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Resumen | Vi

El envenenamiento por mordedura de arana Loxosceles, denominado
loxoscelismo, puede ser local, el cual se caracteriza por inflamacién que puede
degenerar en dermonecrosis, o sistémico, caracterizado por hemdlisis intravascular
masiva e insuficiencia renal. Se ha demostrado que la actividad enzimdtica de la
esfingomielinasa D (SMD) del veneno, causa la fisiopatologia. La SMD es capaz de
hidrolizar esfingomielina generando ceramida-1-fosfato (C1P), vy lisofosfolipidos
generando dcido lisofosfatidico (LPA) y colina. Por ello, el estudio de la participacion de

LPA y C1P es importante para definir los primeros eventos de la fisiopatologia.

En este frabagjo se andalizd la capacidad de diferentes especies moleculares de
C1P y LPA para inducir dermonecrosis en conejos y efectos sistémicos en ratones. Los
LPA y C1P de cadena hidrocarbonada larga provocaron un mayor efecto inflamatorio
en piel en comparacion con las especies de cadena corta. En ratones, los LPA 14:0 C,
16:0C, 17:0 C, 180 Cy 18:1 C generaron cambios en la frecuencia respiratoria, el LPA
6:0 C no causd efecto evidente. Por ofro lado, las C1P 23:0 C y 12:.0 C provocaron
cambios en la frecuencia respiratoria, desequilibrio y muerte en ratones después de su

inoculacion.

En conclusidon, se observd que la C1P y LPA causan efectos in vivo que varian
segun la especie molecular. La inflamacion causada por LPA y C1P no degenerd en
dermonecrosis. Por lo que, pueden existir otros productos o estimulos alternos ademdas

de LPA y C1P, que contribuyan a la fisiopatologia.

Adicionalmente, se generd evidencia de que la SMD posee actividad

enzimdatica sobre eritrocitos, sin provocar hemodlisis.

Por otro lado, se analizd la activacion de la via p38MAPK, que juega un papel
importante en el inicio y regulaciéon de la produccidn de mediadores de la inflamacion;
los resultados mostraron que la SMD de Loxosceles activa la via p38 MAPK en
macrofagos peritoneales de ratdon, y que tal activacion es independiente a su

actividad enzimdtica.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Araiias Loxosceles

Los ardcnidos son un grupo muy antiguo cuyos representantes fosiles de todos los
ordenes remontan al Carbonifero, hace aproximadamente 360 millones de anos.

La clase Arachnida incluye a todos los quelicerados terrestres vivientes. Se
caracterizan por poseer un par de apéndices preorales llamados queliceros, un par de
apéndices postorales denominados pedipalpos vy 4 pares de patas ambulatorias.
Muchos poseen gldndulas que secretan veneno el cual les ayuda a matar insectos y
ofros pequenos animales de los cuales se alimentan. Asi mismo, algunos animales
incluidos en esta clase, como las aranas, poseen gldndulas que segregan seda, con la
que hacen sus nidos y protegen a sus huevos (Rioja et al, 1975; Ruppert y Barnes, 1995).

Las aranas conforman el Orden Araneae perteneciente a la clase Arachnida.

El Orden Araneae se divide por sus caracteristicas morfolégicas en 3 subdrdenes: |)
Mesothelae, Il) Orthognatha (Mygalomorphae) que incluye los géneros Phoneutria y
Atrax, y lll) Labidognatha (Araneomorphae) que incluye la familia Sicaridae con los
géneros Loxosceles y Latrodectus (Ruppert y Barnes, 1995; Platnick, 2009).

En el mundo, se han identificado mdas de 40000 especies de aranas (Platnick, 2009),
de éstas, las pertenecientes a los géneros: Phoneutia (en Sudamérica), Atrax (en
Australia), Loxosceles y Lafrodectus (cosmopolitas), son consideradas peligrosas para el

humano.
Caracteristicas de Loxosceles

Las aranas pertenecientes al género Loxosceles (Lowe, 1832) (Del griego loxos:
curvas y kelos: patas) son comunmente llamadas “aranas violinistas” por poseer una
marca en forma de violin con el mdstil hacia atrds en la parte anterosuperior del

cefalotérax, asi mismo, son conocidas como “arana marrdén” y “arana de los rincones”.
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Poseen una longitud corporal
entre 8 y 13 mm, sus patas son
largas y delgadas; poseen seis 0jos
dispuestos en diadas en forma de
“V"; son de color marrdén vy
grisdceo, el tono varia
dependiendo de la especie. La
tela que producen es de aspecto
algodonoso e irregular (Figura 1).

Figura 1. Arana Loxosceles boneti. Tiene una longitud
corporal de aprox. 13mm:; el corchete senala la forma de
un violin invertido por lo que recibe el nombre comun de
arana violinista. En el recuadro inferior se observa la
telarana de aspecto algodonoso. Fotos: A. Alagén

Distribucion

Estas aranas son cosmopolitas, se distribuyen principalmente en regiones con clima
tropical y templado (Ramos, 2000). En el mundo existen al menos 100 especies,
distribuidas mayoritariamente en América, de las cuales, las mds estudiadas y
relacionadas con casos de envenenamiento humano son Loxosceles gaucho, L.
intermedia y L. laeta en Sudamérica (principalmente Chile, Argentina, PerU y Brasil), L
deserta y L. reclusa en E.U.A. En México hay 37 especies descritas, la mds estudiada es
L. boneti (Platnick, 2010).

Las aranas Loxosceles habitan en la corteza de los drboles, rocas y en viviendas,
particularmente en lugares oscuros y con poco movimiento como hendiduras de
paredes y muebles. En general, son aranas no agresivas por lo que la mordedura en
humanos es totalmente accidental.



Intfroduccién | 3

1.2. Loxoscelismo

Las manifestaciones clinicas ocasionadas por el envenenamiento causado por
mordedura de una arana del género Loxosceles son descritas como loxoscelismo, en el
humano, existen dos formas clinicas (Cabrerizo S., et.al., 2009):

l) Loxoscelismo local o cutdneo: Es la forma mds comun
del padecimiento. La lesion dentro de las primeras 24
horas se caracteriza por edema, dolor localizado y
eritema, que evoluciona de 24 a 36 horas a una “placa
marmoérea” (drea intercalada de pdalidez y equimosis)
de bordes generalmente irregulares circundada por
eritema y edema indurado, dolorosa a la palpacion,
que al tercer o cuarto dia evoluciona a necrosis.
Posteriormente se forma una escara negra que
comienza a desprenderse dejando una Ulcera que

puede tardar varios meses en cicatrizar o requerr » il
cirugia reconstructiva (Figura 2). Figura 2. Loxoscelismo local.

Fotografia superior: Pie de un
paciente con loxoscelismo local

Il) Loxoscelismo sistémico: Es menos comin y es al 5 dia después de la
. mordedura de arana; fotografia
considerado un cuadro de mayor gravedad que el inferior: mismo paciente después

de 15 dias, mostrando necrosis

anteriormente descritfo. Se caracteriza por hemolisis — _ o L bel carmen

infravascular y coagulacion infravascular diseminada

(CID). Los sinfomas incluyen fiebre, ndusea, vomito, escalofrio, dolor de cabeza, orina
oscura (hemoglobinuria y hematuria) y descenso del hematocrito. Los pacientes
pueden llegar a presentar insuficiencia renal aguda que frecuentemente es letal.

En E.U.A. en el 2009 se reportaron alrededor de 1400 accidentes por mordedura de
arana Loxosceles (Dato tomado del: Annual Report of the American Association of
Poison Conftrol Center's National Poison Data System: 27th anual report). Por ofro lado,
en México no se tiene un registro exacto de la incidencia de mordedura de la arana
Loxosceles, aungue se sabe que la mayoria de los casos se han presentado en la
region centro de este pais.
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Diagnéstico

Debido a que la mordedura de Loxosceles al inicio no presenta sinfomas que la
distingan de cualquier otra mordedura o picadura de insecto, el tratamiento suele ser
tardio. Actualmente Laboratorios Silanes e Instituto Bioclon en colaboracion con el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM en México estdn desarrollando un método de
diagndstico para el loxoscelismo, sin embargo por el momento no hay exdmenes de
laboratorio especificos que se apliqguen rutinariamente para diagnosticar dicha
patologia. Por lo anterior, el loxoscelismo puede confundirse facilmente con otros
padecimientos dermatoldgicos retrasando el tratamiento especifico que es el

antiveneno.

Tratamiento

Actualmente no existe un criterio undnime para el fratamiento adecuado, por lo
que éste se aplica en consideracion a la evolucion de la lesion y sintomatologia asi
como a la forma clinica, ya sea cutdnea o sistémica.

Tratamiento inespecifico (Calbrerizo et al., 2009):

a) Corticoesteroides: Aparentemente podria disminuir la respuesta inflamatoria
local, sin embargo, su utilidad es confroversial.

b) Dapsona: Se aplica para la inhibicion de la migracién de
polimorfonucleares, sin embargo no posee una eficacia avalada por
estudios controlados en seres humanos. Incluso, en ensayos in vivo
realizados en conejos inyectados con veneno de L. reclusa, la dapsona no
tiene efecto en la vasculitis ni en la escara necrdtica causada por el
veneno.

C) También se ha propuesto el uso de cdmara hiperbdrica que probablemente
mejoraria la vascularizacion de la zona afectada, sin embargo, no se ha

comprobado su eficacia clinica.
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Tratamiento especifico:

Existen antivenenos hechos contra distintas especies de Loxosceles. En Argentina y
Brasil, se producen antfivenenos constituidos por fragmentos F(ab')2 de origen equino
utilizando como inmundgeno el veneno de L. laeta en Argenting, y L. gaucho en Brasil;
en Pery existe un anfiveneno constituido por Inmunoglobulina G entera de origen
equino contra el veneno de L. laeta (Cabrerizo et al., 2009).

En México se desarrollé un antiveneno a partir de toxinas recombinantes de aranas
Loxosceles boneti, L. reclusa y L. laeta. Dicho antiveneno (Reclusmyn®), fue aprobado
por las autoridades sanitarias de nuestro pais en febrero de 2009 (No. de Registro:
020M2009 SSA) con base en la evidencia clinica de su efectividad generada por la
Dra. Ma. Del Carmen Gutiérrez, en el Hospital “La Raza”, México.

1.3 El veneno de Loxosceles

La mordedura de la arana Loxosceles inocula aproximadamente 5 microlitfros de
veneno que alcanza el espesor dérmico; en cantidad, inocula alrededor de 20
microgramos de veneno.

El veneno de Loxosceles estd constituido por una gran variedad de componentes
de los cuales el principal es la esfingomielinasa D (SMD) que es la responsable de la
accioén necrotica y hemdlisis. Esta enzima constituye alrededor del 40% del veneno.

Con respecto a otros componentes del veneno se ha reportado lo siguiente:

En el veneno de L. laeta y L. intermedia se ha descrito la presencia de proteasas
(con localizacion electroforética de 20 a 35 KDa) con actividad proteolitica -en
zimograma- en gelating, fibronectina y fibrindgeno (da Silveira et al., 2002; Feitosa et al.,
1998). También se han identificado serina-proteasas en el veneno de L. intermedia
(Veiga et al., 2000). Sin embargo, aun no se ha encontrado una funcion importante de
tales proteasas en la lesion necrotica.

También, se ha reportado presencia de hialuronidasas en el veneno de L.
intermedia, aunque su efecto bioldgico no estd del todo claro, la hialuronidasa se
relaciona con la difusion del veneno (da Silveira et al., 2007).
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Recientemente, se reportd la presencia de histamina en el veneno de L. intermedia
en cantidad capaz de inducir efectos fisioldgicos (Paludo et al., 2009).

Los componentes adicionales a la esfingomielinasa D reportados en el veneno de
Loxosceles, pueden variar dependiendo el origen del veneno para su estudio, es decir,
si proviene de un macerado glandular o estimulacion eléctrica, asi mismo puede influir

la edad, sexo y estado fisiologico de la arana (de Oliveira et al., 2005).

1.4. Fisiopatologia del loxoscelismo

Los mecanismos celulares y moleculares por los que se desarrolla la fisiopatologia
del loxoscelismo, en cualquiera de sus formas clinicas: localizada o sistémica, adn no
quedan claros. Sin embargo, se han publicado diversos reportes con ensayos in vivo e
in vitro que aportan informacién al respecto.

En 1981 Kurpiewski et al, mediante ensayos in vifro mostraron que el veneno de
Loxosceles reclusa, induce agregacién en plaquetas de origen humano y que este
efecto es debido a la esfingomielinasa D contenida en dicho veneno.

En 1994, Patel ef al, reportaron que el veneno de L deserta activa células
endoteliales de humano en monocapas y que una vez activadas promueven una
inusual adherencia de neutrdfilos al endotelio. Asi mismo, en las células endoteliales se
observé un aumento en la liberacion de interleucina 8 (IL-8 ) y del factor estimulador de
colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) en respuesta a dicho veneno.

Por otro lado, ensayos in vitro han revelado que el veneno de L. deserfa induce la
produccion de IL-8 y la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) en células
epiteliales y endoteliales, en estas Ultimas también induce la produccion del oncogen
alfa relacionado al crecimiento (GRO-«). Posteriormente, se identificd que la expresion
de tales quimiocinas se lleva a cabo a fravés de una via dependiente de NF-KB (Desai
et al., 1999). Con base en las funciones de IL-8 (potente quimioatrayente neutrdfilos),
MCP-1, y GRO-a, en inflamacién, estos hallazgos pueden tener relevancia en la

dermonecrosis observada en el loxoscelismo (Gomez et al., 1999).
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Posteriormente mediante ensayos in vitro se observd un efecto directo del veneno
de L. intermedia en células endoteliales, dando como resultado pérdida de la
adhesion celular y cambios en la morfologia celular. Se ha propuesto que este efecto
podria causar indirectamente la activacion de leucocitos y plaquetas. De esta manera,
los desérdenes que involucran la degeneracién de los vasos sanguineos observados
después del envenenamiento por Loxosceles podrian resultar no sélo de la
degradacién de moléculas de matriz extracelular o infiltraciéon masiva de leucocitos
sino también a través de una acftividad directa del veneno sobre las células
endoteliales (Paludo ef al., 2006).

Por ofro lado, se ha reportado que el veneno de L deserta, en queratinocitos,
induce la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el cual es
un inductor de angiogénesis y permeabilidad vascular in vivo. Porlo que se sugiere que
esto podria contribuir a la vasodilatacion, edema y eritema que se presenta en el
loxoscelismo (Desai et al., 2000). Asi mismo, en el 2008, Rattman et al., reportaron que el
veneno de L. infermedia inyectado en ratas produce un incremento en la
permeabilidad vascular e induccidn de relgjacion vascular a través de la
degranulacion de células cebadas vy liberacion de mediadores como histamina vy
serotonina.

Recientemente, se identificd un efecto hemolitico de la SMD el cual depende de
su actividad catalitica. Ensayos hechos con eritrocitos de diferentes especies de
animales: conejo, humano, oveja y caballo, expuestos a SMD de L. intermediaq,
mostraron hemodlisis que varia dependiendo de la especie animal, siendo mds
susceptibles los eritrocitos de humano, conejo y oveja con respecto a los eritrocitos de
caballo. Los ensayos realizados con eritfrocitos humanos mostraron que dicha hemolisis
es dependiente de la dosis de la SMD y del tiempo. Asi mismo, se observaron cambios
en la forma y tamano de los eritrocitos expuestos a la SMD; también se observd una
exposicion de fosfatidilserina en la monocapa externa de los eritrocitos, este fendmeno
estd relacionado con muerte celular causante de efectos fisiopatoldgicos que incluyen
la estimulacion de reacciones de coagulacion, reconocimiento de células apoptoticas
por macréfagos y anclaje de células sanguineas al endotelio (Chaves et al., 2009).

Estudios in vivo con conejos inyectados con el veneno de L. intermedia, muestran
que el veneno no afecta a todas las células de la sangre. Los andlisis de conteo celular
mostraron disminucion de células rojas nucleadas y megacariocitos en médula ésea y

disminucion de plaguetas (trombocitopenia) y neutrdfilos (neutropenia) en sangre
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periférica, lo cual correlaciond con los cambios histopatoldgicos observados en las
biopsias de piel. Por lo que se propuso que la trombocitopenia y neutropenia transitorias
en sangre periférica puede ser consecuencia de una extensiva migracion de plaguetas
y neutréfilos a la lesion necrética (da Silva et al., 2003).

Acorde a lo anterior, andilisis histopatoldgicos, en piel de conejos inoculados con
veneno de L. gaucho, mostraron hemorragia, frombosis y presencia masiva de
neutrdfilos y plaguetas en el sitio de inoculacion. No se presentd hemdlisis ni
coagulacion intravascular diseminada (Tavares et al., 2004; McGlasson et al., 2007).

En cuanto al estudio de la destruccion del tejido, observado en el loxoscelismo
cutdneo, se han reportado andlisis histopatoldgicos en piel de conejo que indican que
la SMD de L. intermedia causa infiliracion de neutréfilos concomitante con disociacion
de fibras de coldgeno en la dermis. En relacidon a esto, en el 2009, Tamborugi et al.,
reportaron que la SMD induce la expresion de metaloproteinasas MMP-9 en neutrdfilos y
fibroblastos, sugiriendo que esto podria contribuir a la destruccion del tejido.

Por ofro lado, experimentos in vitro realizados por varios grupos de investigacion,
han demostrado que la SMD de Loxosceles tiene actividad enzimdtica sobre
esfingomielina, generando fosfoceramida o ceramida-1-fosfato (C1P) vy sobre
lisofosfatidilcolina (LPC) generando dacido lisofosfatidico (LPA).

1.5 La esfingomielina como susiraio de la SMD de Loxosceles.

La esfingomielina (SM) ademds de Fosfolipidos de % deltofalde - Distribucion en
membrana forf:g'rﬁk')?g;ge membrana
ser un componente estructural en las
membranas bioldgicas tfambién es una Monocapa
s . ~ 1 .z Monocapa
molécula importante en senalizacidon T |
- idi i 30
celular a través de los productos Fosfatidietanolamina I
. . Fosfatidilcolina 2 [ I
derivados de su metabolismo. Esfingomieina % 0
Fosfatidilserina 15 [
La composicion de estas diferentes Fosfatidilinositol |
. . Fosfatidilinositol-4-fosfato
especies moleculares de SM varia o , 5 e
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato E
enfre los diferentes tejidos, aunque se A "
. J Acido fosfatidico W
encuentran mayoritariamente las de

. Figura 3. Principales fosfolipidos de membrana
cadena acilo larga tales como SM con  plasmética. Se muestra el contenido de fosfolipidos

. . . . expresado en porcentaje relativo y su distribucion en
16:0, 18:0, 22:0 Y 24:1. la monocana interna v externa
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Las diferentes especies moleculares de SM estan asimétricamente distribuidas en la
parte externa e interna de la membrana plasmdtica, localizdndose mayoritariamente
en la monocapa externa de la bicapa fosfolipidica (Figura 3); también se encuentran
circulantes en plasma. En 1998 Bettger, et al., reportaron que las diferentes especies
moleculares (definidas por la longitud y saturacién del dcido graso constituyente) de
SM varian entre diferentes especies de animales y entre diferentes érganos y sueros, por
ejemplo la SMiso 24:0 C se encuentra en tejido de ratas pero no en humanos.

Considerando lo anterior, es posible que la SMD de Loxosceles genere diferentes
especies moleculares de lisofosfolipidos dependiendo de la especie molecular de la SM
que tenga como sustrato y del animal inoculado.

Hasta ahora, los efectos observados con el veneno de Loxosceles, indican que es
dermonecroético en conejos y humanos pero no en ratones. Esto podria relacionarse

con la diferencia de especies moleculares de SM presentes entre Ias especies animales.

1.6. Fosfoceramida

A la C1P se le considera un esfingolipido bioactivo. A nivel celular, la C1P puede
ser generada a partir de la ceramida derivada de esfingomielina por accién de la
ceramida cinasa, y también a partir de la esfingosina reciclada del metabolismo de

ganglidsidos.

En mamiferos, la biosintesis de C1P es catalizada por ceramida cinasa a fravés
de la fosforilacion de ceramidas derivadas de la degradacion de esfingomieling,
ganglidsidos o de sintesis de novo. La identificacion de ceramida 1 fosfatasa en
cerebro de rata y hepatocitos, sugieren que la ceramida y CI1P son interconvertibles
dentro de la célula. La CIP puede ser convertida a ceramida también por una
fosfohidrolasa de dcido fosfatidico localizada en la membrana plasmdtica.
Adicionalmente, la C1P puede ser generada a partir de esfingomielina por acciéon de
esfingomielinasa D de Loxosceles; es importante senalar que no se ha encontrado esta

actividad enzimatica en mamiferos (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de produccién de fosfoceramida (C1P) en células de mamifero. La flecha rosa

senala la generacién de fosfoceramida (C1P) a partir de la esfingomielina (SM) llevado a cabo por la

esfingomielinasa D (SMD) de Loxosceles. . Con flechas en rojo, se indican algunas respuestas celulares a

CI1P, entre ellas, la C1P activa la cPLA2 promoviendo la sintesis de eicosanoides mediadores de la

inflamacién y bloquea apoptosis de macréfagos in vitro. Edg: gen de diferenciacién endotelial, PP1:

proteina fosfatasa 1, PP2A: proteina fosfatasa A2, cPLA2: fosfolipasa Az citosdlica. Modificado de Futerman and

Hannun, 2004; Gémez, 2004.
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1.7. lisolosfatidiicolina: susiraio de ia SMD de Loxosceles.

La lisofosfatidilcolina (LPC) se encuenfra mayoritariamente en plasma, en
concentraciones alrededor de 200 uM. Existen diferentes especies moleculares que
varian en la longitud vy la saturacion de sus cadenas de dcidos grasos. Las especies
moleculares mayoritarias son LPC 16:0 C que constituye el 40% del total de LPC en
plasma, LPC 18:2 C el 20 % y LPC 18:1 C y LPC 18:0 C que constituyen del 10 al 15 %
(Ojala et al., 2007).

1.8 Acido lisofosfatidico

El dcido lisofosfatidico o lisofosfatidato (LPA) era conocido sdélo como un precursor
en la biosintesis de fosfolipidos tanto en células procariontes como en eucariontes. Sin
embargo, en la década de los 90°s se empezd a conocer tfambién como una molécula
de sendalizacion intercelular que es rdpidamente producida vy liberada por células
activadas, particularmente por plaquetas, para actuar en células blanco, a través de
receptores especificos. Se sabe que el LPA es un constituyente normal en suero y que se

encuentra unido a albumina en concentraciones micromolares (Moolenar et al., 1995).

Existen diferentes especies moleculares de LPA que varian en longitud y saturacion
de cadena de su dcido graso. Las especies de LPA con dcidos grasos saturados (16:0
C, 180 C) y dcidos grasos insaturados (16: 1 C, 18:1 C, 182 C, 20:4 C) han sido
detectadas en suero, plasma y plagquetas activadas (Figura 6). Interesantemente, estas
especies moleculares exhiben diferentes actividades biologicas, posiblemente por la
activacion diferencial de receptores para LPA. En general, el LPA con dcidos grasos
insaturados, el cual se produce iniciaimente por fosfolipasas A1 (PLA1), es
bioldgicamente mds potente que el LPA con dcidos grasos saturados, el cual se
produce inicialmente por fosfolipasas A2 (PLAz). Por ejemplo, el LPA con dcidos grasos
insaturados induce proliferacion de células de musculo liso in vitro, mientras que el LPA
con dcido graso saturado, no. Este tipo de observaciones sugieren que las diferentes
especies moleculares de LPA pueden tener diferentes funciones bioldgicas (Aoki, 2004).

A pesar de la ubicuidad vy relevancia fisioldgica del LPA, se conoce relativamente
poco de su fisicoquimica. Teniendo un grupo hidroxilo libre y un grupo fosfato, el LPA
(oleoil) es mucho mds soluble en agua que ofros fosfolipidos de cadena larga. AUn con
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esta hidrofilicidad, el LPA no permanece necesariamente asociado a la membrana
después de su formacion, y por lo tanto no siempre se detecta mediante
procedimientos convencionales para extraccion de lipidos. A diferencia de otros
lisolipidos, el LPA no causa lisis en las células bajo condiciones fisioldgicas porque su
cabeza estructural es relativamente pequena (Moolenar, 1995).

El LPA puede ser generado a través de la hidrdlisis de fosfolipidos preexistentes en
células activadas. El ejemplo mejor documentado concierne a las plaquetas activadas
con trombina, donde a la produccidn de LPA le sigue su liberacidn al medio
extracelular. La generacion de LPA de plaguetas se lleva a cabo a través de una
deacilaciéon de dcido fosfatidico mediada por fosfolipasa Az citosdlica (PLAz). AUn no
estd claro en que estadio de la activacion plaquetaria es producido el LPA y como se
libera hacia el ambiente extracelular. Dada la gran variedad de respuestas a LPA que
se han reportado, es poco probable que la produccion de LPA esté restringida a las
plaquetas. El LPA podria ser formado y liberado por células en respuesta a dano,
probablemente debido a la activacidon no especifica de fosfolipasas; muchos otros
tipos celulares permanecen sin explorar en su capacidad de producir LPA (Moolenar,
1995) (Figura 5).

Las concentraciones de LPA, en suero de mamifero, han sido estimadas en el rango
de 1 a 10 uM, siendo oleail, palmitoil- y araquidonail-LPA las especies predominantes.

Receptores para LPA

Se han descrito tres receptores para el LPA acoplados a proteinas G (Pena y Riego,
2005; Contos et al., 2000). Estos receptores se expresan en la mayoria de érganos y
tejidos de mamiferos. Las vias de senalizacion que se activan en respuesta al LPA son: 1)
via de las MAPK (proteinas cinasas activada por mitdgenos) responsables de la
proliferaciéon celular; 2) via de la fosfolipasa C (PLC) con la generaciéon de diacilglicerol
e IP3 y la consecuente activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la movilizacién de
Ca?; y 3) la activaciéon de GTPasas de tipo Rho produciendo rearreglos del
citoesqueleto y cambios de forma celular.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estingomielinasa D de Loxosceles

Si bien es cierto que aun no quedan claros los mecanismos moleculares y celulares
causantes de la fisiopatologia del loxoscelismo, existe evidencia suficiente que
demuestra que el componente principal y responsable de |la dermonecrosis es la
esfingomielinasa D (SMD) (también referida, en reportes recientes, como fosfolipasa D)
del veneno de Loxosceles.

Diversos estudios han demostrado que la esfingomielinasa D tfiene isoformas en su
mayoria con actividad enzimdatica. En Loxosceles reclusa y L. boneti se encontraron dos
isoformas activas de SMD con masa molecular que varia entre 32 y 34 KDa (Ramos et
al., 2004). Esfingomielinasas de tamano similar fueron descritas en los venenos de L.
infermedia, L. gaucho, y L. laeta.

En el 2002, Pedrosa y colaboradores generaron una toxina recombinante de L
laeta con actividad enzimdtica tal como la nativa; dicha toxina recombinante fue
capaz de producir hemdlisis en eritrocitos humanos y dermonecrosis en animales
experimentales. En este mismo reporte se demostrdé que cuando la toxina
recombinante es incubada inicialmente con un antisuero especifico, su actividad
dermonecrética es inhibida (Pedrosa et al., 2002). En ofro estudio, fres isoformas
recombinantes de SMD de L. boneti fueron obtenidas y analizadas en cuanto a su
actividad y dermonecrosis en conejos; las isoformas 1 y 2 presentaron actividad
enzimdtica y causaron dermonecrosis en conejo; la isoforma 3 no produjo
dermonecrosis y resultd ser enziimdticamente inactiva (Ramos et al., 2004). Resultados
comparables fueron reportados para las isoformas de SMD de L. infermedia por
Tambourgi et al., 1998. Cabe destacar que en todos los casos en los que la actividad
enzimdtica de la SMD es inhibida o no existe, la actividad necrdtica no se presenta.

En el laboratorio del Dr. Alagdn del Instituto de Biotecnologia, UNAM, se generd un
anticuerpo  monoclonal capaz de inhibir la actfividad enzimdtica de las
esfingomielinasas nativas asi como de las recombinantes de L. boneti y L. reclusa. Esta
inhibicion dio como resultado la neutralizacion de la actividad letal en ratén y
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dermonecrética en conejo, lo que sugiere que la letalidad y la dermonecrosis
causadas por SMD estdn relacionadas con la actividad enzimdtica.

En el 2005, Murakami et al., reportaron la estructura tridimensional de la SMD de L.
laeta, enzima que tiene 57% identidad con la de L. boneti. En dicha estructura se
muestra que los residuos de aminodcidos E32, D34y D91 participan de manera
importante en la unidn a magnesio (cation divalente indispensable para la actividad
de la enzima) mientras que las histidinas 12 y 47 funcionan como nucledfilos que inician
el ataque en el enlace fosfoéster del sustrato. Con base en estos resultados, en 2007, la
Dra. Rosana Sanchez y colaboradores, en el laboratorio del Dr. Alejandro Alagon,
mutaron la proteina recombinante de L. boneti en los sitios H11 y E31 (equivalentes a los
siios H12 y E32 de L. laeta) generando un par de mutantes inmunolégicamente
reactivas (por ensayo de ELISA), estructuralmente similares a la nativa (por dicroismo
circular) pero inactivas enzimdticamente. Ninguna de estas mutantes resulto ser letal en
ratén ni dermonecrdtica en conejo. Estos resultados demuestran que la toxicidad de la
SMD de Loxosceles esta fuertemente ligada a la actividad enzimdtica.

Por todo lo anterior, se concluye lo siguiente:

+ La SMD por si sola es la responsable de ocasionar la patologia del
loxoscelismo.

+ Cuando la actividad enzimatica de SMD es inhibida o no existe, la actividad
necrdtica no se presenta.

+ La toxicidad de la SMD de Loxosceles depende de la actividad enzimdtica.

La actividad enzimdtica de la  esfingomielinasa D consiste en la hidrdlisis de un
enlace fosfoéster en la esfingomielina, generando dos productos: fosfoceramida vy
colina. AUNn no estd claro como la SMD actia en la esfingomielina presente en
membranas celulares, sin embargo, tenemos la hipdtesis de que los fosfolipidos
derivados de la accion de la SMD sobre su sustrato estan implicados en la generacion
de necrosis (Figura 6y Figura 7).

Ademds de la esfingomielina, recientemente se han reportado otros sustratos de la
SMD de Loxosceles, por esta razdn en los Ultimos reportes se ha propuesto denominarla
fosfolipasa D y no esfingomieilnasa D ya que este Ultimo término restringe su significado
a una enzima que solo tiene actividad sobre esfingomielina. Es importante aclarar que



Antecedentes | 16

estos reportes refieren a ensayos in vitro por lo que se debe considerar la presentacion
del sustrato, es decir, si estdn unidos a albUumina, estructurados en micelas, etcétera.
También cabe mencionar que existen diferencias en la magnitud de la actividad
enzimdtica de la SMD presente entre las diferentes de Loxosceles, en general L. laeta
posee una mayor actividad que el resto de las especies hasta ahora reportadas.

En 2004, Van Meeteren y colaboradores reportaron actividad enzimdtica de la
SMD de L. laeta sobre lisofosfatidilcolina (LPC) unida a albumina, generando dcido
lisofosfatidico (LPA) y colina (Figura 7). Acorde a lo anterior, experimentos in vitro
senalan que las toxinas recombinantes de L. boneti y L. reclusa tienen actividad sobre
lisofosfatidilcolina asociada a albumina, y que tal actividad es menor que la observada
sobre esfingomielina (Olguin, 2006)

SMD —=1 _
Figura 6. Hidrdlisis de la esfingomielinasa D =g
(SMD) de Loxosceles sobre esfingomielina
liberando fosfoceramida y colina. En color
azul se muestra la cadena hidrocarbonada
no variable y en rojo se muestra el dcido
graso que puede variar en longitud vy
saturacién de la cadena.
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Posteriormente, en 2005, ensayos in vifro mostraron que la toxina recombinante de
L. reclusa ademds de tener actividad sobre esfingomielina, también presenta actividad
sobre LPC (Lisofosfafidilcolina), LPI (18:1-1-oleoil-Lisofosfatidilinositol), LPS (18:1-1-oleail-
Lisofosfatidilserina), LPG (18:1-1-Lisofosfatidilglicerol), LBPA (18:1-1-acido lisobifosfatidico),
Liso-PAF (liso-factor activador de plaguetas) y cPA (acido fosfatidico ciclico). A partir
de estos sustratos, excepto de Liso-PAF y esfingomielina, se genera acido lisofosfatidico
producto de la actividad enzimatica de la toxina (Lee y Lynch, 2005).
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Considerando el papel de los esfingolipidos y sus derivados como mediadores de
multiples respuestas celulares y también como componentes estructurales de la célula,

es muy interesante evaluar su efecto en la fisiopatologia del loxoscelismo.

Como se menciond anteriormente, existen importantes diferencias cuando se
evalla el efecto del veneno in vivo respecto a ensayos in vitro por lo cual resulta
importante la evaluacion de los productos (fosfoceramida vy lisofosfatidatos) generados
por la foxina de Loxosceles en ensayos in vivo en conejos como modelo de
loxoscelismo local (dermonecrosis) y en rafones como modelo sistémico, ya que se ha
reportado que en ratones no hay dermonecrosis pero si se presentan efectos sistémicos
que llegan a la muerte.

2.2. Fosfoceramida (C1P)

En los Ultimos anos se han publicado distintos reportes en los que la CI1P estd
implicada en diversas funciones bioldégicas que varian dependiendo del tipo celular.

In vitro, se ha reportado que la CIP es mitogénica en fibroblastos, bloquea
apoptosis de macréfagos, controla la fagocitosis en neutrdfilos, y es mediador en

respuestas inflamatorias.

En 2004, se reporté que la SMD incrementa la liberacion de acido araquidénico en
células de carcinoma de pulmon A549. Los autores de este frabajo concluyen que este
efecto se debe a la C1P generada por la SMD ya que se observd que en células pre-
fratadas con esfingomielinasa C, lo cual hidroliza la esfingomielina generando
ceramida, y por lo tanto remueve el sustrato de la SMD, se inhibe la liberacidn de dcido
araquidoénico. Este frabajo muestra que la esfingomielina es necesaria como sustrato
para SMD y que la CI1P es la responsable de la liberacion del dcido araquiddnico
(Pettus et al., 2004).

Acorde a lo anterior, se ha propuesto que la CIP pudiera contribuir al proceso
inflamatorio observado en el loxoscelismo promoviendo la liberacidon del dcido

araquidoénico y en consecuencia la sintesis de eicosanoides (Gomez, 2004).
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2.3 Acido ksolosfalidico (LPA)

Si bien aun no han sido exploradas con precision todas sus funciones fisioldgicas y
patolégicas, actualmente se sabe que el LPA es un lisoderivado lipidico que estd

involucrado en varias respuestas bioldgicas.
En los Ultimos 10 anos, se han reportado las siguientes funciones del LPA:
% El LPA es generado por plaguetas activadas después de un dano endotelial

durante la coagulacién sanguinea, favoreciendo la agregacion plaquetaria.
(Ruwisch ef al., 2001 y Baker et al., 2001).

0,
°

Puede afraer y activar monocitos y macréfagos humanos circulantes en el sitio
de la lesion vascular (Fueller et al., 2003; Tigyi, 2001; Goetzl, 1998; HI a T, 2001).

®
L4

Estimula migracion y proliferacion de células endoteliales y la expresion de
moléculas de adhesidon endotelial asi como la adhesidn de monocitos a células
endoteliales (Rizza, 1999; Siess, 2002).

72
%

Bloguea apoptosis en monocitos y macréfagos, en  concentraciones
nanomolares (Eichholtz, 1993; Yatomi, 1997).

7
°n

Estimula linfocitos T para migrar y secretar IL-2 y metaloproteasas de matriz
extracelular (Goetzl, 2000; Zheng, 2001)

0,
°

Mediante la activacion de NF-kB aumenta Ila expresion de genes
proinflamatorios en células endoteliales (Palmetshofer, 1999).

% In vitro, el LPA en concentraciones micromolares promueve exposicion de
fosfatidilserina en eritrocitos de humano, generando pérdida de asimetria vy
hemoalisis. (Seung et al., 2007).
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Algunas de las funciones reportadas para el LPA pueden iniciar y perpetuar
procesos patofisioldgicos como la inflamacidén. Es muy posible que varios de los efectos
del veneno de la arana Loxosceles se deban a una aberrante produccion de LPA y su
subsecuente senalizacion descoordinada.

Las caracteristicas estructurales del LPA que son importantes para su actividad
bioldgica estdn en estudio. Un hallazgo consistente es que la mdxima actividad de LPA
es observada con cadenas acilo de longitud grande (Cis a C20) y que la actividad baja
con la disminucion de la longitud de la cadena acilo.

2.4. Macrélagos

Como ya se menciond antferiormente, los mecanismos fisiopatoldégicos del
loxoscelismo apenas se empiezan a conocer. Sin embargo, estudios previos han
demostrado que inicia como un proceso inflamatorio que se prolonga, exacerbando
la respuesta inflamatoria que culmina en dermonecrosis.

Diferentes andlisis histopatoldgicos de la dermonecrosis inducida por la SMD de
Loxosceles han mostrado un reclutamiento masivo de neutrdfilos, sin embargo, varios
experimentos in vitro demuestran que los neutrdfilos no son directamente activados por
la SMD (Smith et al., 1970; Patel et al., 1994, Domingos et al., 2003 y Tambourgi et al.,
2005). Esto sugiere la participacion de moléculas de transduccidon de senales como
intermediarias en la activacion, migracion y acumulacién de neutrdfilos en la pared
endoftelial de los vasos sanguineos.

Con base en lo anterior, surgio la hipdtesis de que la fosfoceramida (C1P), generada
por accidon de la SMD de Loxosceles, estimula la produccidon del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). Este factor participa en el proceso inflamatorio promoviendo la
expresion de moléculas de adhesidon para neutrdfilos en las células del endotelio y
estimulando la secrecion de quimiocinas en macréfagos, entre ellas, IL-8 que es un

potente factor quimiotdctico para los neutrdfilos.

Al respecto, en el 2003 ensayos in vitro mostraron que el veneno de L. gaucho en
presencia de esfingomielina adicionada induce la liberacion de TNF-a en macréfagos
murinos (Domingos ef al., 2003).
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Cabe mencionar que durante el proceso inflamatorio, los macréfagos juegan un
papel critico en la iniciacidon, el mantenimiento, y la resolucion de la inflamacion,

activandose y desactivindose durante el proceso.

En el proceso inflamatorio los macréfagos llegan poco después de los neutrdfilos .
Son atraidos por varios mediadores entre los que se incluyen las proteinas
quimioafrayente de macrofagos MIP-1a y MIP-1B. Estos macréfagos son  células
activadas que muestran incremento de la fagocitosis y de la liberacion de mediadores

y citocinas que contribuyen a la inflamacion.

Los macréfagos también participan en la Ultima parte de la fase inflamatoria,
regulando la llegada de monocitos v fibroblastos, liberando factores angiogénicos y de
crecimiento, los cuales son importantes para la migracion y proliferacion celular y la
formacion de la matriz extracelular. Se consideran las células clave en la fransicion

entre la fase inflamatoria y la de proliferacion.

Por otro lado, la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-1a, IL-1B, IL-6 y TNF-0)

por los macréfagos perpetia el proceso inflamatorio

Los macrofagos llevan a cabo sus funciones, en gran parte, a fravés de vias de
senalizacion que involucran la via de las MAPK.

2.5 p 38 MAPK (Proleinas cinasas aclivadas por mitégeno)

En mamiferos, el término general MAPK (mitogen-activated protein Kinase)
comprende a una superfamilia de proteinas cinasas que pueden ser activadas por una
amplia variedad de estimulos. Su activacion depende de la senal iniciada por
receptores de factores de crecimiento fosforilados en tirosina, receptores de hormonas
(como la hormona del crecimiento), receptores asociados a proteinas G o de
receptores de citocinas inflamatorias como los de la familia del TNF-a.

La activacion de las MAPKs en respuesta a estos estimulos controla la expresion de
genes, el metabolismo celular y funciones del citoesqueleto, confribuyendo a la
regulacion de procesos celulares tan complejos como la migracion, la mitogénesis, la

diferenciaciéon o la supervivencia celular.
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Las MAPK se clasifican en fres grupos dependiendo del estimulo que induce su
activacion.

1. ERK-1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase)
2. JNK/SAPK1 (c-Jun NH2-terminal Kinase/Stress-Activated Protein Kinase 1)
3. SAPK2 (Stress-Activated Protein Kinase 2)

La activacion de cada familia de MAPK se produce en forma de cascada. Dicha
cascada estd formada por tres mddulos con actividad cinasa, donde los miembros del
maodulo superior fosforilan y activan a los miembros del mdédulo inferior. Estos mddulos se
esquematizan como MAPKKK-MAPK-MAPK. De esta manera, el tercer moddulo,
correspondiente a las familias ERK, JNK y p38 (MAPK) serdn fosforiladas y activadas por
las MAPKKs y éstas a su vez serdn fosforiladas y activadas por serina/treonina quinasas
que funcionan como MAPKKK.

En general, los estimulos mitogénicos promueven principalmente la activacion de
las cinasas ERK, mientras que estimulos de estrés celular inducen la activacion de
JNK/SAPK1 y SAPK2 cuyo componente principal es p 38.

Activacion de p38

Este subgrupo de las MAP cinasas comprende a cuatro miembros de serina/freonina
cinasas de 38 KDa, de ahi su nombre. Estas isoformas son conocidas como p38a
(también denominada SAPK2a), p38p (SAPK2b), p38y (SAPK3 o ERKé) y p385 (SAPK4).
Son fuertemente activadas in vivo por condiciones de estrés en el entorno celular y

citocinas inflamatorias.

La activacién de la MAPK p38 estd involucrada con la regulaciéon de movilidad
celular y también con la fosforilacion de la fosfolipasa citosdlica A2 (CPLA2) teniendo un
papel relevante en el inicio y regulacion de la produccidon de eicosanoides los cuales
son mediadores del proceso inflamatorio (Kramer et al., 1996).

Por lo anterior, es intferesante conocer si la SMD de Loxosceles es capaz de activar la
MAPK p38 en macréfagos. También seria importante discernir si la activacion de la
MAPK p38 es atribuible a la actividad enzimdtica de la SMD, lo cual pudiera implicar la
participacion de los productos generados de la hidrdlisis de esfingomielina.
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3. JUSTIFICACION

El entendimiento de la implicacion de fosfoceramida vy lisofosfatidato en relacion a
mecanismos de dano celular e inflamacién es importante para definir los primeros
eventos de la fisiopatologia del loxoscelismo. Este conocimiento pudiera ser Util para

sugerir nuevas alternativas ferapéuticas.

4. HIPOTESIS

Los productos de la actividad de la SMD, fosfoceramidas o lisofosfatidatos, son los
responsables de disparar los mecanismos fisiopatoldgicos que terminan en
dermonecrosis y en los efectos sistémicos.

La accidon de las fosfoceramidas vy lisofosfatidatos varia de acuerdo al acilo
substituyente.

5. OBJETIVOS
Objetivo General

Andlizar la capacidad de varias especies moleculares de lisofosfatidatos y

fosfoceramidas para inducir dermonecrosis en conejos y efectos sistémicos en ratones.
Objetivos Particulares

e Estudiar el efecto de diferentes especies lisofosfatidatos y fosfoceramidas
inyectadas por via infradérmica en conejos.

e Evaluar la toxicidad de diferentes especies de lisofosfatidatos y fosfoceramidas
inyectadas por via infravenosa en ratones.

e Evaluarla actividad de la SMD de Loxosceles sobre eritrocitos.

e Evaluarsila SMD de Loxosceles es capaz de activar la p38 MAPK en macréofagos

murinos peritoneales.
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6. MATERIALES Y METODOS
é.1. Eshralegia experimenial

La siguiente tabla expone la estrategia experimental del presente proyecto, el cual
se divide en dos partes. La primera parte consta de la evaluacion de los efectos in vivo
de lisofosfatidatos (LPA) y fosceramidas (C1P), ufilizando como modelo de loxoscelismo
local el conejo y como modelo sistémico el ratdn, esto se propuso con base en la
experiencia previa que indica que la SMD de Loxosceles causa dermonecrosis en
conejos, mientras que en ratones provoca muerte sin evidencia de dermonecrosis, 10s
mecanismos celulares y moleculares por los que ocurre esta diferencia aun se
desconocen. La segunda parte se refiere a la evaluacion de los efectos a nivel celular
de la SMD de Loxosceles, se utilizaron eritrocitos como sustrato para medir la actividad
enzimdtica de la SMD, ya que hasta ahora solo se tienen antecedentes de valores de

actividad enzimdtica sobre esfingomielina unida a albUmina pero no en un modelo

celular; por otfro lado, se usaron macréfagos peritoneales murinos para evaluar la
activacion de MAPK p38.

1. Evaluacién de los 1.1. LOCALES
efectos provocados in
VIvo por: . |ﬂyeC,CIQh vid Monitoreo de efectos locales
intfradérmica de
LPA LPA y C} P en
6:0C,140C,160C, 17:0 CONE€Jos
C,180C, 181 Cy204C
1.2. SISTEMICOS Observacion de efectos en
CiIP2.0C,80Cy14:0C comportamiento y signos vitales
' Inyeccion via
Y ofras C1P generadas in  TSTEVINeIeeRs (SR Letalidad
=N ilglelelaal=] [gle
Actividad enzimdatica de la SMD
. sobre eritrocitos mediante el
2. Evaluacion de los 2.1. ERITROCITOS método modificado de Amplex
efectos provocados a Red®
nlvelé:eeﬂ?(ro?serESSMD ) Activacion de la MAPK p38
2.2. MACROFAGOS Mediante Western Blot para
detectar la proteina p 38 fosforilada
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6.2. Preparacién LPAy C1P

4.2.1. Establecimienio de lus canlidades de LPA y C1P para inoculacién en animales

Dado que 10 yg de SMD generan una clara dermonecrosis en conejo y que la
dosis letal media (canfidad de veneno necesaria para causar muerte en el 50% de una
poblaciéon establecida) de la SMD recombinante de L. boneti en ratones cepa BALB/c
es de 5 pg/raton, se fomaron los valores de actividad de la toxina sobre
lisofosfatidilcolina (LPC) y sobre esfingomielina (SM) para calcular la cantidad de
producto que se podria liberar con 10 ug de SMD en 1 hora.

Cdlculos de las C1P:

La SMD tiene una AE = 1.33 U/mg sobre SM (Ramos et al., 2004). Por lo tanto, se podrian
generar 0.8 umoles (500 ug) de producto (C1P) /1Th/10 ug de SMD.

Para el caso de los LPA:

La SMD actua a razén de 212 nmol /min/mg, sobre LPC 18:1 como sustrato (van
Meeteren et al., 2004). Por lo tanto se podrian generar aproximadamente 0.1 umoles (50
Mg) de producto (LPA)/1h/10 ug de SMD.

Cabe mencionar que con base en este Ultimo cdiculo, se realizaron ensayos
preliminares en los que se inyectaron ratones con 50 ug de LPA sin embargo no se
observd efecto alguno, posteriormente se inyectaron otros ratones con 100 ug de LPA
dando el mismo resultado por lo que se decidié trabajar con 500 pg de LPA que
equivale a aproximadamente 1umol (Tabla 1), misma cantidad que resultd de los
cdlculos para la C1P.
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Tabla 1. Relacidon de micromoles de las diferentes especies moleculares de LPA en 500 ug.

Especie molecular de LPA pgmoles en 500 ug
20:4 C 1.05
18:1C 1.09
18:0C 1.09
17.0C 1.2
16:0C 1.16
14:0C 1.24
6:0C 1.74

4.2.2. Preparacién de LPA y C1P disponibles comerciaimenie

Inicialmente para solubilizar los lisofosfatidatos (LPA) y fosfoceramidas (C1P), se le
adicionaron diferentes proporciones de etanol:agua (conforme a lo recomendado por
la casa comercial Avanti Polar Lipids®) y posteriomente se sonicaron. El proceso de
sonicacion se redlizé siempre antes de inyectar los productos (LPA y C1P) en el animall

en estudio: conejo o raton.

Como control negativo, se inyectaron ratones con la proporcién de etanol:agua
usada en la preparacion de LPA y CIP y se observd que el etanol altera el
comportamiento normal del ratdn, para evitar que esto interfiriera con el efecto que
pudieran provocar las C1P y los LPA , a las preparaciones de LPA y CI1P se les evapord
el etanol bajo N2 y se les adicioné agua para llegar a la concentracion establecida,
posteriormente se sonicaron formando suspensiones homogéneas y traslicidas en el
caso de los LPA 6:0 C, 14.0 C, 16:0 Cy 18:1 C. mientras que con los LPA 20:4 C, 18 0Cy
17:0 C se obtuvieron soluciones homogéneas pero no fraslucidas.

Para comprobar que, durante el paso de los LPAs de etanol:agua a Unicamente
agua, se mantiene la cantidad del LPA y no se pierde por adherencia al tubo, se

realizo lo siguiente:

Se prepard una muestra LPA 18:1C en etanol: agua y otra muestra de LPA 18:1 C en
etanol: agua a la que se le evapord el etanol bajo N2 y se agjusté con agua a la
concentracion establecida. Posteriormente, de estas muestras se aplicaron por
separado 50 y 17 microgramos de cada una en una capa fina de gel de silica sobre

vidrio y se expuso a vapor de yodo durante 40 minutos.
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Los resultados demuestran que se mantiene aproximadamente la misma
cantfidad de LPA (Figura 8) en la suspension de LPA en etanol:agua y después de la

evaporacion del etanol y resuspensidon en agua sola.

LPA 18:1 C
50 ug 17 ug

En etanol:agua (1:1)

En agua

Figura 8. Acido lisofosfatidico (LPA) en capa fina tefida con vapor de yodo. En una capa fina de silica, se
colocaron 50 y 17 ug de LPA 18:1 resuspendido en etanol:agua (1:1) (imdgenes superiores izquierda y
derecha) y en ofro punto se colocaron las mismas cantidades de LPA que fueron resuspendidos en
etanol:agua (1:1) posteriormente evaporados de etanol bajo N2 y resuspendidos en agua sola (imdgenes
inferiores izquierda y derechal). Se observa una intensidad similar en la fincién tanto en las preparaciones
en etanol:agua como en las preparaciones que quedaron con agua sola, lo cual indica que no hay una
pérdida de muestra durante la evaporacién de etanol y posterior resuspension en agua.

4.3. Obtencién de C1P a pariir de dilerentes especies moleculares de SM

6.3.1. Especies moleculares de estingomielings usadas come susiraio para oblener C1P

Para ampliar el rango de C1P a evaluar en ratones y conejos, se decidid obtener
otras especies moleculares diferentes a las disponibles comercialmente. Para ello, se
utilizd la SMD recombinante de L. boneti y como sustrato se utilizaron por separado las
siguientes esfingomielinas (SM):

e SM de leche con especie molecular mayoritaria de 23:0 C.

Los porcentajes de cada especie molecular presentes en la SM de leche (Avanti
Polar Lipids) son los siguientes: 33% de 23:.0 C, 20% de 24:0 C, 19% de 22.0 C, 19 % de
16:0C,3% de 24:1C,3% de 18:0C, 2% de 20:4 Cy 1 % de 20:.0 C.

e SM de cerebro de bovino con especie molecular mayoritaria de 18:0 C

Los porcentajes de cada especie molecular presentes en la SM de cerebro de
bovino (Avanti Polar Lipids) son los siguientes: 46% de 18:0 C, 7% de 22:0 C, 6 % de
24:1 C, 5% de 20:0 C y 34 % de ofros no identificados.
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e SM de eritrocitos de origen porcino, cuya especie molecular mayoritaria es de 24:
0 C (Matreya LLC).

e SM 18:1 C (Avanti Polar Lipids)

¢ SM 12:0 C (Avanti Polar Lipids)

4.3.2. Frocedimiento para la oblencién de la SMD recombinanie de L. boneli

El cultivo celular y la expresion de SMD recombinante de L. boneti se realizd
siguiendo el protocolo previamente desarrollado (Olvera et al., 2006) y optimizado que
a confinuaciéon se describe: se realizdé un precultivo celular, inoculando una pequena
cantidad de la bacteria E. coli fransformada, en medio LB (Luria-Bertani) con 100 pg/mL
de ampicilina, se incubd a 37°C, en agitacion constante, toda la noche.
Posteriormente, se tfransfiieron 10 mL del precultivo a 50 mL de medio LB con 100 pg/mL
de ampicilina, se incubd a 30°C, en agitacidon constante hasta alcanzar una OD 0=
0.6. Para inducir la proteina (SMD) se incubd con 0.1 mM de IPTG a 20°C, en agitacion

constante durante 16 horas.

Para obtener la SMD soluble, el cultivo se centrifugd a 8000 rom a 4°C durante 20
minutos. El pellet se resupendié en 4 mL de buffer de lisis Bug Buster (Novagen®), 25
U/mL de benzonasa (Novagen®) y 1 KU/mL de lisozima (Novagen®), se incubd 20
minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Después, se centrifugd a 13000
rom durante 25 minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante (SMD soluble).

Partiendo del sobrenadante, la SMD se purificd por cromatografia de afinidad
usando una resina acoplada a Niquel (Ni-NTA Invitrogen®). Una vez, colocado el
sobrenadante en la columna, se realizaron lavados con PBS (Buffer Salino de Fosfatos) +
25 mM imidazol para evitar el pegado inespecifico de otras proteinas y se eluyd con
PBS + 250 mM de imidazol.

La SMD recombinante se dializd contra PBS y se analizé por SDS-PAGE (12.5%) de
acuerdo a los protocolos estandar (Laemmli, 1970) en condiciones reductoras y tincion
con azul de Coomasie. La concentracion de toxina dializada se determind por el
método de cuanificacion del dcido bicinconinico (BCA-Pierce®). La actividad
enzimdtica de la SMD se determind mediante el Kit comercial de Amplex Red
(Invitrogen®).
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4.3.3. Precedimienio para la oblencién de C1P a porik de SM uliizande la SMD de
Loxesceles

Para obtener C1P a partir de SM, se preincubaron 10 ug de la SMD recombinante
de L. boneti en el buffer de reaccién [0.1M TrisHCI pH 7.5, 10mM MgCl2, 4mg/mL BSA] a
37°C durante 30 minutos, después se adicionaron 5 mM de SM (ver seccion 6.3.1.) en
tritdn X-100 2% y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente se
llevd a ebullicion durante 5 minutos para inactivar la SMD presente en la preparacion,
se cenfrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto, se recuperd el sobrenadante y se sonico
previo a lainyeccién en el animal en estudio.

Considerando que se inyecta el sobrenadante a los animales y que en tal
sobrenadante pudiera quedar algun remanente de la SMD hervida, se evalud si la SMD
se inactiva por ebullicién y por lo tanto no genera algun efecto en los animales. Para
ello, se incubaron 10 ng de SMD en buffer de reaccién a 37°C durante 30 minutos y se
hirvié durante 5 minutos, se centrifugd a 14000 rom durante 1 minuto, se recupero el
sobrenadante, se sonicd y se inyectd en el animal en estudio. Los resultados mostraron
que sometida a ebullicién, la SMD se inactiva y no produce efecto en el animal.

Como control negafivo, se sometid el buffer de reaccion a las condiciones
mencionadas en el primer pdrrafo de esta seccidn, sin SMD vy sin SM, el sobrenadante

resultante se sonicd antes de inyectarlo en los animales.

Otro control del ensayo fue la incubacién de SM en las condiciones de reaccion
pero adiciondndole SMD previamente inactivada por ebulliciéon, de esta manera, en el
sobrenadante se obtuvo solo SM, éste se sonicd e inyectd en animales para comparar
el efecto de la SM a partir de la cual se obtuvo la C1P y el efecto provocado por la
CI1P.

También, se inyectd la SM sola sin haber sido tratada en la condiciones de
reaccion enzimdtica, esto para observar si provocaba un efecto diferente en
comparacion con la SM que si se expuso a las condiciones de reaccién enzimdtica.
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4.3.4. Deleccidn indirecia de C1P preducida peor la SMD o pariir de esfingomieling.

Para comprobar que se genera CIP a partir de SM en las condiciones de
reaccion enzimdtica detalladas en la seccidon 6.3.3., se propuso detectar colina en el
sobrenadante, esto con fundamento en que la SMD hidroliza un enlace fosfoéster de la
SM liberando dos productos: colina y CI1P, si esto se lleva a cabo correctamente

entonces la colina puede estar presente en el sobrenadante de la reaccion.

Con base en lo anterior, se readlizé la determinacion de colina en los
sobrenadantes mediante una modificacién al método Amplex Red® el cual hace uso
de una colina oxidasa, la cual oxida a la colina, generando betaina y perdxido de
hidrogeno. El perdxido reacciona con el reactivo de Amplex Red® (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina) en presencia de la peroxidasa (HRP) y genera un compuesto
colorido conocido como resorufina el cual se midié por Absorbancia a 550 nm (Figura
9).

Como conftroles negativos para el ensayo se usaron la mezcla de reacciéon en

ausencia de SMy SMD, y la mezcla de reaccion con la SM sin SMD.

4.4 Inoculacién de LPA y C1P en conejos y raiones

Como modelo de loxoscelismo local, se ufilizaron conejos raza Nueva Zelanda,
hembras de 2 a 3 Kg, se les rasurd el dorso y se les inyectd el LPA o la CI1P por via
infradérmica, por ofro lado, como modelo del loxoscelismo sistémico, se utilizaron
ratones de la cepa BALB/c de 18 a 20 g, se les inyectd LPA o C1P por via infravenosa en

la vena caudal.

Los animales fueron suministrados con alimento y agua ad libitum y mantenidos
conforme a la NOM-062-Z00-Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y

uso de animales de la laboratorio.
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4.5. Medicién de actividad de SMD de Loxosceles sobre evilrocilos

6.5.1. Prueba de eslabilidad de edirocilos en diferenies bulfers

Antes de llevar a cabo el ensayo de medicion de actividad de la SMD de
Loxosceles sobre eritrocitos, se realizd una prueba de estabilidad de los eritrocitos en
diferentes buffers, esto con la finalidad de establecer la mejor condicion experimental
en la que no se tuviera lisis de eritrocitos asociada al buffer de incubacion.

Para ello, se colectd sangre humana en PBS 1X, los erifrocitos se aislaron por
centfrifugacion a 750 g durante 5 minutos y se lavaron 2 veces con PBS 1X,
posteriormente se separaron en diferentes tubos y el pellet se resuspendié en los
diferentes buffers de prueba (quedando a 5% de eritrocitos).

Se probaron tres buffers: PBS 1X, buffer de reaccién enzimdtica [100 mM Tris HCI pH
7.5, 10 mM MgClz, 4 mg/mL BSA] y buffer de reaccion enzimdtica adicionado con 40
mM de NaCl.

Una vez colocados los eritrocitos en el buffer correspondiente, se incubaron a
temperatura ambiente y con agitacion suave durante 30, 60, 120 y 180 minutos,
transcurridos los diferentes intervalos de tiempo, se cenfrifugaron y se colectd el
sobrenadante al cual se le midid la absorbancia a 570 nm (A s70 nm) para estimar la
cantidad de hemoglobina liberada como un indicador de lisis celular y por lo tanto de
la estabilidad de los eritrocitos.

Los resultados mostraron que el buffer de actividad enzimdtica adicionado con 40
mM de NaCl, es la mejor condicidn para mantener los eritrocitos hasta por 180 minutos,
ya que generd los valores mas bajos de A s70 nm indicando una menor liberacion de
hemoglobina y mayor estabilidad de los eritrocitos (Tabla 2).
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Tabla 2. Ensayo de estabilidad de erifrocitos. Valores de absorbancia a 570 nm (A s70nm) del sobrenadante
de eritrocitos incubados en PBS (Buffer salino de fosfatos), buffer de actividad enzimdtica [100 mM Tris HCI
pH 7.5, 10 mM MgCl2, 4 mg/mL BSA] y buffer de actividad enzimdtica adicionado con 40 mM de NaCl.

Tiempo(min) | Buffer de incubacién de eritrocitos A s70nm del sobrenadante

30 PBS 0.152
Buffer de actividad enzimdtica 0.135
Buffer de actividad enzimdtica + 0.062
40mM NaCl

60 PBS 1 0.287
Buffer de actividad enzimdtica 0.157
Buffer de actividad enzimdtica + 0.082
40mM NaCl

120 PBS 0.305
Buffer de ensayo 0.337
Buffer de ensayo + 40mM NaCl 0.119

180 PBS 1X 0.325
Buffer de ensayo 0.670
Buffer de ensayo + 40mM NaCl 0.163

6.5.2. Ensayo de aclividad de diterenies canlidades de SMD sobre evilreciios.

Tomando como referencia los resultados generados en el ensayo de estabilidad
de los erifrocitos (seccidn 6.5.1.), se redlizaron preparaciones con eritrocitos (de sangre
humana y sangre de conejo por separado) al 5% en buffer de actividad enzimdatica
adicionado con NaCl [100 mM Tris HCI pH 7.5, 10 mM MgCl2, 4 mg/mL BSA, 40 mM
NaCl], se estimularon con diferentes cantidades de SMD recombinante de Loxosceles y
como control (“blanco”) se colocaron los eritrocitos sin SMD, todas las preparaciones se
incubaron a 37° C durante 30 minutos en agitacion suave, al término se centrifugaron a
2000 rom durante 1 minuto y se recuperd el sobrenadante.

Posteriormente, se tomaron 100 microlitros del sobrenadante obtenido de cada
una de las preparaciones y se andadlizaron por separado con el método de Amplex
Red® (Invitfrogen) en el cual la colina liberada (por accién de la SMD sobre
esfingomielina) es oxidada y mediante reacciones acopladas se genera un compuesto
colorido que se mide por absorbancia a 550 nm (Figura 9).

Cabe mencionar que se también se realizaron ensayos variando el porcentaje de
eritrocitos incubando con una cantidad fija de SMD siguiendo el mismo procedimiento
general descrito arriba.
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Método colorimétrico Amplex Red ©
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Figura 9. Esquema del método colorimétrico Amplex Red®. El método se basa en el uso de la
colina oxidasa la cual oxida a la colina (liberada por accién de la SMD de Loxosceles sobre
esfingomielina), generando betaina y perdxido de hidrégeno que reacciona con el reactivo de
Amplex Red® (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina) en presencia de la peroxidasa (HRP) y genera un

compuesto colorido conocido como resorufina el cual se mide por absorbancia a 550 nm.
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4.4. Aclivacién de la MAPK p38 en macréfagos

4.4.1. Oblencién de SMD recombinanie y SMD muionie de Loxosceles

Las SMD de Loxosceles utilizadas para estimular los macréfagos, se obtuvieron y
analizaron tal como se describe en la seccién 6.3.2.

6.4.2. Puiificacién de macrélagoes

Se inyectaron ratones de 18 a 20 g de las cepas BALB/c y C57 (Harlan) con 1T mL
de tioglicolato 3% por via intraperitoneal, se mantuvieron en condiciones estériles
durante 3 dias y se sacrificaron por dislocaciéon cervical. Para cosechar los macréfagos
peritoneales, se lavd la cavidad peritoneal 3 veces con 5 mL de PBS estéril frio, se
centrifugd a 125 X g durante 5 minutos y se recuperaron las células en 5 mL de RPMI
completo (10% suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 1U/mL de penicilina, 1 pg/mL
de estreptomicina y 4.5 mg/mL de glucosa), posteriormente se cultivaron en cajas de
Petri 1X10¢ células en 5 mL de RPMI completo y se incubaron durante 1 hora a 37°C
con 5% CO2 y 90% humedad. Después, se lavaron las cajas de Petri con PBS para
eliminar las células no adheridas. A las células adheridas se le adiciond 5 mL de RPMI
completo y se mantuvieron durante 24 h a 37°C con 5% CO:2 y 90% humedad, para su

posterior estimulacion (Montero, 2008).

4.4.3. Estimulacién de macrélages

Los macréfagos adheridos se estimularon en 2 mL de RPMI completo con
diferentes estimulos por separado: 1 ug de SMD recombinante de Loxosceles, 1 ug de
SMD mutante (inactiva enzimdticamente) de Loxosceles, como control positivo 10
ng/mL de lipopolisacdrido (LPS) y como control negativo buffer de fosfatos salino (PBS).

4.4.4. Bxiracios tolules de proleina

Después del estimulo, los macréfagos se lavaron con PBS frio y se prepararon
exfractos totales de proteina. Para ello, los macréfagos se resuspendieron en buffer de
lisis (Tris 20 mM pH 7.4, NaCl 250 mM, B-glicerolfosfato 25 mM, PPiNa 2 mM, EDTA 2 mM
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pH 7.4, Tritdbn X-100 1% y glicerol 10%) complementado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (anfipaina 5 pg/mL, aprotinina 5 ug/mL, DTT 0.5mM, leupeptina 5 pg/mL,
pepstatina 5 ng/mL, PMSF 1T mM, 200 mM NasVOy), se incubaron 15 minutos a 4°C y se
centrifugaron a 14 000 X g durante 10 minutos a 4°C; se recuperaron los sobrenadantes

y se guardaron a -70°C para su posterior andlisis.

6.4.5. Wesliem Blot pora detecior p38 fosterilada.

Los extractos totales se descongelaron y se les cuantifico proteina por el método de
Bradford usando el microensayo de BioRad Protein Assay®. Se analizaron 40 pug de
proteina por SDS-PAGE al 12% a 40 mA durante 75 minutos, posteriormente se hizo la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um (humedecida en buffer de
transferencia: Tris 25 mM, glicina 200 mM, 20% metanol) durante 20 minutos a 100 volts.
Se realizé el bloqueo en la membrana con leche al 5% en TBST (Tris HCI 20 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM, 0.1% Tween 20) durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se lavd la membrana con TBST y se incubd toda la noche en agitaciéon suave a 4°C
con el anficuerpo primario (anti fosfo p-38 Mouse Ab # 9216S de Cell signaling) en
dilucion 1:500 en TBST con 5% BSA. Se lavd la membrana 3 veces con TBST durante 5
minutos y se incubd con el anticuerpo secundario (cabra anti IgG ratdon-HRP) en
diluciéon 1:2000 en TBST con 5% de leche durante 1 hora y con agitacion suave a
temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se lavé con TBST 3 veces

durante 5 minutos y se reveld por quimioluminiscencia (ECL, Amersham).

Como control, se detectaron los niveles totales de la MAPK p38 usando un
anficuerpo anti p-38 (Santa Cruz Biotechnology, INC).



Resultados y Discusion | 35

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo estd organizado en 4 secciones principales. Las secciones 7.1.y 7.2.
presentan los resultados de los efectos locales en conejos y efectos sistémicos en
ratones producidos por los productos fosfoceramida (C1P) y lisofosfatidato (LPA). En la
seccion 7.3. se muestran los resultados de la actividad enzimdtica de la SMD de
Loxosceles sobre eritrocitos y en la seccidn 7.4. se presentan los resultados de
activacion de la MAPK p38 en macréfagos murinos peritoneales estimulados con la

SMD de Loxosceles.

2.1. Efecios locales

7.1.1. Heclos locales provecades por LPA

Inoculacién por separado, de diferenies especies moleculores de LPA

Como se menciond en los antecedentes, se ha reportado que la SMD de
Loxosceles posee actividad enzimdtica sobre lisofosfatidilcolina y otros lisolipidos
generando dcido lisofosfatidico o lisofosfatidato (LPA) (Van Meeteren et al., 2004;
Olguin, 2006; Lee y Linch, 2005) y dado que la SMD por si sola es capaz de ocasionar la
fisiopatologia del loxoscelismo, en este frabajo se analizd la capacidad de LPA para
generar la dermonecrosis que se presenta en el loxoscelismo local.

El LPA es una molécula cuyo grupo acilo sustituyente puede variar en cuanto a
la longitud de la cadena y saturacion de la misma dando lugar a diferentes especies
moleculares que se relacionan con diferentes actividades bioldgicas, esto es
posiblemente por una activacion diferencial sobre los distintos receptores para LPA
(Aoki, 2004). Tomando en cuenta lo anterior, en este trabgjo se analizaron los efectos
de diferentes especies moleculares de LPAs con longitud de cadena de dcido graso de
6:0C, 14:0C, 18:0 C, 18:1 C y 20:4 C disponibles comercialmente (Avanti Polar Lipids®).

Los LPA se inyectaron via infradérmica en conejos hembras de 2 a 3 Kg, raza
Nueva Zelanda, en cantidades de 500 pg. El mayor efecto inflamatorio causado por el
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LPA se observd 15 horas después de la inyeccion (excepto para LPA 6:0 C), la
intensidad del efecto inflamatorio varié dependiendo de la especie molecular.

El LPA 6.0 C causé eritema alrededor del sitio de inyeccidon, este efecto
desaparecid 12 horas después de su inyeccion; el resto de las especies moleculares con
la cadena de dacido graso de mayor longitud 14:0 C, 18:0 C, 18:1 C causaron una ligera
inflamacién caracterizada por eritema (coloracidén roja, por exceso de riego sanguineo
mediante vasodilatacién), edema (acumulaciéon de liquido en el espacio intercelular
por aumento de la permeabilidad capilar), calor, y endurecimiento alrededor del sitio
de inyeccion, con un didmetro de aproximadamente 1.5 cm que desaparecid en un
maximo de 72 horas, el mayor efecto inflamatorio se observd en el sitio inyectado con
el LPA 20:4 C, en este Ultimo, el drea inflamada fue de aproximadamente 3 cm de
didmetro (Figura 10).

En el mismo lapso de tiempo (15 horas) el efecto inflamatorio causado por el LPA
20:4 C fue menor comparado con el que causa 1 ng de SMD de Loxosceles (Figura 11),
ya gue en este Ultimo caso se observd un drea mayor de inflamacién y equimosis
(coloracién morada causada por sangrado superficial dentro de la piel debido a la
ruptura de vasos sanguineos) que evoluciond en dermonecrosis (muerte de tejido) vy

continud en aumento hasta 24 horas después de la inyeccion con la SMD.

Las diferencias en la magnitud del efecto inflamatorio generado por las diferentes
especies moleculares de LPA en conejo, en particular cuando se comparan los de
cadena mds larga como LPA 20:4 C con respecto a los de cadena mds corta como
LPA 6:0 C, coinciden con reportes previos en los cuales los LPAs de cadena mds larga
son los que mayor efecto o actividad bioldégica han presentado. Asi mismo, una menor
longitud en la cadena de dcido graso generalmente correlaciona con una disminucion
en su actividad bioldgica, por ello se ha propuesto que una cadena de dcido graso
larga en la molécula de LPA es pre-requisito para su actividad bioldgica (Van Corven et
al., 1992; Jalink et al., 1995).

Se sabe que las diferentes especies moleculares de LPA activan distintos
receptores acoplados a proteinas G y que la respuesta a tal activacion depende del
tipo celular. Ademds, estos receptores se expresan en distinta proporcion dependiendo
del tipo de tejido (Anliker B. and J. Chun, 2004) por lo que esto puede explicar las
diferencias en magnitud o tipo de efecto que generan.
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Acorde con lo observado respecto a que el LPA 20:4 C produjo una mayor
inflamacién en el conejo comparado con otras especie moleculares, en el 2009
Tokumura et al reportaron que el incremento de esta especie molecular en suero de
pacientes con esclerosis sistémica juega un papel importante en la patofisiologia de
esta enfermedad que se caracteriza por autoinmunidad e inflamacion.

En relacién a lo anterior, se ha reportado que la especie molecular de LPA 24:0 C
es una potente activadora de plaquetas (Tokumura A., Sinomiya J., et al., 2002), por lo
que la inflamacién provocada por dicha especie molecular inoculada en el conegjo
podria deberse a la consecuente activacion de plaquetas favoreciendo la agregacion
plaquetaria y reclutamiento de leucocitos al sitio de inoculacion.

Por ofro lado, en experimentos in vitro se ha observado que los LPA con una
cadena de dcido graso insaturado son mds potentes que los de cadena saturada
(Jalink et al., 1995). Sin embargo, en el presente proyecto, no se observaron diferencias
macroscopicas claras entfre el efecto inflamatorio provocado por el LPA 18:1 C vy el
provocado por el LPA 18:0 C, inyectados via infradérmica en conejo.

Inoculacion de una mezcia de diterenies especies moleculares de LPA

Tomando en consideracion que en el plasma, sangre y ofros fluidos corporales
estan presentes diferentes especies moleculares de lisofosfatidilcolina (LPC) (Ojala ef al.,
2007) es probable que la SMD del veneno de Loxosceles a través de la hidrélisis de LPC
y ofros lisolipidos genere a la vez varias especies moleculares de LPA. Por ello, se
prepard una mezcla de LPAs (20:4 C, 180 C, 16:0C, y 14:.0C,100 png de cada una) y se
inyectd via intradérmica en conejo. Dicha mezcla de LPAs provocd una ligera
inflamacién menor a 2 cm de didmetro que desaparecid por completo en menos de
48 horas. Tal efecto fue menor comparado con la inflamacidn que produce el LPA 24:0
C inyectado por separado.

En el laboratorio del Dr. Alagon en el IB-UNAM, estudios preliminares mostraron
que un porcentaje del total de SMD se mantiene en piel dias después de haber sido
inyectada via intfradérmica en conejo y también se observd que la inflamacién en la
piel continla evolucionando en dermonecrosis; por lo que in vivo cabe la posibilidad
de que la SMD de Loxosceles continie enzimaticamente activa en el organismo tiempo

después de la mordedura de arana y que por lo tanfo siga generando productos (C1P
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o LPA) de manera sostenida. Con base en esto, se inyectd una mezcla de LPAs (20:4 C,
18:0 C, 160 C, y 14:0 C ,100 ng de cada una) de manera repetida 24 y 48 horas
después de la primera inoculacion. Dando como resultado una ligera inflamacion de
aproximadamente 2 cm de didmetro que no aumenta ni evoluciona en dermonecrosis.

Al B) ChéavezMéndez
LPA17:0C LPA6:0C
LPA18:0 C
LPA 140 C
LPA 18:1 C
LPA160C
LPA 20:4

Figura 10. Efecto inflamatorio de LPA y SMD recombinante de Loxosceles en piel de conejo. Los conejos
raza Nueva Zelanda, hembras, de 2 a 3 kg fueron rasurados del dorso e inyectados via infradérmica con:
A) 500 ug de diferentes especies moleculares de LPA y B) 1 ug de SMD recombinante de Loxosceles. En
ambos casos se muestran fotografias tomadas 15 horas post-inoculacion. En la figura A se observa que el
LPA 24:0 C produjo un drea inflamada mayor que con el resto de los LPAs. En la figura B se observa la

equimosis causada por la SMD de Loxosceles.

A) 500 ug LPA 20:4 C B) Tug SMD recombinante de Loxosceles
v SRR 5|

Figura 11. Efecto inflamatorio de LPA y SMD recombinante de Loxosceles en piel de conejo. Los conejos
raza Nueva Zelanda, hembras, de 2 a 3 kg fueron rasurados del dorso e inyectados via intradérmica con:
A) 500 pg de LPA 20:4 C y B) 1 ug de SMD recombinante de Loxosceles. En ambos casos se muestran
fotografias tomadas 15 horas post-inoculacién. Con el LPA se observa eritema alrededor del sitio de

inoculacién mientras que con la SMD se observa equimosis (coloraciéon morada).
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Si bien se han reportado varios efectos del LPA in vitro, tales como agregacion
palguetaria, reclutamiento de monocitos, reclutamiento de neutrdfilos e induccidon de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Jalink et al., 1995; Tokumura, 2002; Lin et al.,
2008; Fueller et al., 2003; Saatian et al., 2006) que pudieran relacionarse con los
mecanismos que causan la fisiopatologia del loxoscelismo, los resultados generados en
este proyecto, durante la evaluacion de los efectos locales de LPA en conejos, indican
que el LPA por si solo no es responsable de la fisiopatologia del loxoscelismo local cuya

manifestacion principal es dermonecrosis.

Por ofra parte, se generd evidencia mediante ensayos in vivo, de que existen
diferencias en la magnitud del efecto inflamatorio provocado por el LPA, que depende
de la longitud de la cadena del &cido graso sustituyente.

7.1.2. Heclos locales provecades por C1P

La actividad enzimdtica de la SMD de Loxosceles se ha caracterizado in vitro
sugiiendo que su principal sustrato es la esfingomielina cuya hidrdlisis genera

fosfoceramida (C1P) y colina (Olguin, 2006).

De forma similar a lo que ocurre con la LPC, la esfingomielina también puede
variar en su longitud y saturacion del dcido graso sustituyente. En la membrana celular
se pueden encontrar diferentes especies moleculares de esfingomielina que varian de
acuerdo al tipo celular y también se distribuyen de manera diferencial en las dos

moncapas de la membrana (Boegheim et al., 1983; Futerman and Hannun, 2004).

En este proyecto, se analizé el efecto local provocado por diferentes especies
moleculares de C1P disponibles comercialmente (Avanti Polar Lipids®) con longitud de
cadena de dcido graso sustituyente de 2:0 C, 8:0 Cy 14:0 C, inyectadas por separado
(0.5 umoles de cada una) via intradérmica en conejo raza Nueva Zelanda, hembra, de
2 a 3Kg.

Los resultados mostraron que las C1P 2:0 C, 8:0 C y 14: 0 C provocaron solo una
ligera inflamacion, menor a 1cm de didmetro, que desaparece en un mdximo de 24

horas. Dicha inflamacioén fue similar con las tfres especies moleculares. Si bien es cierto
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que en este caso las C1P parecen no estar involucradas de manera importante en la
inflamacién y dermonecrosis causadas por la SMD, cabe senalar que seria importante
evaluar otras especies moleculares con una longitud mayor en la cadena de dcido
graso sustifuyente, ya que en diversos reportes se han encontrado multiples efectos
biolégicos atribuidos a C1P 16:0 Cy 18:0 C (Pettus et al., 2004; Nakamura et al., 2006)

7.1.3. Heclos locales provecades por LPAXC1P

Suponiendo que la SMD in vivo hidroliza SM y LPC tal como ocurre en ensayos in
vitro (Van Meeteren et al., 2004; Olguin, 2006; Lee y Linch, 2005), seria probable que
generara simultdneamente C1P y LPA.

Al respecto, se andlizdé el efecto de una mezcla de LPAs y C1P sobre la piel de
conejo. Se prepard una mezcla de LPA 20:4 C, 180 C 16:0C 14:0Cy C1P 8:0 C (100 pg
de cada especie molecular, equivalente a aproximadamente 1 umol en total) y se
inyectd via infradérmica en conejo. El efecto observado fue una ligera inflamacion que
desaparecié en menos de 48 horas, muy similar a la provocada solo con la mezcla de
LPAs (seccion 7.1.1.).

Considerando la probabilidad de que la dermonecrosis causada por la SMD de
Loxosceles sea debido a que dicha toxina genera continuamente C1P y LPA, como
producto de la hidrélisis de SM vy lisolipidos, respectivamente; se inoculd, la mezcla de
LPAs + C1P, de manera repetida en el mismo sitio 48 y 72 horas después de la primera
inoculacion. El efecto generado fue una ligera inflamaciéon menor a 2 cm de digmetro,
que se manfuvo sin aumentar durante las siguientes inoculaciones y desaparecid por

completo 48 horas después de la Ultima inoculacion.

7.1.4. Hecios locales provecades por C1P oblenidas a porii de SM

Debido a la escasa variedad de especies moleculares de CI1P disponibles
comercialmente y a la probabilidad de que existan otras especies de C1P que estén
involucradas en algunos mecanismos de la fisiopatologia del loxoscelismo, en este
proyecto se generaron otras C1P a partir de diferentes especies moleculares de SM
comerciales (Avanti Polar Lipids®) 12:0 C, 18:0 C, 18:1 C, 23:0 C, otra proveniente de
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cerebro de bovino cuya especie mayoritaria es 18:0 C y de eritrocitos cuya especie
mayoritaria es de 20:0 C (seccidn 6.3. de la metodologial).

Las C1P obtenidas, se inyectaron por separado, via intradérmica en conejo,
administrando 0.5 pmoles de cada especie molecular. En general, se observd un efecto
inflamatorio caracterizado por edema, eritema y calor en el sitio de inyeccién. El
tamano del drea inflamada varié dependiendo de la especie de CI1P, aungue en
todos los casos dicha drea tuvo un didmetro menor a 2.5 cm y desaparecid por

completo 60 horas después de la inoculacion.

El efecto inflamatorio provocado por las diferentes especies moleculares de C1P
fue mayor con C1P de eritrocitos (especie mayoritaria 24:0 C) que con C1P 12.0C, y el
de esta Ultima fue mayor que con C1P de cerebro de bovino (especie mayoritaria 18:0
C); las CIP 18:1 C, C1P de leche (especie mayoritaria 23: 0 C) y C1P 18:0 C fueron las

que produjeron una menor inflamacién (Figuras 12, 13y 14).

Tomando en cuenta que en estos Ultimos ensayos se inyecta al conejo la mezcla
total de reaccién enzimdtica con la que se obtiene la C1P incluyendo a la SMD que al
final del proceso se hierve (ver seccion 6.3 de la metodologia), fue necesario verificar
que la SMD se inactiva por ebullicion y que una vez hervida no genera algun efecto en
la piel del conejo. Para ello, se inyectaron via infradérmica 10 pg de SMD inactivada
por ebulliciéon; el resultado indicd que la SMD hervida no causa algun efecto en el
conejo (Figura 12). Este ensayo junto con el confrol negativo demostré que la
inflamacién observada, con las preparaciones de CI1P readlizadas a partir de SM, es

atribuible solo ala C1P.

Como control negativo, se inyectaron 150 ulL del buffer de reaccion enzimdtica
(0.1M Tris HCI pH 7.5, 10 mM MgCl2, 4mg/mL de BSA); el buffer no generd efecto alguno

en la piel del conejo (Figuras 12, 13y 14).

Si bien las condiciones para obtener C1P se establecieron de tal manera que toda
la SM presente fuera hidrolizada a CI1P por acciéon de la SMD de Loxosceles, se

inyectaron via infradérmica como control 0.5 pumoles de SM sola y con SMD hervida; por



Resultados y Discusion | 42

un lado, para saber que efecto podria causar en caso de que quedara algin
remanente en la preparacion de C1P inoculada en los conejos y por otro lado, para
verificar si la inflamacion causada por la C1P tiene alguna particularidad respecto all

efecto de otros lipidos tales como la SM.

Los resultados mostraron que la SM sola en el buffer de reaccién asi como la SM
adicionada de SMD hervida, provocan inflamacion en un drea con didmetro de
aproximadamente 2 cm, dicha inflamacion desaparecié 60 horas después de la
inoculacion  (Figura 14). En conclusion, la CI1P causa una inflamacion que
macroscopicamente no presenta alguna particularidad comparado con  ofro

fosfolipido como la SM.

Como control positivo se inyectaron por via intfradérmica 0.5, 1y 2 ug de SMD de
Loxosceles. En todos los casos se produjo inflamacion caracterizada por edema,
eritema y calor, posteriormente se observd equimosis e inicio de dermonecrosis cuya
magnitud varid de menor a mayor conforme aumentd la cantidad de SMD inoculada
(Figuras 12, 13y 14).

Durante la evaluacion del efecto inflamatorio producido por las diferentes
especies moleculares de CI1P, se observd que la inflamacién varia en magnitud
dependiendo de la cadena del dcido graso sustituyente. En conclusion, las especies de
cadena corta como CI1P 2.0 C y C1P 8:0 C producen una inflamacién de menor
magnitud que las de cadena mds larga, sin embargo, en cuanto a las especies de
longitud intermedia y larga (C1P 12:0 C, 14:0 C, 18:.0 C, 18:1 C; de leche (23:0 C) y de
eritrocitos (24:0 C) no existe una relacion directamente proporcional entre la longitud
de la cadena y la magnitud del efecto inflamatorio, ya que se pudo observar que la
C1P de eritrocitos (24:0 C) y C1P 12:0 causaron un mayor efecto inflamatorio que las
C1P de leche (23:0) y C1P 18: OC.

Existen varios reportes en la literatura que indican que la C1P es un esfingolipido que
estd implicado en varias respuestas celulares que se relacionan con el proceso
inflamatorio, ya que entre ofras funciones, se ha reportado que promueve la liberacion

de dacido araquiddnico y en consecuencia la sintesis de eicosanoides (Pettus et al.,
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2004; Gémez, 2004), con base en esto, se ha propuesto que la CIP puede tener un

papel importante en la fisiopatologia del loxoscelismo.

Al respecto, en el presente proyecto, se demostré que la C1P produce un efecto
inflamatorio de magnitud menor que el que se produce con la SMD de Loxosceles y por
lo tanto esto sugiere que la C1P puede contribuir al proceso inflamatorio aunque por si

sola no es la responsable de ocasionar la fisiopatologia del loxoscelismo local.

0.5 umoles de CIP
de cerebro de
bovino

0.5 umoles de SM de
cerebro de bovino

Control negativo: 0.5 pmoles de SM

10 ug de SMD cerebro de bovino
inactivada con SMD
inactivada

Confrol positivo
2ug de SMD

Buffer de activa

incubacion

Figura 12. Fotografia del dorso de un conejo raza nueva Zelanda, hembra de 2 a 3 Kg, 48 horas post-
inyeccion por via intfradérmica de diferentes especies moleculares de fosfoceramidas (C1P) obtenidas
a partir de SM por accién de la SMD de Loxosceles. Como control negativo, se inocularon SMD
inactivada por ebullicion y  buffer de actividad enzimdtica. Como control positivo, se inocularon 2 pg
de SMD de Loxosceles activa enzimdticamente; en este Ultimo se observa un claro inicio de
dermonecrosis caracteristica del loxoscelismo local.
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0.5 umoles de C1P
23:0 C de leche

- 0.5 umoles de
SM 23:0 C de leche

0.5 umoles de SM (23:0) de
leche con SMD inactivada 0.5 umoles de

CIP18:1C

0.5 pmoles de SM 0.5 umoles de

18:1C con SMD CiP120C
inactivada
0.5 ng de SMD activa
0.5 umoles de SM
12:0 C con SMD
inactivada

Buffer de incubaciéon

Figura 13. Fotografia del dorso de un conejo raza nueva Zelanda, hembra de 2 a 3 Kg, 48
horas post-inyeccién por via intradérmica de  diferentes especies moleculares de
fosfoceramidas (C1P) obtenidas a partir de SM por accién de la SMD de Loxosceles. Como
control negativo, se inocularon 100 ul de buffer de reaccidén enzimdatica. Como control
positivo, se inocularon 0.5 ng de SMD de Loxosceles activa enzimdticamente; en este Ultimo se
observa un claro inicio de dermonecrosis caracteristica del loxoscelismo local.
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A.
0.5 umoles de SM
de erifrocitos
0.5 umoles (mayoritaria 20:0)
de CIP de eritrocitos
(mayoritaria 20:0 C)

0.5 umoles de

0.5 umoles de SM de CIP18:0C

eritrocitos (mayoritaria
20:0 C) con SMD

inactivada
0.5 umoles de

0.5 pmoles de SM 18:0C CiP120C
con SMD inactivada
‘
10 pg de SMD
0.5 pmoles de SM 12:0 C inactivada

con SMD inactivada

2 ug de SMD activa

2 ug de SMD activa

Figura 14. A. Fotografia del dorso de un conejo raza nueva Zelanda, hembra de 3 Kg, 48 horas post-
inyeccidn por via intfradérmica de diferentes especies moleculares de fosfoceramida (C1P) obtenida a
partir de SM por accidn de la SMD de Loxosceles (TxrLbCOOH). Como control negativo, se inocularon
SMD inactivada por ebullicion y  buffer de actividad enzimdtica. Como control positivo, se inocularon
2 ug de SMD de Loxosceles activa enzimdticamente; en este Ultimo se observa un claro inicio de
dermonecrosis caracteristica del loxoscelismo local. B. Fotografia 48 horas post-inyeccién de la SMD de

Loxosceles , como control positivo.

Buffer de incubacion

45
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7.1.5. Heclos locales provecades por delergenies

Considerando que la estructura molecular del LPA es parecida a la de algunos
detergentes, se planted evaluar el efecto provocado por tres diferentes detergentes y
compararlo con lo observado con los LPAs. Para ello, se inocularon via infradérmica 0.5
umoles de Tween 20, SDS y Tritdn X-100. El ensayo se hizo por duplicado, utilizando 2
conejos raza Nueva Zelanda, hembras, de 2 a 3 Kg. Los resultados mostraron una ligera
iritacion que desaparecio en menos de 12 horas, tal efecto fue mucho menor que la
inflamacién generada por los LPAs.
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7.2. Efectos sistémicos

7.2.1. Etecios sistémicos provecados por LPA

Efecto individual de diferentes especies moleculares de LPA

Utilizando ratones de la cepa BALB/c como modelo experimental, se analizaron
los efectos de diferentes especies moleculares de LPA. Para ello, se inyectaron via
infravenosa 500 ng que en promedio equivalen a 1 umol de cada especie molecular
(Tablal, secciones 6.2.1 y 6.4 de la metodologia).

Como conftrol negativo, se inyectaron ratones con 100 ul de agua via infravenosa
y no se observo efecto alguno. Como control positivo se inyectaron 10 pg de la SMD
via infravenosa en ratones, durante todo el tiempo en observacion (los primeros 30
minutos y monitoreos cada hora durante 12 horas) se observaron solo ligeros cambios
en la frecuencia respiratoria, y solo 5 minutos antes de la muerte se observd aumento
en la frecuencia respiratoria, desequilibrio, pardlisis en la cola y espasmos en las cuatro
patas y en la region abdominal, posteriormente el cuerpo dio giros laterales y se registrd
muerte a las 12 horas después de la inoculaciéon de la SMD (Tabla 3).

El LPA 6:0 C no causd algun efecto evidente en los ratones mientras que el resto
de los LPAs (14:0 C, 16:.0 C, 17:.0 C, 180 C, 18:1 C y 24:1 C) causaron principalmente
cambios en el ritmo respiratorio, desequilibrio y desorientacién, tales efectos tuvieron
una duracion mdaxima de 13 minutos dependiendo de la especie molecular.
Adicionalmente a estos efectos, el LPA 18:1 C provocd pardlisis de la cola y continuos
espasmos en las cuatro patas de los ratones. Asi mismo, se observd que los efectos
causados por el LPA 20:4 C tuvieron una duracion mayor que las especies moleculares
de cadena mds corta (Tabla 3).

Cabe mencionar que existen al menos 4 receptores para LPA que se expresan en
la mayoria de érganos y tejidos en mamiferos y que su activacion varia dependiendo la
especie molecular de LPA, esto podria explicar las diferencias de los efectos
observados en ratones. Adicionalmente, los resultados concuerdan con reportes
previos de experimentos in vitro (Aoki, 2004) donde las especies con mayor efecto
bioldgico son las de cadena acilo mas larga y con dcidos grasos insaturados.
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Por otro lado, el LPA 20:4 C se ha implicado en vasculopatias a través de su
funcion como un factor de agregacién de plaguetas y accidn vasopresora (Tokumura
et al., 1978; Tokumura et al., 2009; Bettger et al., 1998; Balazs et al., 2001) con base en
esto, los efectos observados en los ratones podrian deberse a un aumento en la presion
arterial.

Los efectos observados en los ratones inoculados con SMD, tales como cambios
en la frecuencia respiratoria, desequilibrio y espasmos en el abdomen y patas podrian
ser atribuidos en cierta medida algunas especies moleculares de LPA que se libera a
partir de lisolipidos por accién de la SMD. Sin embargo, de acuerdo a los resulfados de
este trabajo, el LPA parece no ser el Unico responsable ya que en ratones inoculados
solo con LPA se observaron cambios en la frecuencia respiratoria y espasmos pero no
se registrd muerte con ninguna de las especies moleculares.

Tabla 3. Efectos de LPA disponibles comercialmente, en ratones BALB/c de 18 a 20 g (n=3). En la parte
superior se indica la especie molecular de LPA inoculado via infravenosa en ratones, se inocularon 500 ug
de cada producto que equivalen a aproximadamente 1 umol, (*) indica que durante la preparacién del
indculo se obtuvo una suspensidn homogénea no traslicida. En la columna izquierda se enlistan los

principales efectos observados, (+) indica que se presentd el efecto, (-) indica ausencia de efecto.

i SMD
Especie ) . . . : ‘ : .
molecular de LPA 6:0C 140C 160C 170C *180C 181C  *204C activa
Canfidad ] ] ] ] ] ] ] 1.6 X10%
aprox.(umol)
Desmayo - - - - - - - -
Resp.erCIon - + + + + + + +
agitada
Respiracion lenta - + - - + + -

Contracciones
(espasmos) en - - - - - + - +
patas y abdomen

Desequilibrio y

quiliorio - - + + + + - -

desorientacion

obe e | Sin 4 4 13 4 8 10 Afﬂeznhe
P efecto -

(min)
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Inoculaciéon de una mezcla de diferentes especies moleculares de LPA

Tal como se explicd en la seccidon 7.1.1., partiendo de que existen diferentes
especies moleculares de LPC y oftros lisolipidos distribuidos en sangre y plasma es
probable que a su vez, la SMD de Loxosceles, genere diferentes especies moleculares
de LPA mediante la hidrdlisis de LPC y otros lisolipidos tales como lisofosfatidilinositol,

lisofosfatidilserina y lisofosfatidilglicerol (Lee and Lynch, 2005).

Considerando lo anterior, se prepard una mezcla de diferentes especies
moleculares de LPA (20:4 C, 180 C, 16:0 C, y 14:.0 C,100 pg de cada una) y se inyectd
via infravenosa en ratones. Se observd postracion en el primer minuto posterior a la
inoculacion, después se observd un aumento seguido de disminucion de la frecuencia
respiratoria, posteriormente reincorporacién del animal en sus cuatro patas con ligero
desequilibrio y desorientacion y finalmente recuperacion a los 5 minutos posteriores a la
inoculacion de la mezcla de LPA (Tabla 4). En conclusion se observd que la mezcla de
diferentes especies moleculares de LPA no provoca un efecto mayor o sinérgico con
respecto a lo observado con los LPA inoculados individualmente.

7.2.2. Elecios sisiémicos piovecades por C1P

Con base en lo discutido en la seccidon 7.1.2., y similar a lo que ocurre con LPA, es
probable que la SMD de Loxosceles genere diferentes especies moleculares de C1P a
partir de SM. Por ello, se prepararon suspensiones de cada una de las diferentes
especies moleculares de C1P disponibles comercialmente (seccion 6.2.2.).

En los ratones inoculados via intravenosa con 0.5 pmoles (aprox. 250 ug ) de C1P 2:0
Cy CIP 14:0 C por separado, se observd solo un aumento en la frecuencia respiratoria
que durd 5 minutos maximo, mientras que en los ratones inoculados con 0.5 umoles de
C1P 8:0 C se observd aumento en la frecuencia respiratoria, espasmos en las cuatro
patas y en la region abdominal, desequilibrio y desorientacion, posteriormente se
recuperaron (en un tiempo mdximo de é minutos después de la inoculacion) (Tabla 4).

La CIP 2.0 C fue la gque provocd el menor efecto, esto concuerda con
experimentos in vitro que muestran que las C1P de cadena acilo corta tienen poca
actividad biolégica y en algunos casos es nula (Pettus et al., 2005).



Resultados y Discusion | 50

En conclusion las C1P 2:0 C, 8:0 C y 14:0 C provocaron efectos muy menores en la
frecuencia respiratoria y con un fiempo de duracidén corto comparado con lo que
provoca la SMD de Loxosceles, esto sugiere que estas especies moleculares no tienen

un papel relevante en la fisiopatologia del loxoscelismo sistémico.

Por ofro lado, es posible que in vivo la SMD de Loxosceles genere otras especies
moleculares de C1P de cadena acilo mds larga ya que se ha reportado que las SM
mds abundantes en suero de ratdbn, conejo y humanos son de cadenas
hidrocarbonadas largas (16:0 C, 22:0 C y 24:1C) (Bettger et al., 1998). En este sentido,
resulta interesante evaluar el efecto de C1P con cadena acilo de mayor longitud que

las evaluadas anteriormente.

7.2.3. Elecios sisiémices piovecades por LPAXC1P

Retomando la suposicion descrita en la seccion 7.1.3., se anadlizd el efecto en

ratones inoculados con una mezcla de LPAy C1P.

Se prepard una mezcla de LPA 20:4 C, 180 C 16:0C 140 Cy C1P 8:0 C (100 ug de
cada especie molecular, equivalente a aproximadamente 1.1 umol en total) y se
inyecto via infravenosa en ratones. El efecto observado fue postracion (desmayo sin
reflejo palpebral), aumento en la frecuencia respiratoria durante 1 minuto, seguido por
una disminucion de la frecuencia respiratoria durante 3 minutos, reincorporacion sobre
las cuatro patas, desequilibrio y desorientacion; se recuperaron en un tiempo mdaximo

de 7 minutos posteriores a la inoculacion (Tabla 4).

En conclusion, los efectos provocados por la mezcla de LPAs + C1P 8:0 C fueron
similares a lo observado con la mezcla de LPAs sin C1P y al efecto del LPA 24:0 C. Los
cambios en la frecuencia respiratoria, postracion, desequilibrio, desorientaciéon vy
espasmos en la regién abdominal y en las patas de los ratones, observados cuando se
inoculan LPA y C1P, son similares a lo que ocurre en los ratones inoculados con 10 pg
de SMD de Loxosceles, aungue en este Ultimo caso los efectos no son inmediatos ya
que solo se observan minutos antes de la muerte que sucede aproximadamente 24

horas después de la inoculacion.
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Tabla 4. Efectos de C1P, mezcla de LPA y mezcla de LPA con C1P en ratones BALB/c (n=3). En la parte
superior se indica la especie molecular de LPA o C1P inoculada via infravenosa en ratones, (*) indica que
durante la preparacién del indculo se obtuvo una suspensidn homogénea no traslicida. En la columna
izquierda se enlistan los principales efectos observados, (+) indica que se presentd el efecto, (-) indica

ausencia de efecto.

*Mezcla de
LPA
*Mezcla de
LPA 2014 C
. 18:0 C
Especie molecular 20:4 C 16:0 C
180C 140 C
16:0 C
14:0 C con C1P
8.0C
Cantidad (umol) 0.5 0.5 0.5 1 1.1
+
Desmayo - - - + Sin reflejo
palpebral
Resp.:rOCIon + + + + +
agitada
Respiracién lenta - - - + +

Contracciones
(espasmos) en - + - - -
patas y abdomen

Desequilibrio y
desorientacion

Tiempo de 5 5 2 5 7
recuperacion (min)

7.2.4. Hecios sisiémicos provecades por C1P oblenidas a parix de estingomieting

Como se menciond en la seccion 7.1.4, debido a la escasa variedad de especies
moleculares de CIP disponibles comercialmente, se generaron ofras C1P a partir de
diferentes especies moleculares de SM comerciales (Avanti Polar Lipids®) y se inocularon

por via infravenosa en ratones (secciones 6.3y 6.4 de la metodologia).

Considerando que en estos ensayos se inyecta al ratén la mezcla total de
reaccion enzimdtica con la que se obtiene la C1P incluyendo a la SMD que al final del
proceso se hierve (seccion 6.3), fue necesario verificar que la SMD una vez hervida no

genera algun efecto en ratones. Para ello, se inyectaron via infravenosa 10 ng de SMD
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hervida, los resultados mostraron que la SMD en estas condiciones no causa efecto

alguno en el ratén (Tabla 5).

Como control negativo, se inyectaron 150 ulL del buffer de reaccion enzimdatica
(0.1M Tris HCI pH 7.5, 10 mM MgCl2, 4mg/mL de BSA) y no se observd efecto alguno
(Tabla 5).

AUN cuando las condiciones experimentales para obtener C1P se establecieron de
tal manera que toda la SM presente en la preparacion fuera hidrolizada a CI1P por
accion de la SMD de Loxosceles, se establecio como control la inoculacion via
infravenosa de 0.5 uymoles de SM sola y de SM con SMD hervida; por un lado, para
saber que efecto podria causar la SM en caso de que quedara algun remanente en la
mezcla de reaccion con la que se obtiene C1P que es inoculada en los ratones y por
otro lado, para comparar los efectos causados por la CI1P con respecto a la SM. Los
resultados mostraron que la SM causa un efecto similar a la C1P derivada de ésta.
(Tablas 5y 6).

Las C1P obtenidas a partir de SM de cerebro de bovino (18:0 C) y de SM 18:1 C,
inoculadas por separado en canfidades de 0.5 pmoles, ocasionaron desmayo y
cambios en la frecuencia respiratoria, la C1P (18:0 C) provocd ademds contracciones
en las patas y en la region abdominal, desequilibrio y desorientacién, en ambos casos
los ratones se recuperaron en un tiempo Mmdaximo de 50 minutos. En ofros ratones, se
inocularon 0.25 pmoles de CI1P 18:0 C y se observd un aumento en la frecuencia
respiratoria, desequilibrio y desorientacion, el tiempo de recuperacion fue de

aproximadamente 2 minutos (Tablas 5y 7).

La C1P obtenida a partir de SM de leche (23:0 C) y la C1P obtenida a partir de la
SM 12:0 C, inoculadas en cantidades de 0.5 umoles, provocaron muerte en ratones 1
minuto después de su inoculacion. Posteriormente en otros ratones, se inocularon estas
mismas especies moleculares de C1P en cantidades de 0.25 pmoles y se observaron
principalmente cambios en la frecuencia respiratoria, espasmos y muerte

aproximadamente 2 horas después de la inoculacion (Tablas éy 7).
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A continuacion se ordenan las diferentes especies moleculares de C1P con base
en la magnitud y duracién de los efectos causados en ratones (cambios en Ia
frecuencia respiratoria, desmayos, espasmos en patas y abdomen, o muerte) la CI1P

23:0 fue la que causd el mayor efecto y la C1P 2:0 C fue la que causd el menor efecto.

Mayor efecto
e CIP deleche (23:0C)

e CIP120C

e CI1P de cerebro de bovino (18:0 C)
e CIPI18I1C

e CIP80OC

e CIP140C

B, cir2oc

Menor efecto

Una de las funciones principales reportadas de la C1P es la activacion de la
fosfolipasa Az citosdlica (cPLAz) y subsecuente sintesis de eicosanoides, al respecto, en
el 2009 Wijesinghe et al. mostraron mediante ensayos in vitro que la C1P debe tener al
menos un dacido graso de 6 carbonos de longitud para poder activar la cPLA2.
Interesantemente, los efectos observados en el presente frabagjo, con ratones
inoculados con diferentes especies moleculares de C1P son consistentes con esto, ya
que la CI1P 2:0 C fue la que menos efecto tuvo en los ratones. Acorde a lo anterior,
también se ha demostrado que la ceramida cinasa (enzima responsable de generar
CI1P a partir de ceramida en mamiferos, Unica via descrita para la generacion de C1P)
tiene preferencia por ceramidas con acido graso de al menos 12 carbonos de longitud
(Wijesinghe et al., 2005).

Los efectos generados por la C1P inoculada via intfravenosa, fueron muy menores
comparados con lo que causa la SMD de Loxosceles, esto podria indicar que la C1P no
es suficiente para causar la fisiopatologia del loxoscelismo. Sin embargo, resulta
importante evaluar otfras formas de presentacion de la C1P, ya que por un lado, es una
molécula relativamente pequena por lo que podria difundir rdpidamente y no
concentrarse en un blanco particular como podria estar sucediendo durante el
envenenamiento, y por ofro lado, si el efecto patoldgico requiere que la C1P se genere
infracelularmente, seria importante evaluar si la C1P se internaliza o se queda en el

medio extracelular.
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Tabla 5. Efectos de la fosfoceramida (C1P) obtenida a partir de esfingomielina (SM) y esfingomielinasa D
(SMD) de Loxosceles en ratones BALB/c (n=3). En la parte superior se indican las moléculas inoculadas via
infravenosa: Buffer de reaccién, SMD inactivada por ebullicidon (control negativo), SMD activa (control
positivo), esfingomielina (SM) de cerebro de bovino (especie mayoritaria 18:0 C) y CI1P obtenida a partir
de la SM. (*) Indica que durante la preparacién del inéculo se obtuvo una suspensiéon homogénea no
traslicida.  En la columna izquierda se enlistan los principales efectos observados, (+) indica que se

presentd el efecto, (-) indica ausencia de efecto.

Buffer de SM de *C1P de
Ry SMD . cerebro de cerebro de

reaccion . . SMD activa . .

enzimatica inactivada bovino bovino

(18:0C) (18:0C)

. 1.6 X105 1.6 X10-°

Cantidad 100 pL urmol urnol 0.5 umol 0.5 pmol
Desmayo + - - + +
Resp.:rOCIon + + + + +

agitada

Respiracién lenta - - + - -

Contracciones
(espasmos) en - - + + +
patas y abdomen
Desequilibrio y
desorientacién

Tiempo de 1 inmediata | Muerte 15 50
recuperacion (min) =12h
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Tabla 6. Efectos de |la fosfoceramida (C1P) obtenida a partir de esfingomielina (SM) y esfingomielinasa D

(SMD) de Loxosceles en ratones BALB/c (n=3). En la parte superior se indican las moléculas inoculadas via
infravenosa: esfingomielina (SM) 18:1 C, 12:0 C y de leche (23:0 C) todas adicionadas de SMD inactivada
por ebulliciéon; y CI1P obtenidas a partir de las SM. (*) Indica que durante la preparacién del indculo se

obtuvo una suspensibn homogénea no traslicida.

efectos observados, (+) indica que se presentd el efecto, (-) indica ausencia de efecto.

SM12.0C

con SMD
inactivada

C1P
12.0C

SM18:1C
con SMD
inactivada

C1P
18:1C

*SM de
leche
(23:.0C)

*SM de
leche
(23:0C)

con SMD
inactivada

En la columna izquierda se enlistan los principales

*C1P
de
[=Yed o)
(23:0 C)

Cantidad (umol) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
+ + +
Desmayo = + + Sin reflejo + Sin reflejo Sin reflejo
palpebral palpebral palpebral
Respiracion . . . + ] +
agitada
Respiracion lenta - - + - -
Contracciones
(espasmos) en
patas y + + + - + + -
abdomen
Desequilibrio y +
desorientacién B B B B B B
fiempo qe, Muerte | Muerte Muerte Muerte | Muerte
recuperacion . . > 40 40 . . .
= 1 min = 1 min = 1 min = 1 min = 1 min

(min)




Resultados y Discusion | 56

Tabla 7. Efectos de de |la fosfoceramida (C1P) obtenida a partir de esfingomielina (SM) y esfingomielinasa D
(SMD) de Loxosceles en ratones BALB/c (n=3). En la parte superior se indican las especies moleculares de
CI1P inoculadas via infravenosa. (*) Indica que durante la preparaciéon del indculo se obtuvo una
suspensiéon homogénea no traslUcida.  En la columna izquierda se enlistan los principales efectos
observados, (+) indica que se presentd el efecto, (-) indica ausencia de efecto.

Especie molecular *De leche
de C1P (23:0C)
Cantidad (pmol) 0.25 0.25 0.25
Desmayo + - -
Respiraciéon agitada + I +
Respiracion lenta - - -

Contracciones
(espasmos) en - - -
patas y abdomen

Desequilibrio y

; g - + +
desorientacion

Tiempo de

recuperacion (min) | Muerte =2h 2 Mvuerte = 2h
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7.2.2. Heclos provecados por delergenies

Considerando que la estructura molecular del LPA es parecida a la de algunos
detergentes, se planted evaluar el efecto provocado por tres diferentes detergentes y
compararlo con lo observado con el LPA. Para ello, se inocularon via infravenosa 0.5
umoles de Tween 20, SDS y Tritdn X-100. El ensayo se hizo por cuadruplicado, utilizando

ratones BALB/c. Estos detergentes no causaron efecto en los ratones (Tabla 8)

Tabla 8. Efecto de detergentes inyectados por via intravenosa en ratones de la cepa BALB/c de 18 a 20 g
(n=4).

Detergente Tween 20 SDS Triton X-100

Cantidad (umol)

en 100 1L 0.5 0.5 0.5
Desmayo - - -
Respiracion agitada - - -
Respiracion lenta - - -

Contracciones
(espasmos) en - - -
patas y abdomen

Desequilibrio y
desorientacidon

Tiempo de

o, . Sin efecto Sin efecto Sin efecto
recuperacion (min)
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7.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA SMD DE Loxosceles
SOBRE ERITROCITOS

Existen diversos reportes que muestran que la SMD de Loxosceles fiene actividad
enzimdtica sobre esfingomielina unida a albumina (Kurpiewski et al., 1981; de Oliveira et
al., 2005; Ramos et al., 2004; Olguin, 2006), considerando que la esfingomielina es muy
abundante en la membrana plasmdtica de las células, resulta importante evaluar si la
SMD también es capaz de hidrolizar la SM presente en células. Por ello, en este trabajo
se utilizaron eritrocitos como modelo para evaluar si la SMD tiene actividad sobre
membrana celular.

Tal como se describe en la metodologia, en las secciones 6.5.1 y 6.5.2,, se
incubaron eritrocitos de humano y de conejo con 100, 50, 25,12.5, 6.25, 3.1, 1.56 y 0.78
ng de SMD de Loxosceles (toxina recombinante de L. boneti), como “blanco de
referencia” se incubaron eritrocitos solo con PBS 1X. Después de la incubacion se
tomaron 100 microlitros de los sobrenadantes de todas las preparaciones y se
analizaron por separado mediante el método de Amplex Red®.

Los resultados de Absorbancia obtenidos, fueron anadlizados realizando una
regresion lineal con el programa Graph Pad PRISM version 4.0b.

Para ambos casos, erifrocitos de humano y de conejo, se observd una relacion
lineal desde 0.78 hasta 12.5 ng de SMD (Figura 15). Indicando que, conforme aumenta
la canfidad de SMD aumenta el valor de absorbancia, lo cual significa mayor
liberacion de colina al sobrenadante. Este resultado aporta evidencia de que la SMD
de Loxosceles tiene actividad directa sobre la esfingomielina de la membrana celular,
asi mismo esto es complementario a reportes previos que indican que la fraccion del
veneno de Loxosceles correspondiente a la SMD y la SMD recombinante de L. reclusa
se une a la membrana celular particularmente a la esfingomielina de la monocapa
externa (Rees et al., 1984; Chaves et al., 2009). Por otro lado, cabe mencionar que no

se observd hemolisis en los eritrocitos.

Comparando los valores de Absorbancia generados por el sobrenadante de los
eritrocitos vs. los de conejo, es notorio que hay una mayor liberacidén de coling,
alrededor de 3.5 veces mds, en el sobrenadante de eritrocitos de humano expuestos a
SMD.
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Medicidon de actividad de la SMD de Loxosceles sobre erifrocitos

A) Grdfica de regresion lineal
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B) Tabla de datos

ng de SMD Eritrocitos de humano Eritrocitos de conejo
Y SD N Y SD N

12.50 0.547 0.008 2 0.144 0.004 2

6.25 0.302 0.007 2 0.077 0.005 2

3.13 0.140 0.005 2 0.030 0.008 2

1.56 0.074 0.005 2 0.024 0.008 2

0.78 0.040 0.010 2 0.014 0.009 2

Figura 15. Medicién de la actividad de diferentes cantidades de SMD de Loxosceles (toxina
recombinante de L. boneti) sobre eritrocitos de humano y conejo, mediante el método de
Amplex Red®. Los datos generados en el ensayo, se analizaron con el programa Graph Pad
Prism Version 4.0b. En A) Se muestra la grdfica de regresion lineal, en el eje x: las diferentes
cantidades de SMD y en el eje Y: la absorbancia medida en el sobrenadante de los
erifrocitos expuestos a la SMD. En B) Se muestra la tabla de resultados, donde Y: Absorbancia
a 570 nm, SD: desviacion estdndar y N: es el niUmero de mediciones (se hizo por duplicado).
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Ensayos de actividad de SMD sobre eritrocitos de humano, variando el

porcentaje de eritrocitos

Se midi¢ la actividad de toxina recombinante (SMD) de Loxosceles boneti
(TxrLbCOOH) sobre diferentes porcentajes de erifrocitos humanos.

Para ello, eritrocitos al 2.5, 5, 10, 15y 20% en buffer 100 mM Tris HCI pH 7.5, 10 mM
MgClz2, 4 mg/mL BSA, 40 mM NaCl fueron incubados durante 10, 20y 30 minutos con 7.5
ng de TxrLlbCOOH; posteriormente se recuperd el sobrenadante y se realizd el ensayo
de actividad mediante el método Amplex red®. Se observd una relacion lineal hasta
20% de erifrocitos. (Figura 17).

Con todo lo anterior, se generd evidencia de que la SMD de Loxosceles es capaz
de hidrolizar esfingomielina presente en la membrana celular, sin causar hemdlisis. La
accién de la SMD sobre la esfingomielina libera colina al medio extracelular, al
respecto, seria interesante andalizar la localizacién de la fosfoceramida posterior a la
accién de la SMD, ya que dicha informacion es importante para establecer posibles
rutas de senalizacion celular que pueden conllevar al proceso fisiopatoldgico del

loxoscelismo.

Si bien en este frabajo, no se observd actividad litica directa de la SMD sobre
eritrocitos, es importante senalar que recientemente se reporté que la SMD de
Loxosceles es capaz de ejercer un efecto hemolitico directo (Chaves et al., 2009)
aungue cabe senalar que dicha hemdlisis es dependiente de la dosis y el tiempo.

Por otro lado, se observd una mayor liberacién de colina en eritrocitos de humano
tratados con SMD comparados con los eritrocitos de conejo lo cual puede deberse a
diferencias en el contenido de SM enftre las diferentes especies de animales y a la
especie molecular de SM contenida, ya que la SMD presenta una menor actividad
sobre especies de longitud de dcido graso corta.
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Medicién de actividad de la SMD de Loxosceles sobre
diferentes porcentajes de eritrocitos de humano

A) Grafica de regresion lineal
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B) Tabla de datos

% eritrocitos 10 minutos 30 minutos 60 minutos
Y SD N Y SD N Y SD N
20.0 | 0.189 0.001 2 0.253 0.004 2 0.263 0.005 2
15.0 | 0.150 0.001 2 0.204 0.004 2 0.213 0.005 2
10.0 | 0.098 0.001 2 0.136 0.005 2 0.143 0.006 2
5.0 | 0.042 0.001 2 0.059 0.001 2 0.064 0.001 2
25 ] 0.020 0.001 2 0.029 0.004 2 0.033 0.006 2

Figura 16. Medicién de la actividad de 7.5 ng de SMD de Loxosceles (toxina recombinante de L.
boneti) sobre preparaciones con diferente porcentaje de eritrocitos de humano, mediante el
método de Amplex Red®. Los datos generados en el ensayo, se analizaron con el programa
Graph Pad Prism Versién 4.0b. En A) Se muestra la grdfica de regresiéon lineal, en el eje x: los
erifrocitos de humano en diferentes porcentajes y en el eje Y: la absorbancia medida en el
sobrenadante de los eritrocitos expuestos a la SMD. En B) Se muestra la tabla de resultados, donde
Y: Absorbancia a 570 nm, SD: desviacién estdndar y N: es el niUmero de mediciones (se hizo por
duplicado).
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7.4. MEDICION DE ACTIVACION DE LA MAPK p38 EN MACROFAGOS
MURINOS PERITONEALES EXPUESTOS A LA SMD DE Loxosceles

La activacion de la MAPK p38 estd involucrada con la regulaciéon de movilidad
celular y la fosforilacion de la fosfolipasa citosdlica Az (cPLA2) teniendo un papel
relevante en el inicio y regulacion de la produccién de eicosanoides los cuales son

mediadores del proceso inflamatorio (Kramer et al., 1996).

Por lo anterior, es interesante conocer si la SMD de Loxosceles es capaz de activar la
MAPK p38 en macréfagos. Asimismo, seria importante discernir si la activacién de la
MAPK p38 es atribuible a la actividad enzimdtica de la SMD, lo cual pudiera implicar la
participacion de los productos generados de la hidrdlisis de esfingomielina.

Para este ensayo, se usaron SMD recombinante enzimdticamente activa
(TxrLbCOOH) y una SMD mutante enzimdticamente inactiva [rlb (E31K)], ambas se
obtuvieron conforme se describe en la seccioné.3.2. de la metodologia. A continuacién
se presentan los resultados de la caracterizacion de las SMD activa y mutante utilizadas

en los ensayos con macréfagos.
Obtencién de SMD mutante [rLb (E31K)]

Tal como se describe previamente en la metodologia, se realizd un culfivo celular
de E. Coli transformada con el vector de expresion de la SMD mutada de L. boneti [rLb
(E31K)], se indujo la sintesis de la proteina, se hizo lisis celular y posteriormente se purificd
por cromatografia de afinidad a niquel. Las fracciones eluidas se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 12.5%; a cada muestra se le adiciond B-mercaptoetanol, el gel
concentrador se corrid a 70V, el gel separador a 120 V. Se tind con azul de Coomasie y
posteriormente se destind con 10% metanol+10% acido acético. Se juntaron las
fracciones donde hubo mayor cantidad (observadas en el gel) y se dializaron contra
PBS. Se cuantificé por BCA.
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Gel analitico, SDS-PAGE 12.5%, Kbo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
En condiciones reductoras 175 = g
(B-mercaptoetanol), 83
16 yL de cada muestra 62
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. Marcador de Peso Molecular
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Prueba de actividad in vivo de las toxinas recombinantes TxrLbCOOH y rLb(E31K)

Se verifico la actividad biolégica de las SMD TxrLbCOOH vy rLb(E31K) inyectando via

infradérmica en conejo.

Se inyectaron 6 ung de SMD TxrLbCOOH y 8 veces mds de la mutante (48 pg), como
control negativo se inyectd PBS 1X.

Los resultados mostraron que la SMD mutante rLib(E31K) no causa dermonecrosis en
conejos, sélo un minima inflamacion que desaparece en menos de 12 horas, mientras
que la TxrllbCOOH causa dermonecrosis que sigue en aumenfo aun después de 12
horas. La inyeccion de PBS, como control negativo, no causé inflamacion.

Prueba de actividad in vitro de las toxinas recombinantes Txr(LbCOOH y rLb(E31K)

Se verifico la actividad enzimdatica de SMD TxrLbCOOH vy rLb(E31K) conforme al
método de Amplex Red (Molecular Probes). Los resultados muestran que la SMD
TxrLbCOOH presenta actividad enzimdtica y la mutante rLb(E31K) no presenta
actividad aun colocando 10 veces mds que de TxrLbCOOH.
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Medicién de actividad enzimatica de la SMD rLbCOOH y SMD mutante (rLbE31K)
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150+ s rLb(E31K) 30 ng
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| rLbCOOH30ng  rLb(E31K)30ng  rLb(E31K) 300 ng
R'squared | 0.9999 0.5625 0.9786

Figura 17. Grdfica de actividad enzimdtica de las SMD recombinantes: rlbCOOH (toxina recombinante de L. boneti)
genera una respuesta medida por Absorbancia a 570 nm, indicando que es enzimdticamente activa. Por otro lado, rLb
(E31K) (toxina mutada) no genera respuesta adn con una cantidad 10 veces mayor que la rlbCOOH. En el eje X: tiempo
expresado en minutos, en el eje Y: absorbancia a 570 nm. Los datos fueron procesados con el programa Graph Pad

Prism Version 4.0b

Medicion de phospho-p38 en lisado de macréfagos peritoneales

Tal como se describe en la seccidon 6.6 de la metodologia, se obtuvieron macréfagos

peritoneales de ratones BALB/c y C57.

Los macréfagos (1x10¢/placa) se estimularon por separado a tiempos largos (4, 8 y

24h) y a tiempos cortos (5, 15y 30 min) con:

* ] ug de toxina recombinante de L. boneti enziimaticamente activa (TxrLbCOCOH)
* ] ug de toxina mutante de L. boneti enzimaticamente inactiva (rLbE31K)

+ 10 ng/mL de lipopolisacdrido (LPS) como control positivo

# Buffer de fosfatos salino (PBS) como control negativo

Se prepararon extractos totales de los macréfagos estimulados y posteriormente se
midid la concentracién de proteina por el método de Bradford. Se ajustaron las
muestras para tener 40 ung en volumen total de 30 pulL y después se analizaron por SDS-
PAGE al 12%.
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Posteriormente, se realizd la transferencia de proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa, en cdmara hUmeda, y se procedid a realizar un Western blot usando un
anticuerpo monoclonal de ratén anti fosfo-p38 (Cell Signaling) diluido 1:500 en TBST + 5%
BSA vy un anticuerpo de cabra anti IgG de raton-HRP (Cell Signaling) diluido 1:2000 en
TBST + 5% leche. La membrana se reveld por quimioluminiscencia (ECL, Amersham).

A continuacién se muestran las imdgenes de los films revelados por
quimioluminiscencia. El experimento se hizo por duplicado y se obtuvieron los mismos
resultados; solo se muestra uno (Figura 19).

Los resultados obtenidos nos muestran que hay una activaciéon de la via p38 MAPK
por la SMD pero que esta activacion no se debe especificamente a la actividad
enzimdtica de la SMD, ya que la mutante que es enzimdaticamente inactiva, también
induce fosforilacion de p38MAPK en tiempos cortos, observdndose la mayor sefal a los
15y 30 minutos. Si bien esta via es activada por la SMD, este fendmeno no depende de
su actividad enzimdtica.

Por lo anterior resulta interesante explorar las otras vias de senalizacién de las MAPK
tales como ERK o JNK ya que este grupo de proteinas estdn involucradas en la
activacion de factores de transcripcion que dan origen a la produccion de moléculas
implicadas en muerte celular y a diferentes citocinas que pueden estar involucradas en
la produccion de la inflamacion exacerbada observada en la fisiopatologia del
loxoscelismo.
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Figura 18. Activacion de la MAPK p38 en macréfagos de ratones de la cepa susceptible BALB/c y de la cepa C57.
La activacion de p38 se determind en extractos celulares totales por Western blot usando un anticuerpo especifico
contfra la MAPK p38 fosforilada (p-p38). Se detectd p38 sin fosforilar (forma inactiva) como control. Se especifica el
tiempo en minutos, LPS: lipopolisacdrido como control positivo, A: SMD recombinante de L. boneti (enzimdaticamente

activa), M: SMD mutante de L. boneti (enzim&ticamente inactival).
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8. CONCLUSIONES

+ Los lisofosfatidatos (LPA) de cadena larga tienen mayor efecto inflamatorio en
conejos, comparados con las especies moleculares de cadena hidrocarbonada
corta.

+ El LPA fiene un efecto inflamatorio en piel de conejos aunque no es suficiente
para causar la dermonecrosis observada con la SMD de Loxosceles.

+ La fosfoceramida (C1P) de cadena larga (20:0 C) tienen mayor efecto
inflamatorio en conejos comparado con las especies moleculares de cadena
hidrocarbonada intermedia.

+ Los LPA de cadena larga tienen mayor efecto inyectados via infravenosa en
ratones, comparados con las especies moleculares de cadena hidrocarbonada
corta.

+ La CIP de cadena larga (23:0 C) y muy corta (2.0 C) tienen mayor efecto
inyectados via infravenosa en ratones, comparados con ofras especies

moleculares de cadena hidrocarbonada de longitud infermedia.

+ La SMD recombinante de L. boneti posee actividad directamente sobre

membrana celular de eritrocitos, sin evidencia de hemoalisis.

+ Se generd evidencia de que la esfingomielinasa D de Loxosceles activa la via
P38 MAPK en macréfagos peritoneales de origen murino, de manera
independiente a su actividad enzimdatica.

+ Si bien es cierto, que la fisiopatologia de Loxosceles se debe a la actividad
enzimdtica, es posible que existan otros productos o estimulos alternos ademds
de los lisofosfolipidos generados por hidrdlisis, que contribuyan a la fisiopatologia.
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