcapilares.

V.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS
a) Cromatografia de exclusion molecular en gel

Con el fin de obtener distintas fracciones de la muestra de extracto de
glandulas de L. boneti se utilizé éste método,. el cual separa las pioteinas en
funcion de su tamafio. La columna que se utilizé mide 170 cm de largo por 1.4
cm de diametro. Las moléculas que poseen la actividad dermonecrética pesan
35 kDa aproximadamente, por lo que la resina seleccionada para empacar la
columna fue Sephadex G-75 (SIGMA CHEMICAL CO.) debido a que su limite de
exclusion es de 70 kDa. El buffer que de corrida fue acetato de amonio 20 mM,
pH 4.7.
Segin Scorpes, 1994, menciona que la velocidad de flujo de la columna debe
ser entre 15-25 mi h™' cm™. Tomando en cuenta que la columna utilizada tiene 2
cm de diametro, entonces la velocidad de flujo ideal estara entre 30 y 50 ml h?

cm™, La velocidad de flujo en el experimento fue de 48 ml h'' cm™2,



A 1a columna se aplicaron 72.56 mg de veneno (3.5 ml), medidos por
absorbancia a 280 nm. Se colectaron muestras cada seis minutos de un
volumen de 4.5 mi aproximadamente, las que se leyeron en el espectrofottmetro

(Beckman DU650i) bajo dos longitudes de onda: 260 nm y 280 nm.

b) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

El SDS-PAGE es un método para separar proteinas. La separacion
depende de su tamafio y de la carga eléctrica negativa, dada por el SDS,
cuando se colocan en un campo eléctrico (Laemmli, 1970). El principio de la
separacion radica en que el SDS se une a las proteinas en relacion directa a su
peso molecular, de tal manera que la migraciéon relativa hacia el anodo, al estar
uniformemente cargadas, es inversamente proporcional a su masa.

La separacion de las proteinas de los venenos se realizaron .en geles de
poliacrilamida al 12.5%, en condiciones reductoras, a corriente constante.

El equipo utilizado para este método fue el Mini Protean lil (BiO-RAD). Para
cada muestra sometida a electroforesis se utilizaron distintas concentraciones,
excepto en la comparacién intraespecifica del veneno Loxosceles boneti donde
se utilizo el criterio de normalizacion de proteinas llamado el método del acido
binciconinico (BCA, Pierce), colocandose para todas las muestras el mismo
volumen y concentracion (30 pg).

Para las condiciones redﬁctoras se utilizé 2-betamercaptoetanol a-una

concentracion final de 2.5 %.
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Los marcadores de peso molecular preteriidos (Biol.abs, Inc.) se usaron como

estandares de peso molecular.

La formulacién de los geles se hizo de la siguiente manera (la preparacion de

cada uno de los componentes se menciona en el apéndice anexo).

GEL SEPARADOR AL 12.5 %

#*  Sofucion Amortiguadora de
abajo (ml) 1.5

# Solucion de acriflamida (mf)
2.5

#* Agua desionizada (ml)
2.0

#* TEMED (ul) s

#*  Persulfato de amonio al 10%

WD 20

*

LI

GEL ESPACIADOR-
CONCENTRADOR 4 %
Solucion amortiguadora
de Arriba (ml) 0.630
Solucion de acrilamida (mf) 0.33
Agua desionizada (ml) 1.54
TEMED (ul) 2.5
Persulfato de amonio al 10 %

W0 125

Todas las muestras se desnaturalizaron en agua hirviendo durante cinco

minutos, incluyendo al marcador de peso molecular. Estas se corrieron a una

corriente constante de15 mA, hasta que el colorante penetrd en el gel separador;

posteriormente se incrementé a 20-25 mA. Una vez terminada la corrida del gel

se procedid a llevar a cabo la tincion con azul Brillante de Coomassie durante

una hora y se destifiié con una solucién de acido acético 10% y metanol 25%

durante toda la noche con agitacién constante.
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c) Cromatografia de intercambio iénico { FPLC)

La cromatografia de intercambio i6énico o de alta resolucion se realiza
sobre una matriz de material insoluble que posee grupos cargados y iones
moviles de carga contraria. Estos ultimos pueden ser intercambiados
reversiblemente por otros iones de la misma carga, sin propiciar algun cambio
en la matriz insoluble. La columna que se utilizé fue del tipo Mono S HR 5/5
(Pharmacia LKB Biotech) que es un intercambiador catiénico fuerte, basado en
resinas hidrofilicas. Esta columna mide 5 cm de largo por 0.5 cm de diametro. El
tamario de las particulas de la columna Mono S HR 5/5 es de 10 um. Los grupos
cargados de la resina son metil sulfonatos (—CH: -SO3 ) La capacidad i6nica del
gel es de 0.14-0.18 mmol/columna. La capacidad de pegado de proteinas esta
en el rango de 20-50 mg/ml. E! flujo utilizado para las corridas fue de Tml/min.
Los buffers utilizados fueron los siguientes.

Fase movil: Buffer A-Acetato de amonio 20 mM pH 4.7.

Buffer de elucion:Buffer B-Acetato de amonio 20 mM pH 4.7 + 2 M cloruro de
sodio, filtrado.

Ambos buffers (filtrados con membrana de 0.22 micras) se corrieron para

calibrar la columna, de la siguiente manera (segun especificaciones del

distribuidor):
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1. La columna se lavo con 5 volumenes (5 mi) del buffer A

2. Se cambid al buffer B y se lavé con 10 volumenes (10 ml).

3. Por ultimo ésta se equilibré con el buffer A, hasta que la linea base se

mantuvo estable.

Una vez que la columna estaba equilibrada se procedié a inyectar la muestra.
Esta previamente fue centrifugada durante dos minutos a 14,000 rpm, con el fin
de clarificar (quitar residuos y/o precipitados).
La muestra analizada fue la fraccion |l de extracto de glandulas de Loxosceles
boneti, obtenida de la cromatografia en gel hecha anteriormente. La
concentracion total fue de 798 pg en 3.5 ml de acetato de amonio 20 mM pH 4.7.

La cromatografia de intercambio i6nico se llevo a cabo con el siguiente

programa: 0.0 Ualve.Pos 1.1
0.0 Conc%B 0.0
0.0 mi/min 1.0

15 UValve. Pos 1.2
25 Conc%B 0.0
7.6 Ualve. Pos 1.1
375 Conc%B 250
385 Conc%B 100
435 Conc%B 100
445 Conc%B 0
600 Conc%B 0

La sensibilidad fue de 0.2 AU, |la velocidad de flujo fue de 1mi/min y el gradiente

fue de 0 a 2 M cloruro de sodio.
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d) Secuenciacion por el método de Edman
Los productos obtenidos por cromatografia de intercambio catidnico se
secaron por centrifugacién en SAVANT. Luego se secuenciaron en un equipo

automatizado Beckman LF3000, utilizando la quimica de Edman (Walsh et al.
1981).
V.4. PRUEBAS DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
a) Ensayo para determinar actividad de fosfolipasa tipo A, y A

El método que se utilizé fue rodamina-yema de huevo incluidos en el gel
de agarosa siguiendo el protocolo de Habermann, 1972, con algunas
modificaciones.

A continuacién se muestran los protocolos que se utilizaron para preparar la

placa de rodamina.

SEPARACION DE LR YEMA DE
HUEVO PARA LAS PLACAS DE

PREPARACION DE LA PLACA
RODAMINA-YEMA DE HUEVO

RODAMINA #  Fundir 0.1 g de agarosa en 10 m{
® Oftener una yema de fiuevo fo mds de buffer Tris-HCl 0.2 MapH
limpia posible 7.95

®  Se pesa y se diluye en 0.1 M Tris-
HCL pH 7.95 con 5 mM cloruro de
calcio y 0.5 % de Tritén X-100, para
dar una porcentaje final del 20 %

® Se fiomogeniza con ayuda de un

#* A esto se le agrega 1 ml de cloruro
de calcio 10 mM
*  Se preparan 50 ml de rodaniina 6G
al 0.19%. Se pasa a través de un
filtro de 0.22 pm

agx‘tud'or magnético durante 10
minutos y se centrifuga a baja
velocidad (1500 rpm durante cinco
minutos)

#  Fialmente s¢c toma ef sobrenadante

#*  Se adicionan 100 ul de Triton X-
100 para finalmente,
»  Adicionarle 2 m{ de “yema de

huevo”
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Una vez que se llevd a cabo la mezcla indicada, se adicion6 en una caja Petriy
se esperd a que gelificara para proceder a formar pozos en los que se aplicaron

las muestras. Como control positivo se utilizé veneno de Heloderma horridum
horridum ya que éste es rico en fosfolipasas de tipo Az (Alagén, 1982). Para el
caso de éste se hicieron cuatro diluciones seriadas (1:2), partiendo de 50 ug.
Como control negativo se usé acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Las muestras
de veneno puro tanto para Loxosceles boneti como para Loxosceles reclusa

fueron estandarizadas a 10 ug por BCA, Pierce (Figura 5).

o O O O

Ven H.h.h Ven H.h.h Ven H.h.h Ven H.h.h
50 pg 25 ng 12.5 ng 6.25 ng

O O

1OpgdeVpL.r 10pgVpdel. b

O Buffer control (-)

Figura 6. Esquema del ensayo de fosfolipasas. Enti€ndase como Ven H.h.h veneno de
Heloderma horridum horridum; Vp L.r., Veneno puro de L. reclusa; Vp L.b., Veneno puro
de L. boneti; Buffer control (-), como acetato de amonio 20 mM pH 4.7.

25



b) Actividad de hialuronidasa

La actividad de hialuronidasa fue detectada por el método de Cevallos et
al. (1992). El método consiste en la separacién electroforética del veneno en un
gel de poliacrilamida que tiene incluido hialuronato (0.5 mg/ml). Las muestras
examinadas para L. reclusa fueron: cuatro diluciones seriadas desde 0.5 hasta
10 ug; 1 y 5 ng de extracto de glandulas. Para el caso de L. boneti solo se utilizé
extracto de glandulas en las siguientes concentraciones: 1 y 5 ug. Finalmente se
usaron 10 ng de hemolinfa de la especie L. boneti como control negativo. Todas
las muestras fueron mezcladas con buffer de muestra sin reductores y sin
calentar.
Una vez que se llevd a cabo la electroforesis, el gel se sometidé a varios lavados

con el fin de reactivar nuevamente a la enzima:

1. Dos veces en 50 ml de buffer 0.1 M fosfato de sodio a un pH de 5.8 con 0.15 M de
cloruro de sodio en presencia de 5 9% de Triton X-100. El tiempo por cada lavado fue
de una hora.

¢

2. El siguiente lavado se (levé a cabo una sila vez en so ml de buffer 0.1 M
fosfato de sodio a un pH de 5.8 con 0.15 M de cloruro de sodio en presencia de
0.05 % de Tritén X-100. El tiempo estimado de lavado fue de una fiora.

2. Finalmente se lavs en 50 ml de buffer 0.1 ’Mfosfato de sodio a un pH de 5.8 con
0.15 ‘M de cloruro de sodio, durante diez minutos.
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Después del ditimo lavado se dejé en una camara humeda cerrada durante dos

horas. Posterior a la incubacién el gel se tiid de la siguiente manera:

Se favd dos veces en s0 mf de buffer 0.015 M Tris-HCI, pH 7.05,
durante 15 minutos ¢

Una vez concluidos fos lavados se procedis a teiir el gel con una
sofucion de Stain -all (a preparacion de esta solucion se
encuentra en e(a_pe'nzﬁ‘ce anexo de soluciones), durante toda la

noche sin exposicion a (a (uz

v

Después ef, gel se destifnid con fa solucion correspondiente (mostrada en
el apéndice anexo de sofuctoncs) hasta que las bandas claras fueron
vistas

.

V.5. ENSAYOS INMUNOLOGICOS
a) Inmunizacion

Dentro de la metodologia inmunoldgica, se inmunizaron a cuatro conejos:

a) dos con extracto de glandulas de Loxosceles boneti y b) dos de Loxosceles

reclusa.
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a) Grupo de conejos correspondientes a L. boneti.

Se llevaron a cabo 13 inmunizaciones. En las diez primeras se administré

extracto de glandulas de L. boneti, en las inoculaciones restantes se administré

la fraccién |1, obtenida de la cromatografia de exclusidn molecular en gel.

En la Tabla 3 se ilustra el esquema de inmunizacién para el grupo de conejos

correspondientes a .. boneti.

Tabla 3. Esquema de inmunizacidn administrado al grupo de conejos correspondientes a L.boneti.
No. DE FECHA No. DE CANTIDAD DE PBS | ADYUVANTE
INMUNIZACION CONEJOS VENENO (ug) (ml) (mi-tipo)
1 17-1-2001 DOS 20 pg del ex. de glandula 1 1.1-completo
2 24-1-2001 DOS 20 ug del ex. de glandula 1 1.1-Incompleto
3 01-11-2001 DOsS 30 pg del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
4 07-11-2001 DOS 50 pg del ex. de glandul 1 1.1-incompleto
5 14-11-2001 DOs 100 pg del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
8 21-11-2001 DOS 100 pg del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
7 02-11-2001 DOS 150 g del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
8 08-11-2001 DOS 250 g del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
g 20-111-2001 DOS 250 pg del ex. de glandula 1 1.1-incompleto
10 05-1V-2001 Dos 60 ug de 1a Fll del veneno de 1 1.1-incompleto
L. boneti que equivalen a 300
Kg delex. de glandula
1 20-IV-2001 DOSs 80 ug de la Fil dei veneno de 1 1.1-Incompleto
L. boneti que equivalen a 400
©g del ex. de glandula
12 08-V-2001 DOS 100 pg de 1a Fll dei veneno de 1 1.1-incompleto
L. boneli que equivalen a 500
__pg defex. de glandula
13 24-V-2001 DOS 100 ng de 1a Fii del veneno de 1

L. bonetique a 500 ug de! ex.
de glandula

1.1-incompleto
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b) Grupo de conejos correspondientes a L. reclusa
Se llevaron a cabo 13 inmunizaciones con veneno puro de L. reclusa. En el

esquema de inmunizacion (Tabla 4) se muestran las cantidades administradas.

Tabla 4. Esquema de inmunizacién administrado al grupo de conejos corresg‘)ndlentes al.bonet.
No. DE FECHA No. DE CANTIDAD DE PBS ADYUVANTE

o.
INOCULACION CONEJOS VENENO (ug) (ml) {mi-tipo)
1 17-1-2001 DOS 20 ug de veneno puro 1 1.1-completo
2 24-1-2001 DOS 20 pg de veneno puro 1 1.1-incompleto
3 01-11-2001 DOS 30 pg de veneno puro 1 1.1-incompleto
4 07-11-2001 DOS 50 pug de veneno puro 1 1.1-incompleto
5 14-11-2001 DOS 100 ug de veneno puro 1 1.1-incompleto
8 21-11-2001 DOS 100 ug de veneno puro 1 1.1-incompleto
7 02-111-2001 DOS 150 ug de veneno puro 1 1.1-incompleto
8 08-11-2001 DOS 250 pg de veneno puro 1 1.1-incompleto
(muerte de
un conejo)
] 20-111-2001 UNO 250 pg de veneno puro 1 1.1-incompleto
10 05-1v-2001 UNO 60 pug de necrotoxina que 1 1.1-incompleto

corresponden a 88.2 yg de veneno
puro de L. reclusa

1 20-1v-2001 UNO 80 ug de necrotoxina que 1 1.1-incompleto
corresponden a 117.6 jg de
veneno puro de L. reclusa
12 08-v-2001 UNO 100 pg de necrotoxina que 1 1.1-incompieto
corresponden a 147 ug de veneno
puro de L. reclusa
13 24-v-2001 UNO 100 pg de necrotoxina que 1 1.1-incomplete
corresponden a 147 pg de veneno

puro de L. reclusa

Para inocular la misma cantidad de necrotoxina tanto de L. boneti como de L.
reclusa se llevaron a cabo calculos correspondientes para obtener las
equivalencias de esfingomielinasas presentes en el veneno.

En la primera inoculacién se inyecté con adyuvante compieto de Freunds
(Rockiand) para desarrollar la respuesta inmunologica del conejo; las siguientes

fueron con adyuvante incompleto. Los volumenes de inoculaciones fueron:
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cantidad de veneno (ng) en 1 ml de PBS. La relacion de PBS con el adyuvante

es 1:1.

b) Medicién de titulos por ELISA de los suero y determinacién de
reacciones cruzadas in vitro

La titulacion de los anticuerpos a partir de sueros se llevé a cabo por
Inmunoensayos enzimaticos (ELISA de sus siglas inglés Enzyme Linked
Immuno Assay). Este ensayo también fue utilizado para observar posibles
reacciones cruzadas.
La técnica se basa en la interaccién antigeno-anticuerpo. La interaccion es
detectada por un conjugado compuesto de un anticuerpo unido covalentemente
a una enzima que permite generar una sefal colorida (Roitt, 2001). Los titulos
fueron definidos como la dilucién del suero hiperinmune en ia cual se encuentra
la mitad de la absorbancia maxima.
La prueba de ELISA segun Gonzalez, 1997 consistio en:

1. Sensibilizar placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™ Brand products)
con una solucién de antigeno a una concentracién de 5 pg/mi,
reconstituida en 100 mM carbonato/bicarbonato pH 9.5.

Por cada pozo se colocaron 100 pl hasta la columna 11, ya que el carril

12 fungié como control negativo. La placa se incub6 toda la noche a 4 °C.




Una vez concluida la incubacién, se lavé tres veces con 200 pl de
soluciéon de lavado. Se tuvo que repetir este proceso cada vez que se
pasaba al siguiente paso a lo largo de toda la técnica.

Posteriormente se bloquearon las uniones inespecificas con 200 pl de
solucién de bloqueo, durante 2 horas a 37 °C.

Repeticion del paso 2.

Se hicieron diluciones seriadas de los sueros con una dilucién inicial de
1:30 en buffer de reaccién para ELISA (sefialada en el apéndice
correspondiente). En cada pozo se adicionaron 100 pl de la solucion de
reaccion para ELISA y se mezclaron 50 pi/pozo de la dilucidén del veneno
en la columna 1, para proceder a las diluciones seriadas hasta la
columna 10 dejando 1a 11 y 12 como controles. Se incubd por una hora a
temperatura ambiente.

Se repite el paso 2.

Después se incubé el segundo anticuerpo anticonejo conjugado a la
enzima peroxidasa diluido 1:1000 en solucion de reaccién para ELISA,
poniéndo 100 plVpozo. El tiempo de incubacion fue de 1 hora a
temperatura ambiente.

La reaccion se revel6 con 100 ul/pozo de sustrato ABTS (Boehringer),
incubandose por 5 minutos a temperatura ambiente. Después de cinco

minutos la reaccion se detuvo con 25 ul de acido fluorhidrico (Aldrich) y se
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procedié a leer la placa en un lector de ELISA (modelo BIO-RAD 550) a
405 nm.
NOTA: Todas las soluciones utilizadas para este ensayo se encuentra en el

apéndice de reactivos.

Para determinar los titulos de las lecturas obtenidas, las curvas sigmoideas
fueron generadas con el programa GraphPad Prism (Version 2; GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA). El punto de inflexidn se calculd ajustando los
datos experimentales para cada veneno y cada antiveneno por regresion no-

lineal de las curvas sigmoides .

c) Pruebas de Western-blot.

Esta es una técnica que se utiliza para identificar en una mezcla a proteinas
o fragmentos de éstas, que reaccionan con un determinado anticuerpo.
Los Western-Blot se hicieron seguin el protocolo de Mathews y Holde (1998).
Se prepararon geles de poliacrilamida al 12.5% que se corrieron de manera
acostumbrada para separar los componentes proteicos de los venenos de L.
boneti y L. reclusa. La cantidad de veneno utilizada para cada ensayo fue de
30 ng por carril. Una vez terminada la corrida de los geles se realizd la
transferencia durante una hora a corriente constante (400 mA) a una membrana
de nitrocelulosa (soporte solido). Para ésto se utilizé una camara de
transferencia bajo condicion semihumeda (OWL). Una vez terminada la

transferencia la membrana se bloqueo durante toda la noche con agitacién
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constante a temperatura ambiente en una solucién al 5 % de leche
descremada/TBST, para impedir el pegado inespecifico de los anticuerpos.
Pasado este tiempo se procedid a lavar las membranas tres veces con TBST 1X
(diez minutos cada lavado). Posteriocrmente se incubé con el primer anticuerpo
en 0.1% de leche descremada en polvo (Carnation o Svelty/TBST) con agitacion
constante a temperatura ambiente por una hora (se diluyé de acuerdo al titulo
del anticuerpo). Las diluciones utilizadas en este ensayo fueron tres como se

refiere la Tabla 5.

‘Tabla 5. Diluciones utilizadas para las pruebas de Western-blots

Fuents Sueros de conejos contra Ditucién utilizada del primer
Veneno puro de Loxosceles anticuerpo
reclusa o

Extracto de glandulas o Fii de
Loxosceles boneti

Conejo/C42 Veneno puro de L. reclusa 1:1000, 1:2500 y 1:5000
Conejo/C44 Extra. de gldnd de L. boneti 1:1000, 1:2500 y 1:5000
Conejo/CA5 Extra. de gland de L. boneti 1:1000, 1:2500 y 1:5000

Concluida la incubacién se continu6 con tres lavados de diez minutos con TBST
1X cada uno. Se procedié a incubar ‘'una hora a temperatura ambiente y con
agitacion constante con el segundo anticuerpo en 0.1% de leche
descremada/TBST. Se utilizé un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa
alcalina (ZYMED).

Pasada la hora de incubacién, se lavo tres veces por diez minutos con TBST, se
eliminé el TBST del ultimo lavado y se agreg6 el buffer de reaccion NTB-BCIP el

cual se dejo reaccionar durante cinco minutos.
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d) Inmunodifusiones

La técnica consiste en observar una reaccion de precipitacion de uno o
varios antigenos con un anticuerpo determinado en un soporte de agarosa
(Roitt, 2001).
En la técnica de inmunodifusiones doble se virtio agarosa sobre la superficie de
una lamina de acetato dejandose solidificar. A continuacion se hicieron pocillos
sobre la lamina guardando la misma distancia entre cada uno. A determinado
pozo se le afiadié un anticuerpo (Ab) y a los demas pozos un antigeno (Ag). Se
incubaron toda la noche a temperatura ambiente y pasando este tiempo se
procedié a remover el exceso de proteinas secando y lavando la placa tres
veces de la manera siguiente (la solucion de lavado viene indicada en el
apéndice de soluciones): sobre la placa de inmunodifusién se colocaron en el
siguiente orden: papel filtro, toalla, un vidrio y algo pesado que haga presion
sobre la placa; se dejoé secandose durante 10 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo, la placa se sumergié en solucién de lavado durante diez minutos. La
operacion se repitié tres veces. Después, se dej6 la placa de inmunodifusién a
temperatura ambiente hasta que la agarosa adquiria una apariencia translucida
y se tifiié con negro de amido.
Los muestras a examinar fueron las siguientes:
Sueros: 42 vs L. reclusa 10 ng

44 vs L. boneti 10 pg
45vs L. boneti 10 ug

34




Isoenzimas: i= 10 ug

= 10 ng
= 10 pg
Venenos: puro L. reclusa (VL.r) : =10 pg
extracto de glandulas L. reclusa (E L r) =10 ng
extracto de glandulas L. boneti (E. L.b.) =10 pg
hemolinfa L. boneti (Hemo) =10 pg

Los volumenes aplicados para cada muestra fueron 10 pl.

V.6. PRUEBAS TOXINOLOGICAS
a) Dermatonecrosis en conejos

La actividad dermonecrética fue evaluada en conejos y fue determinada
como la describié Furlanetto et al. (1962a, b).
Se utilizaron distintas concentraciones del veneno que se diluyeron en 0.2 ml de
buffer PBS pH 7.4 o en 0.2 ml de acetato de ‘amonio 20 mM pH 4.7. Estas se
inyectaron intradérmicamente en el lomo de dos conejos (Figura 7).
También se hicieron estas mismas pruebas con las isoformas que se obtuvieron
por FPLC. Para cada isoforma encontrada se aplicaron distintas concentraciones
(Figura 8).

El peso del conejo 1 fue de 3.2 kgy el del conejo 2 fue de 3.5 kg.
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Figura 7. Dosis administradas para la prueba de dermonecrosis. El conejo pesé 3.2 kg
aproximadamente. En el primer cuadrante se administré PBS (control negativo), en el
segundo cuadrante Veneno puro de L. reclusa: 5, 10 y 20 ng en acetato de amonio 20
mM pH 4.7, en el tercer cuadrante Veneno puro de L. boneti: 5, 10 y 20 ug en acetato
de amonio 20 mM pH 4.7. Para el caso del cuarto cuadrante se administré6 Veneno puro
de Loxosceles boneti: 5, 10 y 20 ng en PBS pH 7.4. Finalmente en el quinto cuadrante
se inyectd acetato de amonio 20 mM pH 4.7 (control negativo). En todos los casos el
volumen administrado fue de 200 pul.
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Figura 8. Dosis administradas para la prueba de dermonecrosis. El conejo pes6 3.5 kg.
En el primer cuadrante se administré la isoforma | de L. boneti: 0.1, 0.5y 1 ug; en el
segundo cuadrante se administré la isoforma Il de L. boneti: 0.1, 0.5 y 1 ug en el tercer
cuadrante correspondié a la Isoforma lll de L. boneti: 0.1, 0.5y 1 ng. En el cuarto
cuadrante se administré PBS pH 7.4 como control negativo. Por ultimo se administraron
10 ug de cada isoforma en un cuadrante correspondiente. El buffer para cada muestra
fue PBS pH 7.4 y el volumen de 200 ul.

El seguimiento se hizo durante tres semanas.
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VLRESULTADOS
VI.1. Caracterizacién bioquimica del veneno de L. boneti
a) Cromatografia de exclusién molecular en gel

El extracto de 500 glandulas de L. boneti equivalente a 72.56 mg
(medidos por absorbancia a 280 nm) fueron liofilizados y reconstituidos en
acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Al reconstituir la muestra se observé un
precipitado, por lo que ésta se centrifugé a 14,000 rpm por dos minutos. El pellet
obtenido al igual que el sobrenadante fueron analizados por SDS-PAGE en
condiciones reductoras (Figura 10). El sobrenadante fue separado mediante
cromatografia de exclusién molecular en gel. Cada muestra colectada contenia
un volumen de 4.5 ml aproximadamente y éstas se leyeron a una absorbancia
de 260 nm y 280 nm. Debido al patrén obtenido se decidié separar las muestras
en cuatro fracciones principales las cuales se indican en el cromatograma de la
Figura 9.
Para cada una de las fracciones obtenidas de la filtracion de exclusién molecular
en gel se hizo un pool. Estas se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12.5%
bajo condiciones reductoras (Figura 10), con el objetivo de determinar que

componentes constitulan a cada fraccion.
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Figura 9. Cromatograma de la filtracién de exclusion molecular en gel (Sephadex G-75)
del extracto de glandulas de L. bonefi. Los nimeros romanos comesponden a las
distintas fracciones obtenidas. La linea roja comesponde a la absorbanciaa 260nmyla
azul a 280 nm.
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Figura 10. Andlisis mediante SDS-PAGE de las tracciones obtenidas por cromatografia en gel.
1) MPM. 2) Fraccién | (2.24 pg). 3) Fraccion 1) (3.84 pg). 4) Fraccion il (1.44 ug). 5)
Fracciéon IV (8 ug). 6) Sobrenadante de extracto después de liofilizar (28 pg). 7 y 8)
Pellet de extracto después de liofilizar (10 y 15 pl respectivamente). 9) Extracto de
gldndulas antes de fiofilizar (8.1 ng).
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Se observo que la fraccién 1l contenia a la proteina de aproximadamente 35 kDa

que pudiera corresponder a la necrotoxina de L. boneti.

b) Caracterizacion de la Fraccién |l por Cromatografia de Intercambio
iénico o FPLC
Basandonos en lo reportado anteriormente, donde se proponen cuatro
isoformas de la necrotdxina para el caso de L. reclusa (Ownby,1990) al igual que
tres isoformas para el caso de Loxosceles intermedia (Tambourgi, 1998), se
decidid buscar las posibles isoformas de la necrotdxina del veneno de L. boneti.
Para ésto, 1a fraccién |l del extracto de glandulas de L. boneti obtenida de la
filtracién de exclusion molecular en gel se cromatografié por intercambio
catiér;ico; se disolvieron 798 ug en 3.5 ml de acetato de amonio 20 mM pH 4.7 y
éstos se inyectaron a una columna Mono S (5 cm x 0.5 cm). Se obtuvieron tres
" picos mayoritarios, como se puede observar en la Figura 11, que
correspondieron a las isoformas. También se presentan dos picos minoritarios
de baja resolucion (indicados con flechas).

Se ley6 la absorbancia de cada pico a 280 nm .
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Figura 11. Resultado de la Cromatografia de Intercambio catiGnico de la Fil de L.
boneti. Cada pico representa una isoforma. Las flechas sefalan otras posibles
isoformas que se encuentran en menor cantidad dentro de la fraccion Il. La columna fue
de tipo Mono S. La columna midid6 5 cm de largo por 0.5 cm de diametro. La velocidad
de flujo fue de 1ml/min. La sensibilidad fue 0.2 AU. E! buffer utilizado fue acetato de
amonio 20 mM pH 4.7, utilizando un gradiente de 0-2 M NaCl. La velocidad de

graficacion fue de 15cm/hr.

Una vez que se obtuvieron los picos purificados, se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 12.5% en condiciones reductoras y no reductoras.

En condidiones reductoras la distancia migrada de mayor a menor fue Ili, li y |

sin embargo en ausencia de 2-betamercaptoetanol la distancia migrada de

mayor a menor fue ll, 1 y lll (Figura 12).
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CARRILES kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 12, Analisis electroforético de las distintas isoformas encontradas en la Fil de L.

boneti. 1) MPM. 2) Isoenzimal. 4)Isoenzimall. 6) Isoenzima lil. 8) Isoenzima l.

9) Isoenzima Il. 10) Isoenzima lIl. Del carril 2 al 6 la electroforesis se lievo a cabo bajo

condiciones reductoras y del carrifi 8 al 10 la electroforesis se llevo a cabo en

condiciones no reductoras.

c) Comparacién de las isoformas a nivel de secuencia amino terminal.

La secuenciacion fue realizada por el Dr. Fernando Zamudio en el

laboratorio del Dr. Lourival Posanni en el Instituto de Biotecnologia, UNAM.
Cuando se obtuvieron los primeros 33 aminoacidos del extremo amino terminal

de las isoformas | y Il se procedid a hacer la alineacién, incluyéndose las

secuencias ya reportadas de otras Loxosceles norteamericanas. De la isoforma

111 sélo se pudo secuenciar hasta el aminoacido 23, y ésta también se incluy en

el alineamiento.
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En la Figura 13 se reporta el alineamiento de las tres isoformas llamadas: boneti

1 boneti 2 y boneti 3 respectivamente.

L bonef3 1 23

deserta 1 30
L recisa 1 30
L bonef? 1 0
L bonefZ2 1 30
L bonef3 23
L deserta 31 35
L meausa 31 35
L banef1 31 a5
L bonef2 31 33

Figura 13. Alineacion de las secuencias amino terminales de algunas Loxoscefes
norteamericas, incluyendo una nueva secuencia no reportada: Loxosceles boneti.
Dentro de este alineamiento, se incluyen las tres isoformas encontradas. Los colores
representan las caracteristicas de cada aminoacido: rosa-no polar, amarillo-polar sin
carga, gris-basico y verde-acido.

En ésta alineacion se puede observar que las secuencias amino terminales
estan muy conservadas (88.6 %).

Los cambios entre las secuencias de L. boneti | y It son dos: en la posiciéon 10
una glicina por una alanina y en la posicién 16 una isoleucina por una valina.

La isoforma Il es la mas divergente. Esta presenta 13 cambios en los primeros
23 aminoéacidos, con respecto a la isoforma 1.

Se generd una matriz de distancia para confrontar el porcentaje de similitud e
identidad entre las Loxosceles norteamericanas (Figura 14).

El porcentaje mas alto de identidad que se encontré fue entre Loxosceles
deserta y la isoforma | de Loxosceles boneti (94.3%). L. deserta se distribuye 2l

Suroeste de Estados Unidos (Platnick, 2000).
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onetiil recluss bonetill
L. 100.0 100.0 94.3
% de L. ati ———— 100.0 94.3
identidad T. lusa 91.4 91.4 —-——— 94.3
L. sti I 88.9 94.6 91.7 ————

Figura 14. Matriz de distancia de las Loxosceles norteamericanas

o) Medicién de actividad de hialuronidasa

Para determinar la actividad enzimatica de hialuronidasa se probaron
cuatro muestras, en varias cantidades, integradas por: extracto de glindulas de
L. boneti, hemolinfa de L. boneti, extracto de glandulas de L. reciusa y veneno
puro de L. reclusa (Figura 15-panel A).
Como control positivo se utilizé veneno de tarédntula Brachypelma vagans
porque se sabe que es rica en esta actividad (Savel-Niemann, 1989). La
actividad de la enzima de ésta araiia se ha detectado desde 0.06 ug, hasta 2 ug
(Cevalios, et al.,, 1992). Se administraron 0.14 ug de veneno de B. vagans en
diluciones seriadas 1:2. La banda de digestibn se observo a los 47.5 kDa
aproximadamente, lo cual coresponde al peso molecular de las hialuronidasas
(Figura 15-panel B).

£ control positivo no se incluye en el panel A_
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Figura 15. La actividad de hialuronidadas fue detectada mediante SDS-PAGE,
utilizando como sustrato la matriz del gel. A: 1)MPM  2) Veneno puro de L. reclusa 10

- 4g. 3) Veneno puro de L. reclusa 5 ug. 4) Veneno puro de L. reclusa 1 ug. 5) Veneno
puro de L. reclusa 0.5 pg. 6) Extracto de glandulas de L. reclusa 5 ng. 7) Extracto
de glandulas de L. reclusa 1 ng. 8) Extracto de glandulas de L. boneti 5 ug. 9) Extracto
de glandulas de L. boneti 1 pg. 10) Hemolinfa 10 png. B: 1)MPM 2) 0.017 pg de veneno
puro de B. vagans 3) 0.035 ug de veneno puro de B. vagans 4) 0.07 ug de veneno puro
de B. vagans 5) 0.14 yg de veneno puro de B. vagans

El ensayo no mostré la banda de digestion esperada para la actividad de

hialuronidasa.
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e) Medicion de la actividad de fosfolipasa tipo A

Se sabe que la necrotoxina del veneno de Loxosceles es una fosfolipasa
de tipo D (Ownby, 1990). Para evaluar si estaban presentes otro tipo de
fosfolipasas, como la A; y Az, en el veneno de Loxosceles, se recurri6 al
ensayo de rodamina-yema de huevo el cual detecta la actividad de fosfolipasas
de tipo A (Habermann, 1972). Con las cantidades utilizadas de veneno puro de

ambas especies no se observod actividad de fosfolipasa tipo A.

V1.2. Comparacion intraespecifica del veneno de Loxosceles boneti

El objetivo de éste experimento fue determinar si variaba, a nive!
cualitativo, el veneno de L. boneti entre hembra y macho. Como se puede
observar en el gel (Figura 16) no se observé ninguna diferencia, al menos

cualitativamente, en el patron protéico entre hembras y machos de esta especie.
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Figura 16. Comparacién intraespecifica de! extracto de glandulas de Loxosceles
boneti. 1. MPM. 2. Extracto de glandulas de hembra de L. boneti. 3. Extracto de
glandulas de macho de L. boneti. 4. Extracto de glandulas hembra/macho de L. boneti.
Por cada muestra analizada se cargo un total de 30 ug.

VL3. Produccion de anticuerpos en conejos contra Loxosceles bonetiy
Loxosceles reclusa

La medicion de anticuerpos en los sueros de los conejos fue determinada
mediante el método de ELISA (Clement, 2000). Los resultados se muestran en
Figura 17. Como se puede observar, para el caso del conejo 45 el titulo maximo

se obtuvo a la tercer sangria para posteriormente disminuir.
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Figura 17. Respuesta inmune contra fraccion Il de L. boneti. Los conejos 44 y 45 fueron
inmunizados con la fraccion 1l det veneno de L. boneti, haciéndose en total cinco

sangrias.
El conejo 42 fue inmunizado con veneno puro de Loxosceles reclusa. Los

resuitados se presentan en la Figura 18.
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Figura 18. Respuesta inmune contra veneno puro de L. reclusa. El conejo 42 fue
inmunizado con la fraccion Il del veneno de L. reciusa, haciéndose en total de cuatro

sangrias.
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Los datos obtenidos indican que para todos los conejos los titulos mas altos se

obtuvieron en la tercera sangria.

V1.4. Determinacion de reacciones cruzadas

Para determinar reacciones cruzadas se hicieron tanto pruebas de ELISA
como de Western-blot. En el primer caso se detectan epitopos conformacionales,
mientras que el segundo caso detecta epitopos lineales, asi como el componente
especificamente involucrado. Por otro lado, para confirmar lo encontrado a nivel
de secuencia aminoterminal de las isoformas, se hicieron inmunodifusiones. Estas
permitieron observar la interacciéon de uno o varios antigenos con los anticuerpos
generados en conejos; al mismo tiempo estos ensayos determinaron la relacion
entre diversos antigenos (isoformas) con los anticuerpos, es decir, se pudo

evaluar la identidad que se presento entre los antigenos.

a) Pruebas de ELISA

Las pruebas de ELISA mostraron reacciones cruzadas de los sueros de
conejos inmunizados contra L. boneti y L. reclusa. Los sueros de conejos
inmunizados con el veneno puro de L. reclusa reconocieron al veneno de L. boneti

y visceversa (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Respuesta inmune contra veneno puro de L. redusa Los conejos 44 y 45
fueron inmunizados contra ia fraccién 1l del y de L. haciéndose en total
cuatro sangrias.
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Figura 20. Respuesta inmune contra la fraccién Il del veneno de L. bonet. Eleonqo42
fue inmunizado contra veneno puro de L. reciusa, haciéndose en total cuatro sangrias.
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b) Pruebas de Western-blot
Con el objetivo de observar si los sueros de ambos grupos de conejos

reconocian a la necrotoxina (peso molecular: 35.5 kDa) especificamente, se

realizaron ensayos de Western-blot. Al mismo tiempo estos ensayos identificarian . .

las posibles reacciones cruzadas de los sueros que se observaron en las
pruebas de ELISA.

Como se muestra en la Figura 21 panel A, los anticuerpos de conejos
inmunizados con veneno puro de L. reclusa reconocen esencialmente a la
necrotoxina. También se determind que estos anticuerpos reconocian a la

necrotoxina del veneno de L. boneti (Figura 21 panel B).
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Figura 21. Venenos fraccionados por SDS-PAGE, revelados por Western-blot con -
anticuerpos dirigidos contra el veneno de L. rec/lusa. A: veneno puro de L. reclusa; B:
extracto de glandulas de L. boneti. El total de proteina cargada en cada muestra fue de
30 pg. La dilucion del primer anticuerpo fue 1:5000

Para el caso de los sueros obtenidos de conejos inmunizados con el extracto de
glandulas de L. boneti se observé, también, que estos reconocian esenciaimente
a la necrotoxina de L. boneti y daban reacciéon cruzada con la necrotoxina de L.

reclusa (Figura 22 Panel B y Panel A, respectivamente).
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Figura 22. Venenos fraccionados por SDS-PAGE, revelados por Western-blot con
anticuerpos dirigidos contra L. boneti. A: Veneno puro de L. reclusa; B: extracto de
glandulas de L. boneti. El total de cargado para cada muestra fue de 30 ng. La diluciéon
del primer anticuerpo fue 1:5000.

Una vez que se habian determinado reacciones cruzadas entre las Loxosceles
norteamericanas, se decidi® probar sueros producidos con Loxosceles
sudamericanas (L. /aeta) para observar si éstos también presentaban reacciones
cruzadas.

En ésta ocasion se utilizé suero de caballo contra Loxosceles laeta
(proporcionado por Adolfo de Roodt del Instituto Nacional de Producciéon de
Biolégicos A.N.L.1.S. "Dr. Carlos G. Malbran”, Ministerio de Salud y Accion

Social, Buenos Aires, Argentina). Para este caso la dilucion del primer
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anticuerpo fue: 1:200. Como se muestra en la Figura 23 el suero fue capaz de

reconocer a la necrotoxina tanto de L. reclusa como de L. boneti (Panel Ay B

respectivamente).
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Figura 23. Venenos fraccionados por SDS-PAGE, revelados por Western-blot con
anticuerpos dirigidos contra extracto de glandulas de L. /aeta. A: Veneno puro de L.
reclusa; B: extracto de glandulas de L. boneti. El total de cargado para cada muestra fue
de 30 ug. La diluciéon del primer anticuerpo fue 1:200.

Estos experimentos muestran las reacciones cruzadas que presentan los sueros
con los venenos de L. boneti y de L. reclusa y al tiempo que sugieren que el

veneno de L. /aeta también tiene similitud con los anteriores.
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c) Inmunodifusiones

Se ilevaron a cabo inmunodifusiones (Figura 24) confrontando
varios antigenos, entre ellos las tres isoformas purificadas del
veneno de L. boneti, con los anticuerpos de conejo producidos en el
laboratorio. Se pudo observar identidad total o parcial o de varios
antigenos, segun el caso.

Los datos obtenidos de estas inmunodifusiones se resumen en la

Tabla 6.
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Figura 24. Inmunodifusiones en las cuales se observan identidades totales y/o parciales del
antigeno con el anticuerpo. Entiéndase como: 1) Isoforma | de L. boneti. 2) Isoforma Il de L.
boneti. 3) Isoforma Il de L. boneti. ELb) Extracto de glandulas de L. boneti. ELr) Extracto de
glanduias de L. reclusa. Hemo Lb) Hemolinfa de L. boneti. VLr) Veneno puro de L. reclusa.
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Tabla 6. Resumen de las inmunodifusiones, destacando el tipo de reconocimiento por
parte del anticuerpo con su antigeno correspondiente

Anticuerpo Antigeno identidad
42 vs L. reclusa Isoforma | Total
42 vs L. reclusa isoforma 11 Total
42 vs L. reclusa Isoforma Il Parcial
44 vs L. bonelti Isoforma | Total
44 vs L. boneli Isoforma ! Total
44 vs L. boneti Isoforma lil Parcial
45 vs L. boneti Isoforma | Total
45 vs L. boneti Isoforma }i Total
45 vs L. boneti Isoforma lll Parcial

Se llevaron a cabo unas segundas inmunodifusiones encontrando varios tipos de

identidades. Esto se resume en la Tabla 7.

Tabla 7. Resumen de las segundas inmunodifusiones, destacando el tipo de
reconocimiento por parte del anticuerpo con su anti

eno correspondiente

Anticuerpo

Antigeno identidad
C42 vs L. reclusa Veneno puro L. reclusa Total
C44 vs L. boneti Veneno puro L. reclusa Parcial
CA45 vs L. boneti Veneno puro L. reclusa Parcial

__C42 vs L. reclusa

Ext. gland L. reclusa

Varios antigenos

C44 vs L. boneti

Ext. gldnd L. reclusa

Varios antigenos

CA45 vs L. boneti

Ext. gland L. reclusa

Total

CA42 vs L. reclusa

Ext. gland L. boneti

Varios antigenos

C44 vs L. boneti

Ext. gland L. boneti

Varios antigenos

CA45 vs L. boneti

Ext. gland L. boneti

Varios antigenos

42 vs L. reclusa

Hemolinfa L. boneti

44 vs L. boneti

Hemolinfa L. boneti

45 vs L. boneti

Hemolinfa L. boneti
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V1.5. Toxinologia del veneno de Loxosceles boneti y Loxosceles reclusa.
a) Dermatonecrosis en conejos

En ésta prueba se evalué la capacidad de inducir necrosis cutanea. Los
inductores de la necrosis fueron: veneno puro de L. boneti, veneno puro de L.
reclusa y finalmente las isoformas de la fraccion necrotéxica de L. boneti.
Los venenos de ambas especies, provocaron dreas necrdticas a 5, 10 y 20 ug.
Las areas necrdticas se incrementaron de acuerdo a la cantidad del veneno
inyectado subcutdneamente (Figura 24). Las zonas inyectadas con el vehiculo
no presentaron Necrosis.
Las isoforma I, I y Il no provocaron areas necrdticas a 0.1, 0.5 y 1 ug, mientras
que en inoculaciones con 10 pg las isoformas § y 1l produjeron necrosis, no asi la

1. Una situacidn similar ocurre con L. intermedia (Yambourgi, 1998).

Figura 24, Foto que ilustra la necrosis en la piet de conejo. Las dosis amdinistradas fueron de
izquierda a derecha: 5, 10 y 20 pg de veneno puro de L. boneti. El buffer en el que se encontraba
el veneno era: acetato de amonio 20 mm pH 4.7. La foto fue tomada 48 horas post-inoculaciin,
E) conejo tenia un peso de 3.5 kg.
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VIl. DISCUSION

El envenenamiento por arafias del género Loxosceles causa lesiones
dermonecroticas. Igualmente puede desencadenar problemas sistémicos, que
en algunos casos, pueden llevar a la muerte. Estudios anteriormente realizados,
han demostrado que el causante principal de la dermonecrosis es una proteina
de 35 kDa (esfingomielinasa D) la cual ha sido estudiada en especies no
mexicanas (Ownby, 1990. Tambourgi, 1998).

VIL.1. Caracterizaciéon bioquimica del veneno de Loxosceles boneti.

En este trabajo se separaron los distintos componentes del extracto de
glandulas de Loxosceles boneti, por cromatografia de exclusién molecular en
gel, demostrando que uno de los componentes mayoritarios en el veneno es la
proteina de 35 kDa. Existen otros componentes en el extracto de glandulas
como: hemocianina, péptidos, ATP, acidos nucléicos, etc., que pudieron
purificarse por este método y que posteriormente se analizaron por SDS-PAGE.
Al parecer éstos no participan en la actividad dermonecrética, ésto se sustenta
por el hecho de que en los ensayos de dermonecrosis se pudo ver que la
proteina purificada producia lesiones necréticas.

La fracciéon Il (necrotoxina) obtenida de la cromatografia de exclusién
molecular en gel fue resuelta en tres picos principales contiguos por
cromatografia de intercambio catiénico a los cuales se les llamo: isoforma | (1),
isoforma I (12) e isoforma 1l (13), lo cual concuerda con lo ya reportado para otras

especies.(Tambourgi, 1998). En el perfil cromatografico se observaron dos picos
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en menor proporcion y se cree que pudieran corresponder a otras isoformas
minoritarias, aunque aun no se analizan.

La kL4, Iz y la I3 se analizaron por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras
y no reductoras. Si bien su movilidad relativa cambi6é en uno y otro caso, los
resultados mostraron fracciones homogéneas distinguibles entre si. La
secuencia aminoterminal de las tres isoformas mostré que son productos
génicos distintos. La 141 y la Iz difieren entre si en dos aminoacidos de los
primeros 33, mientras que en la |3 posee trece variaciones de aminoacidos.
Dentro de estas variaciones caben resaltar tres: en la posicion 8 cambia una
isoleucina por un aspartato, en la 15 cambia una alanina por un aspartato y en la
17 cambia una alanina por glutamato. Estos tres cambios son importantes
debido a que pasan de hidrofébicos a aminoacidos cargados negativamente o
acidos, lo que puede ocasionar una alteracidon en las propiedades fisicoquimicas
de la proteina. Ademas las secuencias amino terminales de las isoformas Iy e I»
tienen una alta identidad con fas seécuencias de las araiias norteamericanas
previamente reportadas de L. deserta y L. reclusa (88.6%) (Tambourgi, 1998).

En cuanto a las pruebas enzimaticas, no se detectdé actividad de
hialuronidasa por el método utilizado. Reportes anteriores mostraron actividad
de hialuronidasa en la especie Loxosceles rufescens, \a cual fue muy baja
(Young, 2000). En este reporte utilizaron el mismo método de deteccion, la unica
variacién radicé en el buffer donde resuspendian el veneno, el cual fue PBS pH

7.4. En contraste, en éste trabajo se utilizé buffer acetato de amonio 20mM pH
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4.7. Esto es importante porque al utilizar ésta solucién quiza se pierda la
actividad enzimatica, debido al pH acido, y ya no se recupere. Por otro lado,
durante el almacenamiento del veneno, éste llega a precipitar, por lo que si
posee una poca cantidad de hialuronidasa, quiza ésta se pierda con el
precipitado.
La sensibilidad del ensayo de deteccion de actividad de hialuronidasa va desde
0.06 ug-2 pug (Cevallos, 1992). El control positivo para éste ensayo fue de 0.017
pg-0.14 pg, por lo que al evaluar en varias diluciones el veneno de L. reclusa (10
Hg-0.5 pg) deberia estar dentro de los valores del control positivo. Entonces, se
puede decir que, al menos por este método, no se detectd actividad de la
enzima. Los datos obtenidos en éste trabajo son consistentes con lo reportado,
dénde argumentan que en el veneno de Loxosceles existe muy poca actividad
de hialuronidasas o mejor dicho, la actividad.es nula (Wright, 1973).

La actividad de fosfolipasas tipo A,y Az también fue negativa; este tipo
de actividad participa en la citotoxicidad de otros venenos (Rosso, 1996).
Como control positivo se utilizé veneno de Heloderma horridum horridum que se
sabe que es rico en esta enzima (4.5%) (Alagon, 1982). Las diluciones utilizadas
fueron desde 50 pg-6.25 g, por lo que nuestras muestras evaluadas deberian
caer en el rango del control positivo. Entonces, al menos por éste método, no se
detecté actividad de fosfolipasas tipo A. Al igual que para el caso de las

hialuronidasas, si se encuentran éste tipo de fosfolipasas en muy poca cantidad,
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en el procesamiento de almacenamiento cabe Ia posibilidad que la actividad o la
enzima se pierda por precipitacion.
Parece ser que en el género Loxosceles la actividad dominante es la

esfingomielinasa D (Ownby, 1990).

Vil.2. Comparacion intraespecifica del veneno de Loxosceles boneti

Uno de los objetivos iniciales de éste trabajo contemplaba hacer la comparacion
intraespecifica del veneno de la especie L. boneti a nivel cualitativo, y de
acuerdo con los resultados presentados por SDS—-PAGE se puede decir que al
menos a nivel del perfil protéico no existen diferencias importantes en los
componentes del veneno entre hembra y macho de esta especie. Esto no
concuerda con lo reportado por De Oliveira et al/, 1999 para la especie L.
intermedia. Quiza esto suceda porque la hembra en ésta especie es de mayor
tamano y ademas en el perfil proteico de SDS-PAGE, entre hembras y machos,

existen diferencias cualitativas (proteinas de bajo peso molecular).

VIiL.3. Produccion de anticuerpos en conejos contra L. boneti y L. reclusa y
determinacién de reacciones cruzadas

a) Inoculaciones, pruebas de ELISA y Western-blots
- Mediante la medicion de titulos por ELISA se pudo evaluar la presencia de
anticuerpos contra componentes de los venenos. Estos fueron igualmente

inmunogénicos para ambos casos, ya que los titulos de los anticuerpos
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producidos en el laboratorio presentaron valores similares. En general los titulos
mas altos de anticuerpos que se obtuvieron fue en la tercera sangria y lo que se
observa es que en sangrias posteriores se presenta una caida. Esto se pudo dar
porque se genero6 el fenomeno de tolerancia, es decir, un estado en que no se
producen respuestas frente a un antigeno especifico; ésta es inducida por la
exposicion previa de dicho antigeno (Roitt, 2001).

Por otro lado en ELISA se pudieron observar reacciones cruzada de los sueros.
con las toxinas de ambas especies Loxosceles.

Para determinar si los sueros producidos en conejo reconocian especificamente
a la necrotoxina (35.5 kDa) se utilizaron pruebas de Western-blots resultando
que los anticuerpos de los conejos dirigidos contra el veneno puro de L. reclusa
reconocen a la necrotoxina de ésta especie. Lo mismo se presenté para el caso
de L. boneti.

Por otra parte en ésta misma prueba se evaluaron las reacciones cruzadas
observadas por ELISA, resultando que la reaccién cruzada de los sueros con los
venenos de L. boneti, L. reclusay L. laeta esencialmente era dada por la
proteina dermonecroética: la esfingomielinas D.

Estos experimentos confirman las reacciones cruzadas que presentan los sueros
con los venenos de las especies evaluadas y al tiempo sugieren que el veneno
de L. laeta también tiene similitud con los anteriores, ya que el antisuero anti
Loxosceles laeta mostré también capacidad de reconocimiento heterélogo, lo

cual es muy importante para la realizacién de un antiveneno que neutralice el
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mayor nimero de venenos de las diferentes especies del género Loxosceles. Lo
anterior concuerda con lo ya reportado para especies de Loxosceles
sudamericanas (Barbaro, 1994).

En los ensayos de Western-blots se detectaron otras bandas, una de 40 kDa
aproximadamente y otra por debajo de 65 kDa. Cabe mencionar que se pudo
haber presentado algun tipo de contaminacion debido al macerado de glandulas
(proteinas de glandula que no aparecen en el veneno) y tal vez por eso se esté
presentando esta sefial. Esto se sustenta porque al hacer el analisis por SDS-

PAGE del veneno puro en ambas especies, no aparecen éstas bandas.

b) Inmunodifusiones

Se llevaron a cabo ensayos de inmunodifusion estos ensayos determinaron
la relacion entre diversos antigenos (isoformas) con los anticuerpos, es decir, se
pudo evaluar la identidad que se presenté entre los antigenos. Al mismo tiempo
estos ensayos confirmarian 1o encontrado en las secuencias aminoterminal de las
isoformas de L. boneti.
Se encontro que tanto para la 14 como para la |2 hay una identidad total con los
anticuerpos dirigidos contra el veneno de L. reclusay L. boneti, pero con la I3
s6lo hay una identidad parcial para ambos casos. Esta ultima isoformma comparte
epitopos de la |1 y de la | y también posee otro epitopoque el anticuerpo es capaz
de diferenciar. Esto es importante ya que se sabe que la isoforma tres no es capaz

de inducir dermonecrosis, por 10 que podria ser el inmundégeno por excelencia, .



siempre y cuando los anticuerpos que produzca, sean capaces de neutralizar el
efecto necrozante.

Se llevaron a cabo unas segundas inmunodifusiones en donde el experimento
no fue exitoso con la hemolinfa. La hemolinfa precipité y se clarificé por
centrifugacion. El precipitado corresponde al peso molecular de la hemocianina
(datos no mostrados). Cuando se ilevaron a cabo las inmunodifusiones se le
habian hecho varias clarificaciones a la muestra de hemolinfa, por 1o que se cree
que se perdié gran porcentaje de ésta. Otra cosa que pudo haber sucedido es
que como en estos ensayos no se utiliza un campo eléctrico, la hemolinfa pudo
haber precipitado en el pozo, y por tanto no difundié en la placa de agarosa, por

lo que no se pudo observar ningun tipo de interaccién antigeno anticuerpo.

Vil.4. Dermatonecrosis en conejos

El dltimo experimento realizado en este trabajo fue la actividad
dermonecroética realizada en conejos, en la cual se aplicaron distintas
concentraciones de veneno puro de L. boneti, al igual que veneno puro L.
reclusa. La actividad de ambos fue muy parecida; este resultado es muy
significativo ya que el veneno de L. reclusa es dermonecrético por excelencia
(Geren, 1976).
El ensayo mostré un area necrética ascendente de acuerdo a los g inocutados

en el conejo (5, 10 y 20 yg). La cantidad de veneno que inyecta una Loxosceles,

esta entre 15-20 pg.
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También se realizd éste ensayo utilizando las tres isoformas de la necrotoxina,
donde se observé que la 11 y la |2 tienen actividad dermonecrética, mientras que
la 13 no ocasiona lesiones en la piel. Esto concuerda con lo ya reportado para

Loxosceles intermedia (Tambourgi, 1998).

VIL.CONCLUSION

Se puede concluir que la proteina encargada de la dermonecrosis en el
veneno del género Loxosceles es la esfingomielinasa D (35 kDa) ya que en
ausencia de actividades enzimaticas de fosfolipasas tipo Ai1 y A2y de
hialuronidasa, es capaz de causar lesiones en la piel. Esto es sustentado por la
evaluacion necrética de las isoformas encontradas en la fracciéon |l de L. boneti,
en donde al menos dos de ellas son capaces de desencadenar efectos
necréticos en la piel. A nivel de secuencia aminoacidica las isoformas comparten

un alto grado de identidad siendo la |3 la mas divergente.

IX. PERSPECTIVAS
a) Probar la capacidad neutralizante de necrosis de los antisueros en

conejos, asi como a neutralizacion de la letalidad en ratones.

b) Montar un ensayo de actividad enzimatica para esfingomielinasa D.
c) Clonar los genes de las distintas isoformas de esfingomielinasas D.
d) Expresar las necrotoxinas recombinantes y probar su capacidad para

inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes.
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