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Apéndice de Reactivos y Soluciones 

Acetato de amonio 20 mM pH 4.7 
Acetato de amonio 20 mM pH 4.7 + 2M NaCI 

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

Solución de acriiamida (30% acrilamida + 0.8% bis-Acrilamida). 

Buffer separador (1.5 M Tris+ 0.4% SOS). 

Buffer concentrador (0.5 M Tris + 0.4% SOS). 

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

Buffer de carga 2X (10 % glicerol + 2.5% SOS + 50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 5% 2-

mercaptoetanoi + 0.002 o/o Azul de bromofenol). 

Persulfato de amonio al 10%. Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mi de agua 

desionizada. 

Solución de tinción (Azul brillante de Coomassie) (50% metanol + 10% ácido acético+ 0.2 % 

azul de Coomassie G250). 

Solución de destinción (10% metanol + 10% Ácido acético) 

Reactivos para Westem-blot 

TBST (5 mi Tris-HCI 1M pH 7.5 + 15 mi NaCI 5M + 250µ1 Tween 20. Aforar a 500 mi) 

Buffer de Transferencia (39 mM de glicina + 48 mM Tris-Base + 0.037% SDS+20o/o metano!. 

Aforar con 500 mi) 

Solución de bloqueo (5 gr de leche+ 100 mi de TBST 1X + 1 mi de azida de sodio) 

Reactivos para ELISA 

Carbonato de Sodio 0.1M pH 7.95 

Solución de lavado (50 mM Tris/HCI pHB + 150 mM NaCl+40 mM Mgso. + 0.05% Tween20) 

Solución de bloqueo (50 mM Tris/HCI pH 8 + 0.5% gelatina+ 0.2% Tween 20) 

Solución de reacción (50 mM TrislHCL pH 8 + 500mM NaCI + 0.1 mg-ml gelatina + 0.05% 

Tween20) 

lnmunodifusiones 
Solución de lavado PBS pH 7.4 
Solución de tinción negro de amido 5% 
Solución de destinclón 70 mi de metanol + 10 mi ác. Acético+ 20 mi de agua 



Reactivos para evaluar la actividad de fosfo/ipasas A 

Buffer 0.1M Tris-HCI + 5 mM CaCl2 + 0.5% de Tritón X-100 

Reactivos para evaluar la actividad de hialuronidasa 

Matriz del gel con hialuronato 0.5 mg/ml 

Solución de lavado (5% Tritón X-100 en 0.1 M de fosfato de sodio pH 5.8 + 0.15 M NaCI) 

Solución de lavado (0.05% Tritón X-100 en 0.1 M de fosfato d sodio pH 5.8 + 0.15 M NaCI) 

Solución de lavado (0.1 M de fosfato d sodio pH 5.8 + 0.15 M NaCI) 

Solución de lavado (0.015 M Tris-HCI pH 7.95) 

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

Solución de tinción 5 mi stain-all + 5ml de formamida pura+ 20 mi de isopropanol + 1.5 mi de 

Tris-HCI pH 7.95. Aforar a 100 mi. 

Solución de destinción 5% de formamida + 20% de lsopropanol + 0.015 Tris-HCI pH 7.95. 



l. RESUMEN 

De la gran variedad de especies de arai'ias en el mundo, sólo unas pocas 

son capaces de producir cuadros severos de envenenamiento en el hombre. 

Entre ellas se encuentran los géneros Latrodectus (viudas negras), Loxosceles 

(arañas violinistas) y Phoneutria (araña 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 

sintomatología característica 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 bioquímica e inmunológicamente los 

venenos de Loxosceles boneti y Loxosceles reclusa. 

Ensayos bioquímicos e inmunológicos revelaron una gran similitud entre 

ambos venenos. Estudios de ELISA y Western-blot revelaron reacciones 

cruzadas significativas con los sueros producidos contra L. boneti y L. reclusa. 

En el veneno de L. boneti se encontraron tres isoformas de la 

necrotoxina, donde las isoformas uno y dos tienen un efecto biológico similar 

(necrosis), mientras que la tercera resultó 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 encontró un alto grado de 

identidad entre las primeras dos, mientras que la tercera resultó ser divergente 

con respecto a las primeras. Por los resultados obtenidos se plantea desarrollar 

un antiveneno genérico para Loxosceles. 



11. INTRODUCCIÓN 

GENERALIDADES DE ARAÑAS 

a) Taxonomía 

Las arañas pertenecen al Phylum Arthropoda un gran grupo de animales 

con patas articuladas y con exoesqueleto rlgido. La Clase de la que forman parte 

es la Arachnida la cual comprende organismos con cuatro pares de patas como: 

arañas, ácaros, opiliones, pseudoescorpiones y alacranes. Las arañas figuran 

dentro del ·Orden Aranae que a su vez se divide en los siguientes tres 

Subórdenes: 

i. Araneomorphae o arañas verdaderas. el cual incluye a los géneros Latrodectus 

y Loxosceles 

ii. Mygalomorphae o arañas primitivas, que comprende a las tarántulas 

iii. Mesothelae o arañas segmentadas. 

La característica más importante que separa a las Araneomorphae de las 

Mygalom9rphae y Mesothelae. es la orientación de los queliceros o colmillos. En 

estos dos últimos Subórdenes 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. 
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b) Anatomía 

El cuerpo de la araña está dividido en dos partes: la parte anterior 

llamada cefalotórax o prosoma y la parte posterior que es el abdomen u 

opistosoma. Éstas dos se unen por una cintura estrecha llamada pediculo. El 

cefalotórax contiene al cerebro, a las glándulas venenosas y al estómago; en 

esta parte se unen los cuatro pares de patas que posee la araña. En el abdomen 

se encuentra el corazón, el tracto digestivo, los órganos reproductores, los 

pulmones, las tráqueas respiratorias y las glándulas de seda (Levi, 1993). 

e) Apareamiento 

El apareamiento en las arañas es muy particular. Inicialmente el macho 

sujeta los colmillos de la 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 pequeña cavidad en la parte ventral del prosoma de 

la hembra. Para que se lleve a cabo la fecundación, la hembra como primer 

paso deposita los huevecillos en el útero externo, para posteriormente 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 más 

agresiva que el macho, debido a que ésta se encuentra más susceptible a 

cualquier estimulo (Ramos, 2000). 
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d) Desarrollo 

El desarrollo de las arañas es relativamente lento y es influenciado por 

las condiciones climáticas y la disponibilidad del alimento (Pinkston y Maguire, 

1998). 

La ontogenia de las arañas 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 araña está parcialmente formado. Los huevos emergen de los 

24 a los 36 dias después de la puesta. 

b) Después de la eclosión de los huevos, las arañas carecen aún de ciertas 

características moñológicas, como los canales por donde éstas arrojan el 

veneno. En estos estadios la araña se alimenta solamente de su propio 

vitelo. 

c) Juvenil y adulto. En este último periodo todos los órganos y sistemas están 

completamente formados, además se caracteriza porque la araña comienza 

a ser autosuficiente. La diferencia básica entre una araña juvenil y un adulto 

es esencialmente la adquisición de la madurez sexual. 

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

procesos separados por mudas (Foelix, 1996). 

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

madurez. Cuando la muda comienza, se incrementa la presión interna facilitando 
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que el exoesqueleto se desprenda, iniciando por el borde frontal y continuando 

alrededor del caparazón. En el proceso de la muda se reemplaza alguna 

extremidad que previamente pudo haber perdido la araña (Levi, 1993). 

La concentración y actividad del veneno incrementa simultáneamente 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 cazará a su presa será 

clavando los queliceros e inyectando el veneno con el fin de paralizarla {Moye, 

1997; Biagi, 1974). Inmediatamente después arrojará enzimas digestivas para 

degradar el alimento antes de ingestarlo, ya que ninguna araña es capaz de 

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

GÉNERO Loxosceles (Familia Slcarildae) 

a) Características corporales 

Las arañas que pertenecen a este género son conocidas comúnmente 

como reclusas o violinistas por poseer una marca en forma de violin con el 

mástil hacia atrás en la parte antera superior del cefalotórax {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 pequeños. La 
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diferencia entre una hembra y un macho radica en que las patas del macho son 

más largas y el abdomen es más estrecho (Alvarez del Toro. 1992). 

El color de estas arañas 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). 

Figura 1. Foto que ilustra las caracteristicas motfologicas de Loxosceles reclusa 
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b) Distribución y hábitat 

Las arañas que están comprendidas en este género son cosmopolitas, 

generalmente encontrándose 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 árboles, 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. 

e) Toxinologia del veneno 

· Las arañas 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 mencionó anteriormente, 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). 

El envenenamiento causado por la mordedura de una araña 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) (Catálogo de especies Loxosceles, 

Platnick, 2000). En el primer caso comúnmente dan lugar a lesiones necróticas 

locales, raramente llegando a causar efectos sistémicos no necrosantes. Para el 

caso de las especies sudamericanas además de la necrosis local, pueden llegar 

a producir efectos sistémicos no necrosantes (Ramos, 2000). 

Tabla 1. Especies de Loxosceles americanas que provocan mayor incidencias de 
"d t d d acc1 en es por mor e ura 

Esoecies Norteamericanas Especies Sudamericanas 
Loxosce/es boneti Loxosce/es gaucho 

<Centro de México) CBrasil) 
Loxosce/es deserta Loxosce/es /aeta 

(Sur de Estados Unidos y Norte de (Chile, Perú, Ecuador y Argentina 
México) oricioalmente) 

Loxosce/es reclusa Loxosceles intermedia 
(Sur de Estados Unidos) CBrasil v Araentina) 

El grado de necrosis local se relaciona con el .estadio en el que se encuentre la 

araña, 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, acumulación de células inflamatorias y 

vasodilatación, lo cual culmina con una vesicula negra llamada comunmente "ojo 

de buey". Ocasionalmente las especies americanas del género Loxosceles, 

pueden además producir hemólisis intravascular asociada a esferocitosis, 

alteración que persiste durante varios dias (Maguire, 1998; Rosse, 1998). 

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

higado y los riñones, y hemolisis masiva. Generalmente los casos agudos letales 
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se limitan a niños con padecimientos tales como: hemólisis intravascular, anemia 

hemolitica, hemoglobinuria, fiebre elevada, insuficiencia renal, edema pulmonar 

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

ANTECEDENTES 

a) Bioquímica del veneno 

Hasta el momento pocos venenos de arañas se han estudiado con 

detalle, no obstante se presume que el número de moléculas bioactivas de todas 

las especies de arañas, pueden alcanzar hasta un millón. 

El veneno de Loxosce/es está compuesto por lo 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 hemólisis en los mamiferos {Tabla 2) (Moye, 1997; Blum, 1981). 

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

S'USif9'.'ÑC'l9lS 'l'D!E'Ñ'T''lP'lC9'.'1YAS fE.'Ñ !EL VfE.'ÑfE.'ÑO 'D!E 

'D!E 9t.'.R9l'17f9lS Loxoscelés 

1. 'JÍístamína 7. 'JÍía(uronídasas 

2. Serotonína 8. L!f'asas 

3. Proteasas 9. 'Foifatasa a(cafína 

4. Pofíamína (epermína) 10. s'-rí6onucfeótído 

5. 'Ácído eama amíno6utíríco 11. 'Foifofiídro(asa 

6. ~sterasas 12. !Esfin,qomíefínasa 
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Frecuentemente el veneno está enriquecido con aminas biogénicas, que para el 

caso de algunos vertebrados e invertebrados son potentes antagonistas de 

receptores de glutamato (Williams, 1997). Éstas no están consideradas dentro 

de las fracciones tóxicas, aunque son capaces de producir dolor intenso al ser 

inoculadas en mamíferos (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 los esfingolfpidos para posteriormente liberar ceramida 

(N-acil-esfingosina) y fosforilcolina (Figura 3) (Gatt, 1978). La hidrólisis induce la 

quimiotaxis de neutrófilos ocasionando trombosis vascular y una reacción de tipo 

Arthus (Maye de Alba, 1997; Maguire, 1998; Sanchéz, 1993). 

Figura 3. Fórmula de la esfingomielina y productos generados a partir de la hidrólisis 
por esfingomielinasa. La flecha azul indica el sitio de hidrólisis (Stryer, 1985). 

Los posibles mecanismos de producción de lesiones necróticas locales se 

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

~--------- (Ft">-------
Uber~ión da 1rlucción de la U~ción de 

IL-B. GM.CSF. 

TNF·a.I~ /octlnas \ 

l Adhesión y mlgraelón de 

Leu=tto•Y~~ Fo~a:.de 

Aumento l Predominio de PMN T,.n.Jmos en 
y SOBtenlmlento pertvascular99 mlcroclrculac'6n 

deN~::.:'8:.~~ / / 1 VasculiUs 

Degenereclón de ~ Zonas de Isquemia(") 
paredes vasculares / 

y hemorragias , 
~ . 

Zonas hemOrTágicas r> 

------- - - _ - - - __ ->NECROSIS TISULAR 

Otros(¿?) 

Figura 4. Posibles mecanismos de producción de necrosis locales. Los fenómenos 
marcados con (*) son aquellos que producirlan la lesión tlpica del loxoscelismo 

cutáneo: la placa marmórea 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 arañas 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 arañas (Tan y Ponnundurai, 1992). 

Han sido detectadas en un número considerable de especies (Geren, 1984) 

incluyendo a Loxosceles sp., aunque en éstas se ha reportado una baja 

actividad enzimática (Wright et al., 1973). 

Las hialuronidasas son enzimas que catalizan la ruptura de enlaces glicosldicos 

internos de ciertos mucopolisacáridos del tejido conectivo, ácido hialurónico y 

coindritln sulfatos A y C, componentes esenciales de la matriz extracelular. Las 

hialuronidasas están consideradas como factores de dispersión del veneno, 

debido a que la hidrólisis de ácido hialurónico facilita la difusión del resto de los 

componentes tóxicos dentro de los tejidos de la víctima (Cevallos et al., 1992). 

Se han identificado hialuronidasas y proteasas en los venenos de dos arañas 

australianas: Baduma insignis y Lampona cylindrata. Estas enzimas por analogla 

de las estudiadas en Loxosceles, pueden estar involucradas en la patogénesis 

de la ulceración de la piel; las hialuronidasas actúan como factor dispersante y 

las proteasas se piensa que están implicadas directamente en la dermonecrosis 

a través de la digestión de las proteínas 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 fibrigenolltica (degrada fibrinógeno) y fibronectinolitica (degrada 

fibronectina). Esta proteína esta involucrada en los efectos hemorrágicos 

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 gelatinolltica, y aunque su función es aún desconocida, 

posiblemente participa en la degradación de colágena dentro de la matriz 

extracelular, sugiriendo que puede formar parte de los componentes 

dermonecróticos 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 analogla con 

el veneno de las especies estudiadas en este trabajo, quizá puedan contribuir de 

manera similar en los efectos producidos por la mordedura de la araña (Feitosa 

et al., 1998). 

En L. intermedia se encontraron tres isoformas (P1. P2 y P3) de la fracción 

necrotóxica, las cuales fueron altamente parecidas a nivel bioqulmico e 

inmunológico (Tambourgi, 1998). P1 y P2 solamente están constituidas por una 

proteína, mientras que P3 la constituyen dos. 
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En cuanto al efecto necrotóxico de estas isoformas resultó que la P1 y la P2 

fueron activas, siendo ésta última la que tiene mayor efecto. Por otro lado la P3 

fue completamente inactiva. 

El análisis de las secuencias aminoacidicas de las isoformas reveló una alta 

identidad entre éstas. También se compararon con las secuencias de otras 

especies de Loxosce/es anteriormente reportadas, obteniendo un alto grado de 

similitud (Tambourgi, 1998). 

b) Variación intraespecífica en el veneno de L. intermedia 

Existe variación en los efectos de la mordedura de una hembra con 

respecto a la de un macho (De Oliveira et al., 1999). El tamaño y el pe.so mayor 

de las hembras ha llevado a la conclusión de que éstas tienen una cantidad 

mayor de veneno con respecto a los machos y por tanto producen un 

loxoscelismo más grave (De Oliveira et al., 1999). 

Esta conclusión se contrapone a la de Smith y Micks (1968) quiénes 

argumentaron que entre L. reclusa, L. /aeta y L. rufescens no se presentan 

diferencias sexuales en términos de cantidad de veneno o efectos in vivo en 

relación a los sexos. 
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e) Comparación entre los venenos de algunas Loxosceles 

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

L. reclusa. de L. /aeta o de L rufescens. producía reacciones necrótica similares. 

En recientes estudios se compararon las secuencias amino terminal de la 

esfingomielinasa del veneno de L. reclusa, L deserta, L gaucho, L intennedia y 

L. /aeta determinándose homologia entre ellas (Figura 5) (Barbaro et al., 19968). 

L. recl.usa A-NKRPVWIM GHMVNAVYQI DEFVNLGANS IDTDVS----
L. deserta A-NKRPVWIM G!Il.wNAIYQI DEFVNLGANS IETDVS----
L. gaucho ADNKRPIWVM GGMVNSLAQI KEFVGLGLDNSEKDNKWYKQ 
L. int:ermedia AGNKRPIWIM GAMVNAIKDI XDFVNLGANN I---KK---
L. .la eta ADNRRPIWNL GllMVNALKQI PTFLXDGANA ----------

Figura 5. Alineación de las secuencias aminoacidicas del veneno de diferentes 
especies del género Loxoscefes, partiendo del amino tenninal (Tambourgi, O.V. 1998) 
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111. JUSTIFICACIÓN 

• Hasta la fecha no se han realizado estudios bioquímicos ni toxinológicos 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 arrojará la posible relación de la actividad 

tóxica del veneno con otras especies del mismo género. Por otro lado se 

realizará la comparación entre el veneno de Loxosceles boneti y Loxosceles 

reclusa. Ésta última es una especie norteamericana que ya ha sido 

estudiada. 

Finalmente, los resultados obtenidos en esta tesis contribuirán a generar el 

conocimiento necesario para la producción de un antiveneno que neutralize 

el efecto del veneno del mayor número de especies deLoxosceles. 

IV a. O B J E T 1 V O G EN E R A L . 

• Comparar el veneno de Loxosceles boneti y Loxosceles reclusa a. nivel 

bioquímico, inmunológico y toxinológico. 

IV b. OBJETIVOS PARTICULARES 

• La comparación intraespecifica del veneno de Loxosceles boneti. 

• La búsqueda de isoformas de la necrotoxina de Loxosceles boneti. 

• La comparación de secuencias aminoacidicas de las isotermas encontradas. 
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• La caracterización de la actividad dermonecrótica, en conejos, de las 

isoformas. 

• La obtención de anticuerpos policlonales en conejo contra los venenos de 

ambas especies de Loxosce/es y la observación de reacciones cruzadas, in 

vitro entre ambas. 

V. MATERIAL Y METODOLOGÍA 

V.1. ARAÑAS 

Las arañas fueron colectadas por gente capacitada para el 

reconocimiento del género Loxosceles, en las Comunidades de La Capilla y 

Corra/ de Toros, Municipio de Iguala, que se encuentran. en la parte centro del 

Estado de Guerrero. Por la distribución 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 identificó como tales. Las Loxosce/es 

reclusa fueron colectadas en Stillwater, Oklahoma por los Ores. G. Odell y A. 

Alagón, y el Biólogo Cipriano Balderas. 

V.2. OBTENCIÓN DEL VENENO 

Las glándulas de las arañas fueron extraldas mecánicamente, 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 teflón (50 aparatos 
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venenosos por mi). Luego se centrifugaron dos minutos a 14,000 rpm con el fin 

de quitar residuos sólidos y restos celulares no deseados. Se almacenaron a 

-70 ºC hasta su uso. También se obtuvieron cantidades limitadas de veneno 

puro (diferente al extracto de glándulas descrito). Para ello se aprovechó el 

hecho de que algunas arañas expulsan, como resultado de la manipulación, 

pequeñas cantidades de veneno, las cuales fueron colectadas con tubos 

microcapilares. 

V.3. PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

a) Cromatografía de exclusión molecular en gel 

Con el fin de obtener distintas fracciones de la muestra de extracto de 

glándulas de L. boneti se utilizó éste método,. el cual separa las píoteinas en 

función de su tamaño. La columna que se utilizó mide 170 cm de largo por 1.4 

cm de diámetro. Las moléculas que poseen la actividad dermonecrótica 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 

exclusión es de 70 kDa. El buffer que de ·corrida fue acetato de amonio 20 mM, 

pH4.7. 

Según Scorpes, "1994, menciona que la velocidad de flujo de la _polumna debe 

ser entre 15-25 mi h'1 cm·2 • Tomando en cuenta que la columna utilizada tiene 2 

cm de diámetro, entonces la velocidad de flujo ideal estará entre 30 y 50 mi h"1 

cm·2 • La velocidad de flujo en el experimento fue de 48 mi h'1 cm·2
• 
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A la columna se aplicaron 72.56 mg de veneno (3.5 mi), 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 espectrofotómetro 

(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 protelnas. La separación 

depende de su tamaño y de la carga eléctrica negativa, dada por el SOS, 

cuando se colocan en un campo eléctrico (Laemmli, 1970). El principio de la 

separación radica en que el SOS se une a las protelnas en relación directa a su 

peso molecular, de tal manera que la migración relativa hacia el ánodo, al estar 

uniformemente cargadas, es inversamente proporcional a su masa. 

La separación de las protelnas 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 111 (BIO"RAD). Para 

cada muestra sometida a electroforesis se utilizaron distintas concentraciones, 

excepto en la comparación intraespeclfica del veneno Loxosce/es boneti donde 

se utilizó el criterio de normalización de proteinas llamado el método del ácido 

binciconlnico (BCA, Pierce), colocándose para todas las muestras el mismo 

volumen y concentración (30 µg). 

Para las condiciones reductoras se utilizó 2-betamercaptoetanol a· una 

concentración final de 2.5 %. 
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Los marcadores de peso molecular preteñidos (BioLabs, lnc.) se usaron como 

estándares de peso molecular. 

La formulación de los geles se hizo de la siguiente manera (la preparación de 

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

§!EL S!EP'A1t9l2'0'R. 9lL 12.5 96 IJ!E.L. !ESP'Jl019l2'0'.R-

• Sofucíón ?tmortiauaáora áe CO'ÑC!E'Ñ'T''lt9l2'0'R. 4 96 

a6ajo (mO 1.5 • So(ución amortiauadóra 

• So(ución de acrífamíáa (mO áe 'Arri6a (mO 0.630 

2.5 • So(ución dé acriCamida (mO 0.33 

• ?taua desionizaáa (mO • 'Aaua désíonizaáa (mO 1.54 

.:?.O • 'T'!E'M!E'D (µ0 2.5 

• rT!E'M!E'D (µ0 5 • Persuifato áe amonio a( 10 % 

• Persulfato de amonio a( 10% (µ0 12.S 

(µ0 20 

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 penetró en el gel separador; 

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

se procedió a llevar a cabo la tinción con azul Brillante de Coomassie durante 

una hora y se destiñió con una solución de ácido acético 10% y metanol 25% 

durante toda la noche con agitación constante. 
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e) Cromatografía de intercambio iónico ( FPLC) 

La cromatografla de intercambio iónico o de alta resolución se realiza 

sobre una matriz de material insoluble que posee grupos cargados y iones 

móviles de carga contraria. Estos últimos pueden ser intercambiados 

reversiblemente por otros iones de la misma carga, sin propiciar algún cambio 

en la matriz insoluble. La columna que se utilizó fue del tipo Mono S HR 5/5 

(Pharmacia LKB Biotech) que es un intercambiador catiónico fuerte, basado en 

resinas hidrofllicas. Ésta columna mide 5 cm de largo por 0.5 cm de diámetro. El 

tamaño de las partlculas de la columna Mono S HR 5/5 es de 10 µm. Los grupos 

cargados de la resina son metil sulfonatos (-CH2 -S03) La capacidad iónica del 

gel es de 0.14-0.18 mmol/columna. La capacidad de pegado de protelnas está 

en el rango de 20-50 mg/ml. El flujo utilizado para las corridas fue de 1ml/min. 

Los buffers utilizados fueron los siguientes. 

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

Buffer de elución:Buffer e-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 (según especificaciones del 

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

2. Se cambió al buffer By se lavó con 10 volumenes (10 mi). 

3. Por último ésta se equilibró con el buffer A, hasta que la linea base se 

mantuvo estable. 

Una vez que la columna estaba equilibrada se procedió a inyectar la muestra. 

Ésta 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 fracción 11 de extracto de glándulas de Loxosceles 

boneti, obtenida de la cromatografia en gel hecha anteriormente. La 

concentración total fue de 798 µgen 3.5 mi de acetato de amonio 20 mM pH 4.7. 

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

programa: o.o Ualue. Pos 1.1 
o.o Conc" B o.o 
o.o ml/mln 1.0 
1.5 Ualue. Pos 1.2 
7.5 Conc" B o.o 
7.6 Ualue. Pos 1.1 
37.5 Conc" 8 25.0 
31.5 Conc" B 100 
43.5 Conc" B 100 
44.5 Conc" B o 
&O.O Conc" B o 

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

fue de O a 2 M cloruro de sodio. 
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d) Secuenciación por el método de Edman 

Los productos obtenidos por cromatografía de intercambio catiónico se 

secaron por centrifugación 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 ENZIMÁTICAS 

a) Ensayo para determinar actividad de fosfolipasa tipo A1 y A2 

El método que se utilizó fue rodamina-yema de huevo incluidos en el gel 

de agarosa siguiendo el protocolo de Habermann, 1972, con algunas 

modificaciones. 

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

placa de rodamina. 

S!EP'll!R9lC'lÓ'Ñ !D!E L'll Y!EM?l !D!E 

'}[~O 'P'A'.R9l L91.S 'PL91.C9'5 !D!E 

'1W'D9l7vt.'1'.Ñ9l 

• 06tener una yema áe liuevo fo más 

Cin!]'ia yosi6(e 

• Se yesa y se átfuye en 0.1 'M 'r'ris­

'JÍC( y'lÍ 7.95 con 5 m'M cforuro áe 

ca(cio y 0.5 % áe <r'ritón X-100, yara 

áar una yorcentaje fina( áe( 20 % 

• Se liomoaeiiíza con ayuáa áe un 

aaitaáor maanético áurante 1 o 

minutos y se centrifuga a 6<1j<1 
vefociáaá (1500 rym áumnte cinco 

minutos) 

• 'Finafmente se toma e( so6re11aá<1ntc 

'1".R!E'P'A~C'lÓ':Ñ !D!E L'Jl 'P L91.C91. 

'.RO'.D'A7vt.'1'.Ñ91.-Y!E7vt.9l !D!E '1-{'lJ!EVO 

• 'Funáir 0.1 8 áe aaarosa en 10 m( 

áe 611fer 'r'ris-'1fc( 0.2 'M a y'1f 

?-95 

• '}\ esto se (e aareaa l mf áe cforuro 

áe cafcio 10 m'Jvl 

• Se yrparan 50 m( áe roáamina 6§ 

<1( 0.1%. Se y<1sa a través áe un 

jifrro áe 0.22 µm 

* Se aáicionan 100 µ( áe 'r'ritón X-

100 y••rn finafmente, 

• 'J\<Íicio1"1r(e 2 mf áe "yema áe 

fiuevo" 
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Una vez que se llevó a cabo la mezcla indicada, se adicionó en una caja Petri y 

se esperó a que gelificará para proceder a formar pozos en los que se aplicaron 

las muestras. Como control positivo se utilizó veneno de He/oderma horridum 

horridum ya que éste es rico en fosfolipasas de tipo A2 (Alagón, 1982). Para el 

caso de éste se hicieron cuatro diluciones seriadas (1 :2), partiendo de 50 µg. 

Como control negativo se usó acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Las muestras 

de veneno puro tanto para Loxosce/es boneti como para Loxosce/es reclusa 

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

o o o o 
Ven H.h.h VenH.h.h Ven H.h.h Ven H.h.h 
50µg 25µg 12.5 µg 6.25 µg 

o o 
10 µg de Vp L.r. 1 O µg Vp de L. b 

o Buffer control (-) 

Figura 6. Esquema del ensayo de fosfolipasas. Entiéndase como Ven H.h.h veneno de 
Heloderma horridum horridum; Vp Lr., Veneno puro de L. reclusa; Vp Lb., Veneno puro 

de L. boneti; Buffer control(-). como acetato de amonio 20 mM pH 4.7. 
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b) Actividad de hialuronidasa 

La actividad de hialuronidasa fue detectada por el método de Cevallos et 

al. (1992). El método consiste en la separación 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 

1 O µg; 1 y 5 µg de extracto de glándulas. Para el caso de L. boneti sólo se utilizó 

extracto de glándulas en las siguientes concentraciones: 1 y 5 µg. Finalmente se 

usaron 10 µg 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 llevó a cabo la electroforesis, el gel se sometió a varios lavados 

con el fin de reactivar nuevamente a la enzima: 

1. 'Dos veces en so m( áe 6ujfer 0.1 M fosfato áe soáio a un yJf áe 5.8 con o.1s M áe 
cforuro áe soáio en presencia áe 5 96 áe -Tritón X-100. !E( tiemyo yor caáa (avaáo fue 

áe una liora. 

2. !E( s.guiente (avaáo se lrevó a ca6o una só(a vez en so m( áe 6ujfer 0.1 M 

fosfato áe soáío a un yJf dé 5.8 con 0.15 q.,{ áe cforuro áe soáío en yresencia áe 

o.os 96 áe -Tritón X-100. !E( tiempo estimaáo áe CavadO fue áe una liora. 

i 
3. 'Fínafmente se Cavó en so 111( dé 6uf{er 0.1 q.,{ fosfato áe soáío a un y'}{ áe s.8 con 

0.15 M áe c(oruro áe soáío. áurante áiez minutos. 
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Después del último lavado se dejó en una cámara húmeda cerrada durante dos 

horas. Posterior a la incubación el gel se tiñó de la siguiente manera: 

Se Cavó dos veces en 50 m( dé 6ujfer 0.015 M 'T'ris-'}-{C(,_p'l{ 7.95, 

durante 15 minutos 

'Una vez concfuídos fos Gtvaáos se yrocedló a teliir e( ee( con una 

so(ucíón de Staín -a« ((a yreyaración de esta so(ución se 

encuentra en e( ayéndice anexo áe soliiciones), durante toda (a 

noche sin exyosícíón a (a (uz 

• 'Desyuis e(8e( se áesritiió co11 (a so(ucíón corresyo1uGe11te (mostrada en 

e[ ayindice anexo dí: sofucloncs) liasta 'luc (as 6andas cCaras fueron 

vistas 

V .5. ENSAYOS INMUNOLÓGICOS 

a) Inmunización 

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

a) dos con extracto de glándulas 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 administró 

extracto de glándulas de L. boneti, en las inoculaciones restantes se administró 

la fracción 11, obtenida de la cromatografia de exclusión molecular en gel. 

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

correspondientes a L. boneti. 

Tabla 3. Esauema de Inmunización administrado al aruoo de conetos corresoondtentes a L.boneti. 
No.DE FECHA No.DE CANTIDAD DE PBS ADYUVANTE 

INMUNIZACIÓN CONEJOS VENENO (µg) (mi) (mi-tipo) 
1 17-1-2001 DOS 20 µg del ex. de !llándula 1 1.1-completo 
2 24-1-2001 DOS 20 µg del ex. de !llándula 1 1.1-lncompleto 
3 01-11-2001 DOS 30 µQ del ex. de alándula 1 1.1-lncompleto 
4 07-11-2001 DOS 50 ua del ex. de alándula 1 1.1-lncompleto 
5 14-11-2001 DOS 100 µg del ex. de glándula 1 1.1-lncompleto 
6 21-11-2001 DOS 100 µg del ex. de !llándula 1 1.1-incompleto 
7 02-111-2001 DOS 150 ug del ex. de glándula 1 1.1-lncompleto 
B OB-111-2001 DOS 250 ua del ex. de alándula 1 1. 1-lncompleto 
9 20-111-2001 DOS 250 ua del ex. de alándula 1 1.1-incompleto 
10 05-IV-2001 DOS 60 µg de la Fii del veneno de 1 1.1-lncompleto 

L. boneti que equivalen a 300 
:.Ja del ex. de ala.ndula 

11 20-IV-2001 DOS 80 µg de ta Fii del veneno de 1 1.1-lncompleto 
L. boneli que equivalen a 400 

ua del ex. de alAndula 
12 OB-V-2001 DOS 100 µg de la Fii del veneno de 1 1.1-lncompleto 

L. boneti que equivalen a 500 
ua del ex. de altmdula 

13 24-V-2001 DOS 100 µg de la Fii del veneno de 1 1.1-incompleto 
L. boneti que a 500 µg del ex. 

denlándula 
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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 inmunización (Tabla 4) se muestran las cantidades administradas. 

Tabla 4. Es uema de inmunización administrado al aruno de coneios correso:mdientes a L.boneti. 
No.DE FECHA No.DE CANTIDAD DE PBS ADYUVANTE 

INOCULACIÓN CONEJOS VENENO(µg) (mi) (mi-tipo) 
1 17-1-2001 DOS 20 ug de veneno puro 1 1.1-completo 
2 24-1-2001 DOS 20 uo de veneno puro 1 1.1-incompleto 
3 01-11-2001 DOS 30 uo de veneno puro 1 1. 1 -incompleto 

4 07-11-2001 DOS 50 ua de veneno ouro 1 1.1-incompleto 

5 14-11-2001 DOS 100 ua de veneno ouro 1 1.1-incompleto 
6 21-11-2001 DOS 100 µg de veneno puro 1 1.1-incompleto 
7 02-111-2001 DOS 150 µg de veneno puro 1 1.1-incompleto 

8 08-111-2001 DOS 250 µg de veneno puro 1 1.1-incompleto 
(muerte de 
un coneiol 

9 20-111-2001 UNO 250 ua de veneno puro 1 1.1-incompleto 
10 05-IV-2001 UNO 60 µg de neerotoxina que 1 1.1-incompleto 

corresponden a 88.2 l-19 de veneno 
ouro de L reclusa 

11 20-IV-2001 UNO 80 µg de necrotoxina que 1 1.1-incompleto 
corresponden a 117.6 lJQ de 

veneno ouro de L. reclusa 
12 OB-V-2001 UNO 100 µg de necrotoxina que 1 1.1-lncompleto 

corresponden a 147 IJQ de veneno 
curo de L. reclusa 

13 24-V-2001 UNO 100 µg de necrotoxina que 1 1.1-lncompleto 
corresponden a 147 ¡.1g de veneno 

nuro de L. reclusa 

Para inocular la misma cantidad de necrotoxina tanto de L. boneti como de L. 

reclusa se llevaron a cabo cálculos correspondientes para obtener las 

equivalencias de esfingomielinasas presentes en el veneno. 

En la primera inoculación se inyectó con adyuvante completo de Freunds 

(Rockland) para desarrollar la respuesta inmunológica del conejo; las siguientes 

fueron con adyuvante incompleto. Los volumenes de inoculaciones fueron: 
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cantidad de veneno (µg) en 1 mi de PBS. La relación de PBS con el adyuvante 

es 1:1. 

b) Medición de títulos por ELISA de los suero y determinación de 
reacciones cruzadas in vitro 

La titulación de los anticuerpos a partir de sueros se llevó a cabo por 

lnmunoensayos enzimáticos (ELISA de sus siglas inglés Enzyme Linked 

lmmuno Assay). Éste ensayo también fue utilizado para observar posibles 

reacciones cruzadas. 

La técnica se basa en la interacción antlgeno-anticuerpo. La interacción es 

detectada por un conjugado compuesto de un anticuerpo unido covalentemente 

a una enzima que permite generar una señal colorida (Roitt, 2001). Los titulas 

fueron definidos como la dilución del suero hiperinmune en la cual se encuentra 

la mitad de la absorbancia máxima. 

La prueba de ELISA según González, 1997 consistió en: 

1. Sensibilizar placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™ Brand products) 

con una solución de antlgeno a una concentración de 5 µg/ml, 

reconstituida en 100 mM carbonato/bicarbonato pH 9.5. 

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

12 fungió como control negativo. La placa se incubó toda la noche a 4 ºC. 
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2. Una vez concluida la incubación, se lavó tres veces con 200 µI de 

solución de lavado. Se tuvo que repetir este proceso cada vez que se 

pasaba al siguiente paso a lo largo de toda la técnica. 

3. Posteriormente se bloquearon las uniones inespecificas con 200 µI de 

solución de bloqueo, durante 2 horas a 37 ºC. 

4. Repetición del paso 2. 

5. Se hicieron diluciones seriadas de los sueros con una dilución inicial de 

1 :30 en buffer de reacción para ELISA (señalada en el apéndice 

correspondiente). En cada pozo se adicionaron 100 µI de la solución de 

reacción para ELISA y se mezclaron 50 µl/pozo de la dilución del veneno 

en la columna 1, para proceder a las diluciones seriadas hasta la 

columna 1 O dejando la 11 y 12 como controles. Se incubó por una hora a 

temperatura ambiente. 

6. Se repite el paso 2. 

7. Después se incubó el segundo anticuerpo anticonejo conjugado a la 

enzima peroxidasa diluido 1:1000 en solución de reacción para ELISA, 

poniéndo 100 µl/pozo. El tiempo de incubación fue de 1 hora a 

temperatura ambiente. 

8. La reacción se reveló con 100 µl/pozo de sustrato ABTS (Boehringer), 

incubándose por 5 minutos a temperatura ambiente. Después de cinco 

minutos la reacción se detuvo con 25 µI de ácido fluorhldrico (Aldrich) y se 
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procedió a leer la placa en un lector de ELISA (modelo 810-RAD 550) a 

405 nm. 

NOTA: Todas las soluciones utilizadas para este ensayo se encuentra en el 

apéndice de reactivos. 

Para determinar los títulos de las lecturas obtenidas, las curvas sigmoideas 

fueron generadas con el programa GraphPad Prism (Versión 2; GraphPad 

Software, lnc, San Diego, CA). El punto de inflexión se calculó ajustando los 

datos experimentales para cada veneno y cada antiveneno por regresión no­

lineal de las curvas sigmoides . 

e) Pruebas de Western-blot. 

Esta es una técnica que se utiliza para identificar en una mezcla a protelnas 

o fragmentos de éstas, que reaccionan con un determinado anticuerpo. 

Los Western-Blot se hicieron según 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 µg por carril. Una vez terminada la corrida de los geles se realizó la 

transferencia durante una hora a corriente constante (400 mA) a una membrana 

de nitrocelulosa {soporte sólido). Para ésto se utilizó una cámara de 

transferencia bajo condición semihúmeda (OWL). Una vez terminada la 

transferencia la membrana se bloqueo durante toda la noche con agitación 
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constante a temperatura ambiente en una solución al 5 % de leche 

descremadafTBST, para impedir el pegado inespeclfico de los anticuerpos. 

Pasado este tiempo se procedió a lavar las membranas tres veces con TBST 1X 

(diez minutos cada lavado). Posteriormente se incubó con el primer anticuerpo 

en 0.1 % de leche descremada en polvo (Carnation o Svelty/TBST) con agitación 

constante a temperatura ambiente por una hora (se diluyó de acuerdo al titulo 

del anticuerpo). Las diluciones utilizadas en este ensayo fueron tres como se 

refiere la Tabla 5. 

T 1 5 D"I aba 1 uc1ones utihza d as para as orue b d w as e estern-bl ots 
Fuente Suel'09 de conejos contra Dilución utlllzada del primer 

Veneno puro de Loxosce/es anticuerpo 
reclusa o 

Extracto de glAndulas o Fii da 
Loxoscetes boneti 

Conelo/C42 Veneno ouro de L. reclusa 1:1000 1 :2500 V 1 :5000 
Conelo/C44 Extra. de alénd de L boneli 1:1000 1 :2500 V 1 :5000 
Conelo/C45 Extra. de olénd de L. boneti 1:1000 1 :2500 V 1 :5000 

Concluida la incubación se continuó con tres lavados de diez minutos con TBST 

1X cada uno. Se procedió a incubar ·una hora a temperatura ambiente y con 

agitación constante con el segundo anticuerpo en 0.1 % de leche 

descremadafTBST. Se utilizó un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa 

alcalina (ZVMED). 

Pasada la hora de incubación, se lavó tres veces por diez minutos con TBST, se 

eliminó el TBST del último lavado y se agregó el buffer de reacción NTB-BCIP el 

cual se dejó reaccionar durante cinco minutos. 

33 



d) lnmunodifusiones 

La técnica consiste en observar una reacción de precipitación de uno o 

varios antigenos con un anticuerpo determinado en un soporte de agarosa 

(Roitt, 2001 ). 

En la técnica de inmunodifusiones doble se virtió agarosa sobre la superficie de 

una lámina de acetato dejándose solidificar. A continuación se hicieron pocillos 

sobre !a lámina guardando la misma distancia entre cada uno. A determinado 

pozo se le añadió un anticuerpo (Ab) y a los demás pozos un antigeno (Ag). Se 

incubaron toda la noche a temperatura ambiente y pasando este tiempo se 

procedió a remover el exceso de proteinas secando y lavando la placa tres 

veces de la manera siguiente (la solución de lavado viene indicada en el 

apéndice de soluciones): sobre la placa de inmunodifusión se colocaron en el 

siguiente orden: papel filtro, toalla, un vidrio y algo pesado que haga presión 

sobre la placa; se dejó secándose durante 1 O minutos. Una vez transcurrido el 

tiempo, la placa se sumergió en solución de lavado durante diez minutos. La 

operaºción se repitió tres veces. Después, se dejó la placa de inmunodifusión a 

temperatura ambiente hasta que la agarosa adquiria una apariencia translúcida 

y se tiñió con negro de amida. 

Los muestras a examinar fueron las siguientes: 

Sueros: 42 vs L. reclusa 1 O µg 
44 vs L. boneti 1 O µg 
45 vs L. boneti 1 O µg 
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lsoenzimas: l = 1 O µg 
11 = 10 µg 

111 = 10 µg 

Venenos: puro L. reclusa (VL.r.) 
extracto de glándulas L. reclusa (E L.r.) 
extracto de glándulas L. boneti (E. Lb.) 
hemolinfa L. boneti (Hemo) 

l.:.os volúmenes aplicados para cada muestra fueron 1 O µl. 

V.6. PRUEBAS TOXINOLÓGICAS 

a) Dermatonecrosis en conejos 

::10µg = 10 µg 
::10µg = 10 µg 

La actividad dermonecrótica fue evaluada en conejos y fue determinada 

como la describió Furlanetto et al. (1962a. b). 

Se utilizaron distintas concentraciones del veneno que se diluyeron en 0.2 mi de 

buffer PBS pH 7.4 o en 0.2 mi de acetato de amonio 20 mM pH 4. 7. Éstas 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 kg y el del conejo 2 fue de 3.5 kg. 
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1 er cuadrante 

Conejo 1 
20 cuadrante 

3er cuadrante 

4to cuadrante 

Sto cuadrante 

Figura 7. Dosis administradas para la prueba de dermonecrosis. El conejo pesó 3.2 kg 
aproximadamente. En el primer cuadrante se administró PBS (control negativo), en el 
segundo cuadrante Veneno puro de L. reclusa: 5, 1 O y 20 µg en acetato de amonio 20 
mM pH 4.7, en el tercer cuadrante Veneno puro de L. boneti: 5, 10 y 20 µgen acetato 
de amonio 20 mM pH 4.7. Para el caso del cuarto cuadrante se administró Veneno puro 
de Loxosceles boneti: 5, 10 y 20 µgen PBS pH 7.4. Finalmente en el quinto cuadrante 
se inyectó acetato de amonio 20 mM pH 4.7 (control negativo). En todos los casos el 
volumen administrado fue de 200 µl. 
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Conejo 2 1 er cuadrante 

3er cuadrante 

4to cuadrante 

Sto cuadrante 

Figura 8. Dosis administradas para la prueba de derrnonecrosis. El conejo pesó 3.5 kg. 
En el primer cuadrante se administró la isoforma 1 de L. boneti: 0.1, 0.5 y 1 µg; en el 
segundo cuadrante se administró la isoforrna 11 de L. boneti: 0.1, 0.5 y 1 µg en el tercer 
cuadrante correspondió a la lsoforma 111 de L. boneti: 0.1, 0.5 y 1 µg. En el cuarto 
cuadrante se administró PBS pH 7.4 como control negativo. Por último se administraron 
1 O µg de cada isoforma en un cuadrante correspondiente. El buffer para cada muestra 
fue PBS pH 7.4 y el volumen de 200 µl. 

El seguimiento se hizo durante tres semanas. 
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VI. R E 5 U L TA D O 5 

Vl.1. Caracterización bioquimica del veneno de L. bonetl 

a) Cromatografía de exclusión molecular en gel 

El extracto de 500 glándulas 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 observó un 

precipitado, por lo que ésta se centrifugó 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 exclusión molecular en gel. Cada muestra colectada contenía 

un volumen de 4.5 mi aproximadamente y éstas se leyeron a una absorbancia 

de 260 nm y 280 nm. Debido al patrón obtenido se decidió 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 filtración de exclusión molecular 

en gel se hizo un pool. Éstas se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12.5% 

bajo condiciones reductoras (Figura 10), con el objetivo de determinar que 

componentes constituían a cada fracción. 
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Figura 9. Cromatograma ckt la filtración de exclusión molecular en gel (Sephadex G-75) 
del extracto de glándulas de L boneti. Los números romanos OOR'8Sponden a las 
distintas fracciones obtenidas. La linea roja oonesponde a la absorbancia a 260 nm y la 
azul a 280 nm. 

CARRILES 
kDa 

175-

65 -
47_5_ 

32.5 -

25 -
16-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 10. Análisis m«Siante SDS-PAGE de las fracciones obtenidos por cromatografia en gel. 
1) MPM. 2) Fracción 1 (2.24 µg). 3) Fracción 11 (3.84 µg). 4) Fracción 111 (1.44 µg). 5) 
Fracción IV (8 µg). 6) Sobrenadante de extracto después de liofilizar (28 µg). 7 y 8) 
Pellet de extracto después de liofilizar (10 y 15 µI respectivamente). 9) Extracto de 
glándulas antes de liofilizar (8.1 µg). 
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Se observó que la fracción 11 contenia a la proteina de aproximadamente 35 kDa 

que pudiera corresponder a la necrotoxina de L. boneti. 

b) Caracterización de la Fracción 11 por Cromatografía de Intercambio 
iónico o FPLC 

Basándonos en lo reportado anteriormente, donde se proponen cuatro 

isoformas de la necrotóxina para el caso de L. reclusa (Ownby, 1990) al igual que 

tres isoformas para el caso de Loxosce/es intermedia (Tambourgi, 1998), se 

decidió buscar las posibles isoformas de la necrotóxina del veneno de L. boneti. 

Para ésto, la fracción 11 del extracto de glándulas de L. boneti obtenida de la 

filtración de exclusión molecular en gel se cromatografió por intercambio 

catiónico; se disolvieron 798 µgen 3.5 mi 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 resolución (indicados con flechas). 

Se leyó la absorbancia de cada pico a 280 nm . 
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Figura 11. Resultado de la Cromatografla de Intercambio catiónico de la Fii de L. 
boneti. Cada pico representa una isoforma. Las flechas señalan otras posibles 
isoformas que se encuentran en menor cantidad dentro de la fracción 11. La columna fue 
de tipo Mono S. La columna midió 5 cm de largo por 0.5 cm de diámetro. La velocidad 
de flujo fue de 1ml/min. La sensibilidad fue 0.2 AU. El buffer utilizado fue acetato de 
amonio 20 mM pH 4.7, utilizando un gradiente de 0-2 M NaCI. La velocidad de 
graficación fue de 15cm/hr. 

Una vez que se obtuvieron los picos purificados, se corrieron en un gel de 

poliacrilamida al 12.5°/o en condiciones reductoras y no reductoras. 

En condidiones reductoras la distancia migrada de mayor a menor fue 111, 11 y 1 

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

mayor a menor fue 11, 1y111(Figura12). 
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CARRILES kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

47.S_. 

32.~ - -·· 2s-. 

1s-. 

Figura 12. Análisis eiectroforético de las distintas isoformas encontradas en la Fii de L. 
boneti. 1) MPM. 2) lsoenzima l. 4) lsoenzima 11. 6) lsoenzima 111. 8) lsoenzima l. 
9) lsoenzima 11. 10) lsoenzima 111. Del carril 2 al 6 la electroforesis se llevo a cabo bajo 
condiciones reductoras y del carril 8 al 10 la electroforesis se llevo a cabo en 
condiciones no reductoras. 

e) Comparación de las isoformas a nivel de secuencia amino terminal. 

La secuenciación 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 aminoácidos del extremo amino terminal 

de las isoformas 1 y 11 se procedió a hacer la alineación, incluyéndose las 

secuencias ya reportadas de otras Loxosce/es norteamericanas. De la isoforma 

111 sólo se pudo secuenciar hasta el aminoácido 23, y ésta también se incluyó 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. 

1 
1 
1 
1 
1 

L bone,3 O 
Ldesaá 31 
LmdJsa 31 
Lbane#t 31 
L bone,2 31 

I·~ a 
N 

23 
30 
30 
30 
30 

23 
35 
35 
35 
33 

Figura 13. Alineación de las secuencias amino terminales de algunas Loxosce/es 
norteameñcas, incluyendo una nueva secuencia no reportada: Loxosceles boneti. 
Dentro de este alineamiento, se incluyen las tres isoformas encontradas. los colores 
representan las características de cada aminoécido: rosa-no polar, amarillo-polar sin 
carga, gris-básico y verde-ácido. 

En ésta alineación se puede observar que las secuencias amino terminales 

están muy conservadas (88.6 %). 

Los cambios entre las secuencias de L. boneti 1 y 11 son dos: en la posición 1 O 

una glicina por una alanina y en la posición 16 una isoleucina por una valina. 

La isoforma 111 es la más divergente. Ésta presenta 13 cambios en los primeros 

23 aminoácidos, con respecto a la isoforma l. 

Se generó una matriz de distancia para confrontar el porcentaje de similitud e 

identidad entre las Loxosc:eles norteamericanas (Figura 14). 

El porcentaje más alto de identidad que se encontró fue entre Loxosceles 

deserta y la isoforma 1 de Loxosce/es boneti (94.3%). L. deserta se distribuye al 

Suroeste de Estados Unidos (Platnick, 2000). 
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% de simi1itud 
L ::.:·:es :::-:1 es 

desert::a i:":J:;At:iI reclusa L'V.'1et:.iII 
L. :i~s~= a 100.0 100.0 94.3 

% de T ==~=-!et I 94 .3 100.0 94.3 
identidad ~- =:::clu a 91 .4 91.4 94.3 

L. - -'··-= ,_ r: 88. 9 94. 6 91. 7 

Figura 14. Matriz de distancia de las Loxosceles norteamericanas 

d) Medición de actividad de hialuronidasa 

Para detenninar la actividad enzimática de hialuronic:lasa se probaron 

cuatro muestras, en varias cantidades, integradas por: extracto de glándulas de 

L. boneti, hemolinfa de L boneti, extracto de glándulas de L reclusa y veneno 

puro de L reclusa (Figura 15-panel A). 

Como control positivo se utilizó veneno de tarántula Brachypelma vagans 

porque se sabe que es rica en esta actividad (Savel-Niemann, 1989). La 

actividad de la enzima de ésta araña se ha detectado desde 0.06 µg, hasta 2 pg 

(Cevallos, et al., 1992). Se administraron 0.14 µg de veneno de B. vagans en 

diluciones señadas 1:2. La banda de digestión se observó a tos 47.5 kDa 

aproximadamente, lo cual corresponde al peso molecular de las hialuronidasas 

(Figura 15-panel B). 

El control positivo no se incluye en el panel A. 
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CARRILES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 
KDa KDa 
175 • 83 

62 • 47 5 .. ..... CilG -

47.5 • 32.5 

25 
32.5 _.. 

16 
25 • 
16 -· 

A B 

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 
µg. 3) Veneno puro de L. reclusa 5 µg. 4) Veneno puro de L. reclusa 1 µg. 5) Veneno 
puro de L. reclusa 0.5 µg. 6) Extracto de glándulas de L. reclusa 5 µg. 7) Extracto 
de glándulas de L. reclusa 1 µg. 8) Extracto de glándulas de L. boneti 5 µg. 9) Extracto 
de glándulas de L. boneti 1 µg. 10) Hemolinfa 10 µg. B: 1)MPM 2) 0.017 µg de veneno 
puro de B. vagans 3) 0.035 µg de veneno puro de B. vagans 4) 0.07 µg de veneno puro 
de B. vagans 5) 0.14 µg de veneno puro de B. vagans 

El ensayo no mostró la banda de digestión esperada para la actividad de 

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

Se sabe que la necrotoxina del veneno de Loxosce/es es una fosfolipasa 

de tipo D (Ownby, 1990). Para evaluar si estaban presentes otro tipo de 

fosfolipasas, como la A1 y A2. en el veneno de Loxosce/es, se recurrió 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 observó actividad de fosfolipasa tipo A. 

Vl.2. Comparación intraespecífica del veneno de Loxosce/es boneti 

El objetivo de éste experimento fue determinar si variaba, a nivel 

cualitativo, el veneno de L. boneti entre hembra y macho. Como se puede 

observar en el gel (Figura 16) no se observó ninguna diferencia, al menos 

cualitativamente, en el patrón protéico entre hembras y machos de esta especie. 
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Carriles 1 
kDa 

175 

83-

62 

47.5 

2 3 4 

32.5 -~'t...~ 

Figura 16. Comparación intraespeclfica del extracto de glándulas de Loxosce/es 
boneti. 1. MPM. 2. Extracto de glándulas de hembra de L. boneti. 3. Extracto de 
glándulas de macho de L. boneti. 4. Extracto de glándulas hembra/macho de L. boneti. 
Por cada muestra analizada se cargo un total de 30 µg. 

Vl.3. Producción de anticuerpos en conejos contra Loxoscetes boneti y 
Loxosceles reclusa 

La medición 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 máximo 

se obtuvo a la tercer sangria para posteriormente disminuir. 
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Figura 17. Respuesta inmune contra fracción 11 de L boneli. Los conejos 44 y 45 fueron 
inmunizados con la fracción 11 del veneno de L boneli, haciéndose en total cinco 
sangrfas. 

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

resultados se presentan en la Figura 18. 

3 

........ -
Figura 18. Respuesta inmune contra veneno puro de L me/usa. El conejo 42 fue 
inmunizado con la fracción 11 del veneno de L mclu:sa, haciéndose en total de cuatro 
sangrías. 
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Los datos obtenidos indican que para todos los conejos los títulos más altos se 

obtuvieron en la tercera sangria. 

Vl.4. Determinación 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. Éstas 

permitieron observar la interacción de uno o varios antigenos con los anticuerpos 

generados en conejos; al mismo tiempo estos ensayos determinaron la relación 

entre diversos antigenos (isoformas) con los anticuerpos, es decir, se pudo 

evaluar la identidad que se presentó 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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Determinación de reacciones c:ru-ms de anticuerpos dirigidos vs 
L bonetl que rec:onoc:an a L reclusa 

1---deAb del OC4 dirigidos va L - --~dio Abdel ct5dlñgldolo vs L _, 

2 3 4 

Figura 19. Respuesta inmune contra veneno puro de L reclusa. Los conejos 44 y 45 
fueron inmunizados contra la fracción 11 del veneno de L boneli, haciéndose en total 
cuatro sangrias. 
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Figura 20. Respuesta inmune contra la fraoci6o 11 del veneno de L bontJli. El conejo 42 
fue inmunizado contra veneno puro de L reclusa. haciéndose en total cuatro W1grias. 
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b) Pruebas de Western-blot 

Con el objetivo de observar si los sueros de ambos grupos de conejos 

reconoclan a la necrotoxina (peso molecular: 35.5 kDa) especlficamente, se 

realizaron ensayos de Western-blot. Al mismo tiempo estos ensayos identiflc...<1rlan .. 

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 determinó que estos anticuerpos reconoclan a la 

necrotoxina del veneno de L. boneti (Figura 21 panel B). 
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CARRILES MPM A B 

62 
kDa 

35.5 
kDa 

Figura 21. Venenos fraccionados por SDS-PAGE. revelados por Western-blot con · 
anticuerpos dirigidos contra el veneno de L. reclusa. A: veneno puro de L. reclusa; B: 
extracto de glándulas de L. boneti. El total de protelna cargada en cada muestra fue de 
30 µg. La dilución del primer anticuerpo fue 1 :5000 

Para el caso de los sueros obtenidos de conejos inmunizados con el extracto de 

glándulas de L. boneti se observó, también, que estos reconocian esencialmente 

a la necrotoxina de L. boneti y daban reacción 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 
glándulas de L. boneti. El total de cargado para cada muestra fue de 30 µg. La dilución 
del primer anticuerpo fue 1 :5000. 

Una vez que se hablan determinado reacciones cruzadas entre las Loxosce/es 

norteamericanas, se decidió probar sueros producidos con Loxosce/es 

sudamericanas (L. /aeta) para observar si éstos también presentaban reacciones 

cruzadas. 

En ésta ocasión se utilizó suero de caballo contra Loxosceles /aeta 

(proporcionado por Adolfo de Roodt del Instituto Nacional de Producción de 

Biológicos A.N.L.l.S. "Dr. Carlos G. Malbrán", Ministerio de Salud y Acción 

Social, Buenos Aires, Argentina). Para este caso la dilución 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 A y B 

respectivamente). 

CARRILES MPM A B 

KDa 

83 

~ 
62 
kDa 

62 

47.5 

~ 40 
kDa 

-+- 35.5 
32.5 

25 kDa 

16 

Figura 23. Venenos fraccionados por SDS-PAGE, revelados por Western-blot con 
anticuerpos dirigidos contra extracto de glándulas de L. /aeta. A: Veneno puro de L. 
reclusa; B: extracto de glándulas de L. boneti. Et total de cargado para cada muestra fue 
de 30 µg. La dilución 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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e) lnmunodifusiones 

Se llevaron a cabo inmunodifusiones (Figura 24) confrontando 

varios antígenos, 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 

antígenos, según el caso. 

Los datos obtenidos de estas inmunodifusiones se resumen en la 

Tabla 6. 

SS 



1 nmunodifusión 
1 

lnmunodifusión 
2 

lnmunodifusión 
3 

Figura 24. lnmunodifusiones en las cuales se observan identidades totales y/o parciales del 
antlgeno con el anticuerpo. Entiéndase como: 1) lsoforma 1 de L. boneti. 2) lsoforma 11 de L. 
boneti. 3) lsoforma 111 de L. boneti. ELb) Extracto de glándulas de L. boneti. ELr) Extracto de 
glándulas de L. reclusa. Heme 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 d 1 . 1 dº e anticuerpo con su ant1Qeno correspon 1ente 

AnticuerDo Antiaeno Identidad 
42 vs L. reclusa lsoforma 1 Total 
42 vs L. reclusa lsoforma 11 Total 
42 vs L. reclusa lsoforma 111 Parcial 

44 vs L. boneti lsoforma 1 Total 
44 vs L. boneti lsoforma 11 Total 
44 vs L. boneti lsoforma 111 Parcial 

45 vs L. boneti lsoforma 1 Total 
45 vs L. boneti lsoforma 11 Total 
45 vs L. boneti lsoforma 111 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 carte del anticueroo con su antrueno corresoondiente 

AnticuerDo Antíaeno Identidad 
C42 vs L. reclusa Veneno puro L. reclusa Total 
C44 vs L. boneti Veneno puro L. reclusa Parcial 
C45 vs L. boneti Veneno curo L. reclusa Parcial 

C42 vs L. reclusa Ext. alánd L. reclusa Varios antlaenos 
C44 vs L. boneti Ext. alánd L. reclusa Varios antlaenos 
C45 vs L. boneti Ext. alánd L. reclusa Total 

C42 vs L. reclusa Ext. alánd L. boneti Varios antlaenos 
C44 vs L. boneti Ext. alánd L. boneti Varios antlaenos 
C45 vs L. boneti Ext. alánd L. boneti Varios antlaenos 

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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Vl.5. Toxlnologia del veneno de Lo:xosceles boneti y Loxosceles reclusa. 

a) Dennatonecrosis en conejos 

En ésta prueba se evaluó la capacidad de inducir necrosis cutánea Los 

inductores de la necrosis fueron: veneno puro de L boneti. veneno puro de L 

reclusa y finalmente las isoformas de la fraoción necrotóxica de L boneti. 

Los venenos de ambas especies, provocaron áreas necróticas a 5, 1 O y 20 µg. 

Las áreas necróticas se incrementaron de acuerdo a la cantidad del veneno 

inyectado subcutáneamente (Figura 24). Las zonas inyectadas con el vehículo 

no presentaron necrosis. 

Las isoforma 1, 11 y 111 no provocaron áreas necróticas a 0.1. 0.5 y 1 µg, mientras 

que en inoculaciones con 1 o µg las isoformas 1 y 11 produjeron necrosis, no así la 

111. Una situación similar ocurre con L intermedia (Tambourgi, 1998). 

Figura 2A. Foto que ilUstra la necrosis en la piel de conejo. Las dosis amdinistradas ~ de 
izquieroa a derecha: 5, 1 o y 20 µg de veneno pt.-o de L boneti. El buffer en el que se encontraba 
el veneno era: aoetato de amonio 20 mm pH 4.7. La foto fue tomada 418 horas post-inoculación. 
El conejo tenla un peso de 3.5 kg. 
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VII. D 1 S C U S 1 Ó N 

El envenenamiento por arañas del género Loxosceles causa lesiones 

dermonecróticas. 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). 

Vll.1. Caracterización bioquimica del veneno de Loxosce/es boneti. 

En este trabajo se separaron los distintos componentes del extracto de 

glándulas de Loxosceles boneti, por cromatografia de exclusión 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 glándulas 

como: hemocianina, péptidos, ATP, ácidos nucléicos, etc., que pudieron 

purificarse por este método y que posteriormente se analizaron por SDS-PAGE: 

Al parecer éstos no participan en la actividad dermonecrótica; ésto se sustenta 

por el hecho de que en los ensayos de dermonecrosis se pudo ver que la 

proteina purificada producia lesiones necróticas. 

La fracción 11 (necrotoxina) obtenida de la cromatografía de exclusión 

molecular en gel fue resuelta en tres picos principales contiguos por 

cromatografía de intercambio catiónico a los cuales se les llamo: isoforma 1 (11), 

isoforma 11 (12) e isoforma 111 ('3). lo cual concuerda con lo ya reportado para otras 

especies.(Tambourgi, 1998). En el perfil cromatográfico se observaron dos picos 
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en menor proporción y se cree que pudieran corresponder a otras isoformas 

minoritarias, aunque aún no se analizan. 

La 11, 12 y la '3 se analizaron por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras 

y no reductoras. Si bien su movilidad relativa cambió en uno y otro caso, los 

resultados mostraron fracciones homogéneas distinguibles entre si. La 

secuencia aminoterminal de las tres isoformas mostró que son productos 

génicos distintos. La '1 y la 12 difieren entre sí en dos aminoácidos de los 

primeros 33, mientras que en la '3 posee trece variaciones de aminoácidos. 

Dentro de estas variaciones caben resaltar tres: en la posición 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 hidrofóbicos a aminoácidos cargados negativamente o 

ácidos, lo que puede ocasionar una alteración en las propiedades fisicoquimicas 

de la proteina. Además las secuencias amino terminales de las isoformas '1 e 12 

tienen una alta identidad con las secuencias de las arañas norteamericanas 

previamente reportadas de L deserta y L. reclusa (88.6%) (Tambourgi, 1998). 

En cuanto a las pruebas enzimáticas, no se detectó actividad de 

hialuronidasa por el método utilizado. Reportes anteriores mostraron actividad 

de hialuronidasa en la especie Loxosce/es rufescens, la cual fue muy baja 

(Young, 2000). En este reporte utilizaron el mismo método de detección, la única 

variación radicó en el buffer donde resuspendian el veneno, el cual fue PBS pH 

7.4. En contraste, en éste trabájo se utilizó buffer acetato de amonio 20mM pH 
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4.7. Esto es importante porque al utilizar ésta solución quizá se pierda la 

actividad enzimática, debido al pH ácido, 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, quizá ésta se pierda con el 

precipitado. 

La sensibilidad del ensayo de detección de actividad de hialuronidasa va desde 

0.06 µg-2 µg (Cevallos, 1992). El control positivo para éste ensayo fue de 0.017 

µg-0.14 µg, por lo que al evaluar en varias diluciones el veneno de L. reclusa (1 O 

µg-0.5 µg) deberla estar dentro de los valores del control positivo. Entonces, se 

puede decir que, al menos por este método, no se detectó actividad de la 

enzima. Los datos obtenidos en éste trabajo son consistentes con lo reportado, 

dónde argumentan que en el veneno de Loxosce/es existe muy poca actividad 

de hialuronidasas o mejor dicho, la actividad.es nula (Wright, 1973). 

La actividad de fosfolipasas tipo A 1 y A2 también fue negativa; este tipo 

de actividad participa en la citotoxicidad de otros venenos (Rosso, 1996). 

Como control positivo se utilizó veneno de He/oderma honidum honidum que se 

sabe que es rico en esta enzima (4.5%) (Alagón, 1982). Las diluciones utilizadas 

fueron desde 50 µg-6.25 µg, por lo que nuestras muestras evaluadas deberian 

caer en el rango del control positivo. Entonces, al menos por éste método, no se 

detectó 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 la posibilidad que la actividad o la 

enzima se pierda por precipitación. 

Parece ser que en el género Loxosce/es la actividad dominante es la 

esfingomielinasa D (Ownby, 1990). 

Vll.2. Comparación intraespecífica del veneno de Loxosceles boneti 

Uno de los objetivos iniciales de éste trabajo contemplaba hacer la comparación 

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. Ésto no 

concuerda con lo reportado por De Oliveira et al, 1999 para la especie L. 

intermedia. Quizá esto suceda porque la hembra en ésta especie es de mayor 

tamaño y además en el perfil proteico de SDS-PAGE, entre hembras y machos, 

existen diferencias cualitativas (proteinas de bajo peso molecular). 

Vll.3. Producción de anticuerpos en conejos contra L. boneti y L. reclusa y 
determinación de reacciones cruzadas 

a) Inoculaciones, pruebas de ELISA y Western-blots 

Mediante la medición de titules por ELISA se pudo evaluar la presencia de 

anticuerpos contra componentes de los venenos. Éstos fueron igualmente 

inmunogénicos para ambos casos, ya que los titules de los anticuerpos 
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producidos en el laboratorio presentaron valores similares. En general los titulos 

más altos de anticuerpos que se obtuvieron fue en la tercera sangria y lo que se 

observa es que en sangrias posteriores se presenta una calda. Esto se pudo dar 

porque se generó el fenómeno de tolerancia, es decir, un estado en que no se 

producen respuestas frente a un antigeno especifico; ésta es inducida por la 

exposición previa de dicho antigeno (Roitt, 2001). 

Por otro lado en ELISA se pudieron observar reacciones cruzada de los suero!;L 

con las toxinas de ambas especies Loxosceles. 

Para determinar si los sueros producidos en conejo reconocían 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 presentó para el caso 

de L. boneti. 

Por otra parte en ésta misma prueba se evaluaron las reacciones cruzadas 

observadas por ELISA, resultando que la reacción cruzada de los sueros con los 

venenos de L. boneti, L. reclusa y L. /aeta esencialmente era dada por la 

proteina dermonecrótica: 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. /aeta también tiene similitud con los anteriores, ya que el antisuero anti 

Loxosceles /aeta mostró también capacidad de reconocimiento heterólogo, lo 

cual es muy importante para la realización de un antiveneno que neutralice el 
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mayor número de venenos de las diferentes especies del género Loxosceles. Lo 

anterior concuerda con lo ya reportado para especies de Loxosceles 

sudamericanas (Barbare, 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 algún tipo de contaminación debido al macerado de glándulas 

(proteínas de glándula que no aparecen en el veneno) y tal vez por eso se esté 

presentando esta señal. Esto se sustenta porque al hacer el análisis por SDS­

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

b) lnmunodifusiones 

Se llevaron a cabo ensayos de inmunodifusión estos ensayos determinaron 

la relación entre diversos antlgenos (isoformas) con los anticuerpos, es decir, se 

pudo evaluar la identidad que se presentó entre los antígenos. Al mismo tiempo 

estos ensayos confirmarian lo encontrado en las secuencias aminoterminal de las 

isoformas de L. boneti. 

Se encentro que tanto para la 11 como para la 12 hay una identidad total con los 

anticuerpos dirigidos contra el veneno de L. reclusa y L. boneti, pero con la 13 

sólo hay una identidad parcial para ambos casos. Esta última isoforma comparte 

epitopos de la '1 y de la 12 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 lo que podría ser el inmunógeno por excelencia, 
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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 precipitó y se clarificó por 

centrifugación. El precipitado corresponde al peso molecular de la hemocianina 

(datos no mostrados). Cuando se llevaron a cabo las inmunodifusiones se le 

hablan hecho varias clarificaciones a la muestra de hemolinfa, por lo que se cree 

que se perdió 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 difundió en la placa de agarosa, por 

lo que no se pudo observar ningún tipo de interacción antigeno anticuerpo. 

Vll.4. Dermatonecrosis en conejos 

El último experimento realizado en este trabajo fue la actividad 

dermonecrótica 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 dermonecrótico por excelencia 

(Geren, 1976). 

El ensayo mostró un área necrótica ascendente de acuerdo a los µg inoculados 

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

está entre 15-20 µg. 
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También se realizó éste ensayo utilizando las tres isoformas de la necrotoxina, 

donde se observó que la 11 y la '2 tienen actividad dermonecrótica, mientras que 

la b no ocasiona lesiones en la piel. Ésto concuerda con lo ya reportado para 

Loxosceles intermedia (Tambourgi, 1998). 

VIII. e o N e L u s 1 ó N 

Se puede concluir que la proteina encargada de la dermonecrosis en el 

veneno del género Loxosce/es es la esfingomielinasa D (35 kDa) ya que en 

ausencia de actividades enzimáticas de fosfolipasas tipo A1 y A2 y de 

hialuronidasa. es capaz de causar lesiones en la piel. Esto es sustentado por la 

evaluación necrótica de las isoformas encontradas en la fracción 11 de L. boneti, 

en donde al menos dos de ellas son capaces de desencadenar efectos 

necróticos en la piel. A nivel de secuencia aminoacldica las isoformas comparten 

un alto grado de identidad siendo la b la más divergente. 

IX. PERSPECTIVAS 

a) Probar la capacidad neutralizante de necrosis de los antisueros en 

conejos, asl como la neutralización de la letalidad en ratones. 

b) Montar un ensayo de actividad enzimática 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 producción de anticuerpos neutralizantes. 
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