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RESUMEN

Las tarantulas son un grupo de arafas pertenecientes a la familia Theraphosidae,
cuyos venenos estan constituidos por una mezcla de diversas biomoléculas que
actuan sobre distintos blancos moleculares, por lo que se les considera como fuentes
importantes de nuevos compuestos con actividad bioldgica, utiles como herramientas
de investigacion farmacoldgica. Las tarantulas del género Poecilotheria destacan
porgue sus venenos provocan sintomas locales y sistémicos que requieren atencion
médica, por lo que resulta importante ampliar la informacion acerca de sus efectos y
sus mecanismos. Teniendo en consideracion lo anterior, se determin6 la
participacion del calcio extracelular en el efecto del veneno de P. regalis sobre las
contracciones espontaneas del ileon de rata. Para esto, se emplearon segmentos de
ileon aislados de rata, en los cuales se registro el efecto del veneno sobre las
contracciones espontaneas mediante un fisiografo. Se utilizé un disefio experimental
con grupos de tratamiento y controles para la comparacion de resultados. La
significancia de la diferencia en la fuerza de contraccion fue determinada mediante
un analisis ANOVA de una via con un analisis pos hoc de Dunnett (p < 0.05). Los
resultados obtenidos en este estudio mostraron que el veneno de P. regalis reduce
significativamente las contracciones inducidas por cloruro de calcio en los segmentos
de ileon, de manera similar al verapamilo. Esta informacién muestra que el veneno
de esta especie es una fuente importante de toxinas que actuan sobre canales de
calcio, representando la base para futuras investigaciones dirigidas a la

caracterizacion de este tipo de toxinas.



INTRODUCCION

Las tarantulas son un grupo de arafas pertenecientes a la familia Theraphosidae que
se caracterizan por sus grandes dimensiones. Los venenos de estas especies estan
constituidos por una mezcla de diversas biomoléculas, entre las que se encuentran
péptidos neurotdxicos, proteinas con actividad enzimatica y otros componentes no
peptidicos como sales y acilpoliaminas. Lo anterior ha contribuido a que los venenos
de tarantula sean considerados como fuentes importantes de nuevos compuestos
con actividad biologica utiles en investigacion cientifica, ya que estas nuevas
moléculas podrian ser de utilidad en el desarrollo de herramientas de investigacion

farmacoldgica y prototipos de nuevos agentes terapéuticos.

Para los seres humanos, las mordeduras de tarantula no se consideran letales. No
obstante, se cree que el género Poecilotheria estd subestimado debido a que sus
venenos provocan sintomas locales y sistémicos que requieren atenciéon médica.
Este género incluye 15 especies de tarantulas arboricolas que son endémicas de Sri
Lanka e India. Actualmente, se consideran como mascotas exéticas, por lo que es
comun que se reproduzcan en cautiverio y se comercialicen ampliamente entre los
coleccionistas. Algunos reportes clinicos describen los sintomas que provocan las
mordeduras de tarantulas del género Poecilotheria, tanto de especimenes criados en
cautiverio como de especimenes de vida silvestre. Estos sintomas incluyen
calambres musculares que pueden durar hasta por siete dias (reportados en el 58 %
de los casos), dolor local intenso, entumecimiento local, inflamacion local y dolor
muscular generalizado aproximadamente un dia después de la mordedura.
A pesar de la intensidad de los sintomas, no se conoce un tratamiento terapéutico

especifico.

Se han realizado pocos estudios acerca de la composicion y de los efectos
toxicolégicos de los venenos de las tarantulas del género Poecilotheria. Se ha
encontrado que los venenos de varias de estas especies producen convulsiones

periodicas sincrdnicas y muerte en ratones.



La composicion de estos venenos, al igual que la de los venenos de tarantulas de
otros géneros, incluye principalmente péptidos y proteinas, siendo las enzimas con
actividad de hialuronidasa componentes comunes, con pesos aproximados de 40
kDa. Ademas, se ha encontrado que los venenos de P. regalis y P. ornata producen
vasodilatacion en segmentos de aorta aislados de rata mediante mecanismos que
involucran la participacion de calcio y la activacion de la via del 6xido nitrico-GMP

ciclico.

En un estudio reciente, se encontr6 que el veneno de P. regalis inhibe las
contracciones espontaneas de segmentos de ileon aislado de rata a una
concentracion de 20 ug de proteina/ml. Este efecto podria ser resultado de una
mezcla de efectos neurotdxicos que involucran la participacion de diferentes tipos de
canales idnicos, ya que los venenos de arafa se caracterizan por poseer toxinas que
actuan sobre diferentes tipos de canales idnicos, siendo los mas comunes los de
sodio y de potasio, aunque algunos estudios también muestran la participacion de
canales de calcio. Considerando que el veneno de P. regalis podria ser una fuente
importante de toxinas que actuan inhibiendo principalmente diversos tipos de canales
de calcio, el objetivo de este estudio es determinar la participacion del calcio
extracelular en el efecto del veneno de P. regalis sobre las contracciones
espontaneas de segmentos de ileon aislado de rata. Los resultados derivados de
este estudio ayudaran al disefio de experimentos dirigidos a la purificacion y analisis

de nuevas neurotoxinas que actuen inhibiendo canales de calcio.



1. ANTECEDENTES

|. Aracnidos

La clase Arachnida es una clasificacion taxonémica perteneciente al filo Arthropoda
que engloba los artropodos de 8 patas, como las arafias o los alacranes. Una gran
variedad de estas especies presentan la particularidad de excretar veneno para sus
funciones de caza y defensa. Los aracnidos suelen dividirse en 11 érdenes,
detallados en la Figura 1, los cuales son: Acari (acaros y garrapatas), Amblypygi
(arafas latigo), Opiliones (arafias patonas), Palpigradi (palpigrados),
Pseudoscorpionida (falsos escorpiones), Ricinulei (ricinulidos), Schizomida
(esquizomidos), Scorpiones (escorpiones o alacranes), Solifugae (matavenados),
Thelyphonida (vinagrillos) y Araneae (aranas). Las aranas cuentan con una amplia
diversidad, 47,000 especies descritas hasta el momento. La gran mayoria de las
cuales produce venenos constituidos por mezclas complejas de componentes que
tienen la funcion principal de paralizar a la presa o alejar a los depredadores. Dicho
veneno es secretado por glandulas especializadas que se localizan en estructuras
gue se encuentran cerca de la boca, llamadas queliceros. El veneno es inyectado en

la presa a través de los colmillos al morder (Guo y col., 2023).

. Esquizémidos
Escerpiones Palpigrados
Telifér'idos

Solifugos Falsos st Arasias  Amblipigidos |

Opiliones i Ricinalidos
; E é escorpiones

Figura 1. Filogenia hipotética ilustrada de la relacion entre los ordenes

pertenecientes a la clase Araneae adaptado de Martinez-Martinez y col., 2015.



El orden Araneae se reclasifica en 2 subérdenes: Mygalomorphae y Araneomorphae,
que se diferencian por la orientacion de los colmillos de los queliceros. En las
especies del suborden Araneomorphae, los queliceros son diaxiales, mientras que
en el suborden Mygalomorphae, son paraxiales como lo representa la Figura 2. En
el suborden Araneomorphae se encuentran especies conocidas por su significancia
clinica, como la viuda negra (género Latrodectus), la arafia violinista (género
Loxosceles) o la arafia bananera (género Phoneutria). Por otro lado, el suborden
Mygalomorphae esta compuesto por aranas de cuerpos mas pesados; entre estas
especies destacan la arafia de embudo australiana (género Atfrax) y las arafias de
grandes dimensiones comunmente conocidas como tarantulas (familia
Theraphosidae) (Hernandez-Sotelo, 2022; WSC, 2025).

/ p “‘ '{'— £
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Figura 2. Posicion de los colmillos (queliceros) para la distincién entre el suborden
Mygalomorphae (a) (tarantulas) y Araneomorphae (b) (aranas) adaptado de

Cipola-Gioia y col., 2019.

[.1 Familia Theraphosidae

La familia Theraphosidae comprende alrededor de 1,153 especies que se incluyen
en al menos 176 géneros de distribucién cosmopolita (WSC, 2025). Estas especies
se conocen comunmente como tarantulas. Morfolégicamente, se distinguen por la
presencia de escapulas tarsales densas en todas las patas y la presencia de
fasciculos subungueales que les permiten trepar por superficies verticales. Ademas
de dos ufias tarsales con escasos dientes o ausencia de estos. Paralelamente, el
tipo de seta presente en sus patas es un factor fundamental para su clasificacién

dentro de la familia Theraphosidae (Figura 3). La mayoria de las especies de
4



tarantulas esta presente en el continente americano y suelen vivir en cuevas, en el
suelo o debajo de piedras, mientras que algunas especies tropicales habitan en los
arboles (Pérez-Miles y col., 2017; Pérez-Miles, 2020).

N . i
mnm 1v \Y% VI VII

Figura 3. Tipos de setas urticantes (Tipo | al VIlI) presentes en la familia
Theraphosidae, localizadas en el nuevo mundo. Se utilizan como medida de
defensa y son utiles para dilucidar aspectos filogenéticos adaptado de Kaderkay
col., 2019.

A pesar de su tamafno y apariencia, el veneno de la mayoria de las tarantulas es
inofensivo para el ser humano. Algunos autores mencionan que el efecto general de
la mordedura de tarantula es similar al efecto de un piquete de avispa. No obstante,
los venenos de tarantulas estan constituidos por una mezcla ampliamente diversa de
componentes, tales como: enzimas de alto peso molecular, péptidos y poliaminas
neurotoxicas, acidos nucleicos, monoaminas y sales inorganicas (Escoubas y col.,
2004). La mayor parte de los efectos de los venenos de tarantulas se deben a la
presencia de péptidos neurotéxicos que modulan diferentes tipos de canales idnicos.
Muchos de estos péptidos cuentan con nudos de cisteina formados por puentes
disulfuro que les confieren estabilidad ante diferentes factores. Entre los canales que
suelen modular estos péptidos, se encuentran diversos tipos de canales

dependientes de voltaje como los de calcio (Cav**), sodio (Nav*), potasio (Kv*) y cloro
5



(Clv). Existe una amplia diversidad estructural entre los péptidos neurotéxicos de
cada especie; esto hace que los venenos de tarantula, a pesar de no ser letales para
los humanos, son de interés en la comunidad cientifica para el estudio de nuevos
compuestos bioactivos con aplicacion potencial en biotecnologia y farmacologia
(Escoubas y col., 2004). Es de resaltar que las tarantulas del viejo mundo suelen ser
mas reactivas y agresivas que las del continente americano que prefieren escapar a
tratar de morder. Pocas especies son de relevancia clinica, por ejemplo,
especimenes del género Pterinochilus, Poecilotheria o Hysterocrates (Ahmed y col.,
2009; Fuchs y col., 2014).

|.2 Poecilotheria regalis “Pocock”

El género Poecilotheria consta de 16 especies (WSC, 2025) y es originario de las
regiones de Sri Lanka y la India subcontinental (contando cada pais con 8 especies
endémicas); las primeras especies del género fueron documentadas en 1804 por
Latreille. Con la posterior exploraciéon de Sri Lanka en 1869, el género fue
aumentando sus especies, siendo el mayor representante de migalomorfos en la
zona, aunque su recoleccidon para venderse como mascotas y la reduccion de su
habitat natural por la tala de arboles, ha puesto algunos representantes del género
como la Poecilotheria hanumavilasumica en la lista de especies amenazadas

(Nanayakkaray col., 2015).

Las arafias de este género son caracteristicas por su gran tamafo, sus coloridas
marcas dorsales que varian en colores marron, negro y gris, con algunas
excepciones en colores azul metalico, verde, amarillo y negro; en su parte ventral
entre las patas | y IV presentan marcas de amarillo intenso, blanco, lila y negro, segun
la especie, como se observa en la Figura 4. En comparacién con otras arafias
terafosidas, este género posee las especies de arafias mas coloridas del mundo, y
se les conoce por ser muy rapidas y tener un potente veneno (Nanayakkara y col.,
2012). Debido a su estilo de vida arbdreo, los microhabitats preferidos de estas
especies son hoyos en los arboles, contando con poblaciones reducidas, como

sugieren las observaciones (Samarawickrama y col., 2005).
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Poecilotheria Sivon, 1885
India Sri Lanka

P. metallica POCOCK, 1899 %

4 P rifilata POGOCK 1899

l& ;\ s S

P. formosa POCOCK. 1899 P. vittata Kirk, 2001 )

W
e St

P. miranda POCOCK, 1900

/A

P. tigrinawesseli SMITH,

P. fasciata LATREILLE, 1804

':a
/ X

P. striata POCOCK, 1895

P. hanumavilasumica SMITH, 2004 P. srilankensis NANAYAKKARA et al., 2019

Figura 4. Identificacion de algunas especies de la familia Poecilotheriinae segun

la distribucidn, longitud y coloracion de las patas (I-1V) adaptado de Meyer, 2016.
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En contraste con su creciente popularidad como mascotas, el género apenas esta
siendo estudiado como consecuencia de su domesticacion, pues la mordedura de
estas tarantulas tiene como consecuencia: dolor en la zona de la picadura que puede
extenderse al miembro, adormecimiento o calambres musculares (Ahmed y col.,
2009; Fuchs y col., 2014; Garcia-Arredondo y col., 2024). De entre las especies
conocidas dentro de la subfamilia Poecilotheriinae, Poecilotheria regalis ha sido caso
de estudio en anos recientes, como producto de su comercializacion como mascota.
También conocida como “arafia ornamental de la India”, esta especie es una
tarantula endémica del sudeste de la India, de habitos arboricolas y un
comportamiento nervioso y veloz (Garcia-Arredondo y col., 2024). P. regalis se
puede distinguir del resto de las especies de este género por la presencia de la
amplia banda rojiza en el lado ventral del abdomen. Los machos suelen avistarse
con frecuencia durante la temporada de lluvias, cuando deambulan para aparearse.
Durante su busqueda, los machos pueden entrar en recintos humanos, lo que

aumenta el riesgo de picaduras (Rao y col., 2004).

Ademas de los accidentes causados por arafas silvestres, surgen casos de
picaduras de P. regalis que se tienen como mascotas. A medida que la especie se
popularizd, los casos de envenenamientos se vuelven mas comunes, a pesar de las
recomendaciones para una manipulacion segura y un alojamiento adecuado,
ademas de las picaduras que pueden surgir como accidentes al momento de
manipular ejemplares para el estudio de su veneno (Richards y col., 2023; Garcia-
Arredondo y col., 2024).

.3 Veneno de tarantulas

Generalmente, los venenos de tarantulas estan compuestos por una amplia variedad
de moléculas que varian de entre cientos hasta los cientos de miles de daltons. Estas
toxinas son sintetizadas mediante elementos del metabolismo, a través de glandulas
especializadas que se han perfeccionado evolutivamente, con el fin de actuar sobre
determinados canales y asi cumplir el efecto objetivo que es inducir paralisis y/o
dolor. Regularmente, la diana biolégica de estos venenos consiste en canales



dependientes de voltaje (Garcia-Arredondo y col., 2015; Diaz Pefia y col., 2019; Diaz-
Pefia y col., 2023).

Las toxinas presentes en los venenos de tarantulas se pueden clasificar segun su
peso molecular: las toxinas de bajo peso molecular <1 kDa, que engloba
acilpoliaminas, poliaminas, péptidos citoliticos, toxinas de peso molecular medio <10
kDa y toxinas de alto peso molecular >10 kDa. La actividad de estos compuestos
varia desde una actividad antimicrobiana, hasta una actividad neurotéxica o
citotoxica (Estrada-Gémez y col., 2015). Gracias a su promiscuidad con diversos
receptores, desde el 2008, se estableci6 una nomenclatura que clasifica a las
diferentes toxinas segun la subfamilia taxonémica, esclareciendo al mismo tiempo la
diana bioldgica. Simultaneamente, se especifica el género y la especie del organismo
que sintetiza la toxina y distingue toxinas con farmacologia similar y denota paralogos

y homalogos (King y col., 2008).

Debido a sus multiples dianas biologicas, los péptidos y proteinas son los
componentes mas estudiados en los venenos de tarantulas. Muchas de estas
proteinas presentan en su estructura un motivo conocido como “nudo inhibidor de
cistina”, por sus siglas en inglés “ICK”; un motivo (motif) es un patron de secuencia
corto y conservado que se asocia con un sitio estructural especifico que realiza una
funcién determinada en una proteina. EI motivo ICK se compone de puentes disulfuro
que enlazan a 3 pliegues 3 antiparalelos. Estos puentes son productos de la
oxidacion de grupos sulfhidrilo pertenecientes a 6 residuos de cisteinas que se
encuentran distribuidas en la estructura primaria con una secuencia: CI-CIV, CII-CV
y CllI-CVI, desde el extremo amino al carboxilo terminal. El pliegue ICK presenta
numerosas variaciones en la longitud de los bucles intercisteinicos, lo que da lugar a
diferentes propiedades de las toxinas como ejemplifica la Figura 5 (Escoubas y col.,
2004; Xiong, 2006; Saez y col., 2010).



o-GsTxSIA GsMTx4

7\

Huwentoxin | Huwentoxin IV PeTx1

Figura 5. Representacion de listdn de distintas toxinas ICK de tarantula. Puentes

disulfuro en amarillo adaptado de Escoubas y col., 2004.

Puntualmente, la composicion del veneno de Poecilotheria regalis ha sido caso de
estudio, dados los sintomas provocados por su mordedura, lo que exacerba su
importancia farmacolégica. Analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) revelaron que el veneno se compone de pequenos péptidos de entre 2
a 15 kDa (caracteristicos de neurotoxinas) y de proteinas con pesos moleculares que
varian entre 40 y 100 kDa como las hialuronidasas (Garcia-Arredondo y col., 2015).
Estas hialuronidasas se encuentran presentes en al menos dos isoformas con pesos
moleculares de alrededor de 40 kDa y un punto isoeléctrico entre 6 y 8, valores que
son similares al de la hialuronidasa de Dugesiella hentzi, la cual presenta su maxima
actividad a una temperatura de 50° C, como las enzimas BmHYA1 presentes en el
veneno del escorpidn Buthus martensi y la hialuronidasa testicular bovina. Estas
enzimas entran dentro de la clasificacion de enzimas acido activas con un pH 6ptimo

de funcionamiento de 3-4 (Rodriguez-Rios, 2017).
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Adicionalmente, el veneno de P. regalis ha sido analizado mediante ‘MALDI-TOF’
revelando 34 picos en el espectro en un rango de 3.8 a 8.0 kDa. Un posterior analisis
por RP-HPLC presento6 23 fracciones con un peso molecular promedio de 3.402 kDa,
determinando en total 225 picos que corresponden al numero de péptidos presentes
en el extracto venenoso. El perfil cromatografico mostré ciertas analogias con
péptidos ya estudiados. Estos resultados, en complemento con los patrones de
fragmentacion de las fracciones, permiten atribuir funciones biolégicas por porcentaje
de homologia. Algunas de las toxinas caracterizadas fueron Precursor de Conotoxina
Bu6, U1-Theraphotoxina—Pf2, U1-Theraphotoxina—Pf3, w—Theraphotoxina—Asp3,
U26-theraphotoxina—Cg1a, U7-theraphotoxina-Pf1 y  U5-theraphotoxina-Pf3.
Es importante recalcar que existe una variacion en los compuestos y su
concentracion presente en el veneno segun el sexo, tamafio, edad entre otros

factores ecoldgicos o genéticos (Diaz-Pefa, 2019).

El cuadro clinico causado por la mordedura de P. regalis se desarrolla con el tiempo
e incluye sintomas que van desde adormecimiento hasta calambres musculares
severos, ademas de dolores en las extremidades, inflamacion e hinchazén (Garcia-
Arredondo y col., 2024). Estudios de laboratorio reportan niveles elevados de
creatina quinasa, lo que sugiere cierto dafo muscular. En un reciente estudio
realizado en modelos murinos, reportan que el veneno afecta la fusion de mioblastos
e induce atrofia de miotubos, ademas de dafiar el musculo tiroaritenoideo y causar
pérdida muscular (Richards y col., 2023). A pesar de no ser mortal, la mordedura de
esta tarantula genera en el afectado, entumecimiento en extremidades, dolor e
inflamacion, en contraste con los sintomas producidos por mordeduras de otras
especies arboricolas (Pérez-Miles, 2020). Aunado a esto, la ausencia de un
antiveneno especifico para el veneno de esta tarantula (Jegaraj y col., 2014), vuelve
el estudio de las toxinas presentes en el veneno de la arana ornamental de la India

de interés farmacoldgico.

[.3.1 Efecto del veneno de P. regalis sobre aorta

El estudio de los venenos secretados por terafésidos se puede abordar en funcion

de la diana biolégica que modula la toxina, lo que puede determinarse mediante
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técnicas electrofisiolégicas que esclarecen la actividad en canales idnicos
dependientes de ligando. Algunas de estas toxinas modulan la funcion del sistema
vascular mediante la activacion de canales dependientes de voltajes como el K7,
Na.* o el Ca/?* (Estrada y col., 2007), particularmente, el estudio de venenos de la
subfamilia Poecilotheriinae ha revelado la capacidad de ciertas toxinas de modular
los canales voltaje dependientes de calcio, como lo son los canales tipo L, lo que

explicaria parte de sus efectos (Diaz-Pefna y col., 2019).

El efecto vasodilatador caracteristico de la mordedura de estas tarantulas involucra
la activacion de la via del NO/GMPc en los vasos sanguineos. En un estudio
realizado con el veneno de P. ornata, se detecté la activacion de la via del Oxido
nitroso por GMPc (de Jesus-Lopez y col., 2023). En experimentos realizados en
segmentos de aorta aislados de rata, se encontré que el veneno de la P. regalis
produce un efecto vasodilatador dependiente de la concentracion del veneno (Diaz-
Pefay col., 2019). En afos recientes se encontré que un inhibidor de nudo de cistina,
presente en una subfraccién cromatografica del veneno, induce vasodilatacidon
mediante la inhibicidn de los canales tipo L voltaje-dependientes de calcio (Diaz Pena
y col., 2023).

1.3.2 Efecto del veneno de P. regalis en musculo liso intestinal

En estudios efectuados sobre el tejido aislado de ileon de rata, se encontr6é que el
veneno de P. regalis produce un efecto inhibitorio de las contracciones espontaneas
del tejido. Esta actividad bioldgica podria surgir como resultado del decremento en la
entrada del calcio en las células, sin embargo, el mecanismo no ha sido determinado
(Pescador-Tovar, 2024).
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Il. Potencial terapéutico de los venenos de araia

En la quimica medicinal, es comun el uso de venenos como fuente de nuevas
moléculas que puedan generar candidatos a farmacos o ampliar las bibliotecas de
compuestos en la busqueda de analogos de los distintos metabolitos que generen
una sintomatologia determinada. Por ejemplo, las arafas han sido objeto de estudio
por su alta especializacion para secretar péptidos que actuan sobre blancos
especificos a partir de concentraciones nanomolares, que incluso logran identificar a

sus blancos bioldgicos entre diferentes isoformas (King, 2011; Cardoso y col., 2015).

El veneno de las arafias constituye un céctel de compuestos que comprenden sales,
pequenas moléculas organicas, péptidos y una variedad de proteinas que abarca
desde decenas hasta cientos de daltons. Gracias a su distribucion cosmopolita y a
su amplia variedad de especies en la dieta, esta diversidad de toxinas convierte a
estas arafnas en los depredadores venenosos mas exitosos, lo que se traduce en una
biblioteca de compuestos inmensa que ha sido perfeccionada por la evolucién a
través de la quimica combinatoria durante miles de afos; a pesar de conocer
ampliamente sus efectos farmacoldgicos, la caracterizacién de las moléculas
responsables de dichos efectos, siguen siendo una amplia rama de estudio (Estrada
y col., 2007; Saez y col., 2010).

Multiples toxinas de distintas arafias se han utilizado en la busqueda de analgésicos,
aprovechando su capacidad como moduladores de distintos receptores asociados al
dolor como los canales voltaje dependientes de sodio, canales idnicos sensibles al
pH, canales TRPV o P2X. Algunas toxinas poseen potencial antiarritmico por inhibir
canales mecanosensibles MSCs, que estan asociados al estiramiento de la camara
auricular, lo que resulta en la fibrilacion auricular. Su capacidad de modular la
vasodilatacién los vuelve relevantes en la busqueda de antihipertensivos o de
farmacos usados para tratar la disfuncion eréctil. La finalidad del veneno per se para
cazar sus presas puede ser aprovechada en la creacién de insecticidas que no
representen un riesgo para el ser humano, o inclusive que sean especificos para
determinadas especies. Finalmente, el poder citolitico de algunas toxinas les brinda

potencial de ser nicho para antibiéticos de nueva generacion, debido a las
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propiedades anfipaticas de algunos péptidos que permitirian la permeabilizacion de

la membrana mediante distintos mecanismos (Saez y col., 2010).

El uso particular del veneno de tarantulas es quiza todavia mas exiguo. El potencial
del motivo responsable del nudo inhibidor de cistina ICK para generar péptidos con
distintos potenciales farmacéuticos y dotar a las librerias con compuestos vy
andamios, sobre los cuales disefar nuevos candidatos, es un campo poco explorado
en la investigacion de farmacos. Por ejemplo, las toxinas Ux-TRTX-Pc1a, extraidas
del veneno de Psalmopoeus cambridgei, han mostrado tener actividad contra el
estadio intraeritrocitario de Plasmodium falciparum, a pesar de no tener actividad
hemolitica, fungicida o bactericida, lo que podria proveer de compuestos lideres en
el desarrollo de nuevos antimalaricos. Ademas, se ha encontrado que neurotoxinas
secretadas por distintas especies de tarantulas han mostrado actividad inhibitoria en
el crecimiento de distintas lineas celulares en concentraciones del orden micromolar
(Escoubas y col., 2004; Guo y col., 2023).
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2. HIPOTESIS

El veneno de Poecilotheria regalis inhibe las contracciones espontaneas del ileon
aislado de rata, mediante un mecanismo que involucra la participacion del calcio

extracelular.
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3. OBJETIVO

Determinar la importancia del calcio extracelular en el efecto del veneno de
Poecilotheria regalis sobre las contracciones espontaneas de segmentos de ileon

aislados de rata.
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4. METODOLOGIA

V.1 Métodos

V.1.1 Animales en experimentacion

En este estudio, se usaron cuatro ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250
a 300 g, las cuales fueron adquiridas en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de
la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Los animales de experimentacion se
mantuvieron en un area exclusiva para el cuidado y alimentacion de los animales
ubicada en la planta baja del edificio 2 de la Facultad de Ciencias Quimica de la UAQ.
El espacio fue acondicionado segun la NOM-062- ZO0O-1999, apartado 5.1,
manteniendo a los animales en jaulas de acrilico (187 cm? por animal) con agua
purificada y alimento ad libitum (alimento ABENE BDL-7100 para animales de
experimentacion en fase de mantenimiento), alternando la limpieza cada dos dias.
No se aplicd ningun tipo de dieta ni tratamiento en los animales de experimentacion.
Se indujo la muerte de los animales de experimentacién mediante decapitacion con
guillotina, considerando que se trabajo con tejidos aislados (NOM-062-ZO0- 1999,
apartado 9.5.3.3).

Los segmentos de ileon extraidos para el ensayo biolégico se lavaron
inmediatamente y fueron colocados en una camara de bafo organico para realizar
las evaluaciones. Se emplearon repeticiones con cuatro ratas diferentes; gracias a la
naturaleza del ensayo, fue posible realizar multiples condiciones experimentales con
una sola rata. De acuerdo con el apéndice A de la NOM-062-Z00-1999, se causo a
los animales de experimentacion un grado de molestia categoria A. Finalmente, los
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se trataron como lo indica la NOM-087-
SSA-2002, manteniendo en congelacién (-20°C) los restos en bolsas amarillas y los
punzocortantes en contenedores rojos especiales. Los residuos quimicos generados,
se trataron segun la NOM-005-STPS-1998.
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V.1.2 Recolecciéon y obtencién del veneno de aracnidos

El veneno fue extraido de especimenes hembra adultos de la tarantula Poecilotheria
regalis, que fueron mantenidas en jaulas de acrilico de manera independiente en el
Aracnario de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de
Querétaro (Numero de registro INE/CITES/DGVS-CR-IN-0619-QRO/00). Los
aracnidos recibieron agua (agua purificada ad libitum) y alimento (un grillo por
semana); estando a cargo del personal del aracnario. No fue necesario el sacrificio
para la extracciéon del veneno. La identificacion y sexado de los especimenes fue
realizado por el Biol. Luis Cuéllar Balleza, encargado del Aracnario. La extraccion del
veneno se realiz6 mediante la técnica estandarizada de obtencion de veneno de
tarantulas, la cual consiste en una estimulacién eléctrica. El veneno fue liofilizado y

almacenado en congelacion a -70 °C.

V.1.3 Cuantificacion de proteina total en el veneno

La proteina total presente en el veneno fue determinada por espectrofotometria UV-
Vis, mediante el método colorimétrico del acido bicinconinico, utilizando una curva
de calibracién y empleando albumina sérica bovina (BSA) como estandar de proteina
BSA.

V.1.4 Ensayo de ileon aislado de rata

El efecto del veneno sobre el tono del musculo liso vascular fue evaluado mediante
el ensayo de ileon aislado de rata previamente estandarizado (Rojas y col., 2002).
Para esto, se indujo la muerte de las ratas macho Wistar por decapitacion, usando
una guillotina como lo indica la NOM-062-ZO0-1999. Posteriormente, se extrajeron
segmentos de ileon de alrededor de 1 cm que fueron colocados en solucién
fisiolégica de Krebs-Henseleit de composicion: 118 mM NacCl, 4.7 mM KClI, 2.5 mM
CaClz, 1.2 mM MgSOs4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs y 11 mM D- (+) glucosa,
con gasificacion constante de composicién 95 % O2y 5 % CO2 a una temperatura de
37°C.
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Los tejidos extraidos se estabilizaron por 10 minutos a una tension de 1 g, de manera
que las contracciones espontaneas del tejido fueron medidas en el poligrafo Grass.
Una vez finalizado el periodo de estabilizacién, se realizaron 3 lavados del tejido con
solucién de Krebs modificada de composicion: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM
EDTA, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs y 11 mM D- (+) glucosa,
para asegurar la ausencia del calcio Ca?* presente en el medio. El efecto del veneno
fue evaluado mediante la adicion de 50 uL de la dilucién del veneno, teniendo una
concentracion final de 20 pg/ml. Posteriormente, se adicionaron 100 pL de una
solucién de CaClz para obtener una concentracion final de 10 mM. Se empled
verapamilo (1 x 103 M), como sustancia de referencia, ya que es un bloqueador de

canales de calcio tipo L.

V.1.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la media de
cuatro repeticiones (n = 4). Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante
un analisis un ANOVA de una via con un analisis pos hoc de Dunnett (p < 0.05),

empleando el programa estadistico Prism GraphPad version 5.0.

V.2 Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental con grupos de tratamiento y control para comparar
los resultados. Para esto, se emplearon ratas sanas macho de la cepa Wistar con un
peso de 250 a 300 g. Se realizd6 una extraccion de segmentos de ileon de
aproximadamente 1 cm de longitud. Cada segmento de ileon de diferente rata se
considerd una unidad experimental. Los segmentos de ileon se dividieron en grupos

experimentales (n=4):

Grupo control negativo: Segmentos de ileon sin tratamiento, a los que se les agrego

el vehiculo de disoluciéon de la muestra.

Grupo control positivo: Segmentos de ileon, a los que se les agregd una

concentracion de 10 mM de CaCl2 en un medio libre de calcio.

19



Grupo experimental: Segmentos de ileon, a los que se les agregé una concentracion
de 20 ug de veneno/ml y posteriormente una concentracion de 10 mM de CacCl2 en

un medio libre de calcio.

Grupo de referencia: Segmentos de ileon, a los que se les agregé una concentracion
de 1X10° M de verapamilo y, posteriormente, 10 mM de CaClz en un medio libre de

calcio.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Después de la extraccion del veneno, se cuantificd la concentracion de proteina.
Primero, el veneno de una extraccion se disolvié en 500 yl de agua grado HPLC y se
tomaron 4 pl del veneno diluido para la determinacién de proteina, encontrandose
que por cada extraccion de veneno se obtuvieron 0.8 mg de proteina total. En la
Figura 6, se muestra la curva control con albumina sérica bovina para la

determinacién de proteina (R? = 0.928).
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Figura 6. Curva control con albumina sérica bovina para la determinacion de

proteina por el método del acido bicinconinico.

Una vez que se cuantificé la concentraciéon de proteina del veneno de P. regalis, se
evaluo su efecto sobre las contracciones espontaneas de segmentos de ileon aislado
de rata a una concentracién de 20 ug/ml. A esta concentracién, el veneno provoco
una disminucién del tono del musculo liso intestinal equivalente a 300 mg de fuerza.
En la Figura 7, se muestra el efecto del veneno en comparacion con la acetilcolina y
verapamilo, que se usaron respectivamente como referencia de efecto estimulatorio

e inhibitorio del tono del musculo liso intestinal.
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Figura 7. Efecto del veneno de P. regalis (Prv) sobre el tono del musculo liso

intestinal en segmentos de ileon aislado de rata.

Con la finalidad de determinar la participacion del calcio extracelular en el efecto del
veneno de P. regalis sobre el tono del musculo liso intestinal, se agrego el veneno
en las camaras con los tejidos en un medio libre de calcio, posteriormente, se agrego
cloruro de calcio a una concentracion de 10 mM. La contraccién observada mediante

este experimento se comparo con la contraccion inducida por la misma concentracion
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de cloruro de calcio en segmentos en solucién de Krebs libre de calcio. Se realizé un
experimento similar usando como control un bloqueador de canales de calcio
dependientes de voltaje (verapamilo). Los resultados de estos experimentos
indicaron que la contraccién inducida por el cloruro de calcio sobre los segmentos de
ileon, a la concentracion de 10 mM, disminuye significativamente tanto en presencia
del veneno de P. regalis, como en presencia de verapamilo. En la Figura 8 se
muestran registros representativos de estos experimentos, mientras que en la Figura

9, se muestra la grafica con la comparacion estadistica de dichos efectos.

5 min
; W
Krebs Krebs Krebs CaClz
sin Ca*t+ sin Cat* sin Cat* 10 mM

"R IR R |

Krebs  Krebs  Krebs Prv CaClz
sin Ca**+ sin Cat* sin Ca++ 20 pg/mi 10 mM

t t ¢ t 1

Verapamilo CaClz
1pM 10mM

Krebs Krebs Krebs
sin Cat* gjn cat+ sin Catt

Figura 8. Efecto del veneno de P. regalis (Prv) y del verapamilo sobre la
contraccion inducida por cloruro de calcio en segmentos de ileon aislado de rata

en un medio libre de calcio.
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Figura 9. Efecto contractil inducido por cloruro de calcio sobre los segmentos de
ileon aislado de rata en un medio libre de calcio, en ausencia y presencia del
veneno de P. regalis (Prv) o verapamilo. *Muestra diferencias significativas

mediante un ANOVA de una via con un analisis pos hoc de Dunnett (p < 0.05).

En comparacion con la informaciéon que se tiene sobre los componentes de los
venenos de tarantulas de otros géneros, se sabe relativamente poco sobre los
componentes de los venenos de las tarantulas del género Poecilotheria y sus efectos
farmacoldgicos. Se ha encontrado previamente que el veneno de P. regalis produce
vasodilatacion en segmentos de aorta aislada de rata. Entre los posibles
mecanismos, se ha visto que el efecto vasodilatador depende, por una parte, del
endotelio vascular, involucrando la via del 6xido nitrico-GMP ciclico (Diaz-Pefia y
col., 2019). Por otro lado, también se ha visto que parte del efecto vasodilatador se
debe a un bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje (Diaz-Pefa y
col., 2023). En otro estudio, se observaron resultados similares con el veneno de P.
ornata (de Jesus-Lépez y col., 2023), lo que sugiere que las especies de este género
contienen diversos péptidos vasodilatadores, algunos de los cuales estarian

ejerciendo su efecto al impedir la entrada de calcio a las células de musculo liso.
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El calcio es uno de los principales segundos mensajeros que modulan la contraccién
muscular. En el caso del musculo liso intestinal, la contraccion comienza después del
aumento de la concentracion de Ca*™" intracelular, proveniente del liquido extracelular
o del reticulo sarcoplasmico en el interior de la célula. Estos iones se unen a la
calmodulina. Este complejo activa la cinasa de cadena ligera de miosina, encargada
de fosforilar las cadenas ligeras de las cabezas de miosina, lo que aumenta la
actividad de la ATPasa. Por ultimo, los puentes cruzados de miosina activa se
deslizan a lo largo de la actina y crean una tension muscular que contrae a la célula

como se observa en la Figura 10 (Hall y col., 2021).
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Figura 10. Esquematizacion del mecanismo de contraccion y relajaciéon del

musculo liso (Hall y col., 2021).
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En los experimentos realizados en este estudio, los lavados de los tejidos, realizados
con la solucion de Krebs libre de calcio, agotarian las reservas del ion en el reticulo
sarcoplasmaticos lo que eventualmente detiene la motilidad del musculo liso. Al
agregar el veneno y posteriormente el cloruro de calcio, la captacion del ion se ve
reducida, ergo la fuerza de contraccion disminuye significativamente, en contraste
con el grupo control que presentd un aumento en la fuerza de contraccion ipso facto.
Este efecto es similar al producido por el verapamilo, conocido por antagonizar los
canales de calcio voltaje dependientes en las células del musculo liso vascular y del
musculo cardiaco (presentando una selectividad mayor por este ultimo), produciendo
un efecto vasodilatador mediante la reduccion del ion en el citosol (Singh y col.,
1978).

Como se ha mencionado previamente, los venenos de tarantula son considerados
como fuentes importantes de toxinas peptidicas que modulan diversos tipos de
canales idnicos, gran parte de los estudios se centran en toxinas que actuan sobre
canales de sodio y de potasio (Escoubas y Rash, 2004; Estrada-Gomez y col, 2019).
Sin embargo, algunos estudios han mostrado que los venenos de tarantula también
contienen toxinas que modulan canales de calcio (Estrada-Gomez y col, 2019). Por
ejemplo, en el veneno de la tarantula de China Ornithoctonus huwena se encontré la
toxina peptidica huwentoxin-XVI, de 39 residuos de aminoacidos, que bloquea
canales de calcio tipo N, presentes principalmente en sistema nervioso (Deng, y col,
2014). En el veneno de la tarantula de Africa Pelinobius muticus, cominmente
conocida como tarantula rey babuino, se encontré la toxina peptidica w-TRTX-Hg1a,
de 39 residuos de aminoacidos, que actua como inhibidor de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo CaV2.3, que estan presentes principalmente en sistema
nervioso central (Klint y col, 2014). La aplicacion potencial de estas toxinas que
actuan sobre canales de calcio presentes en sistema nervioso central es el estudio y
disefio de nuevos tratamientos analgésicos. Por otra parte, también se tienen
reportes de toxinas de tarantula que actuan sobre canales de calcio presentes en
musculo liso vascular, en el veneno de la tarantula de Peru Thrixopelma pruriens se

encontrd la toxina peptidica ProTx-l que actua inhibiendo canales de calcio tipo T
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Cav3.2 (Ohkubo y col, 2010), en el veneno de la tarantula de Latinoamérica
Grammostola rosea se aisld la toxina GTx-15, que inhibe canales de calcio
dependientes de voltaje tipo Cav1.2, presentes en musculo liso vascular e intestinal
(Ono y col., 2011). Estas toxinas pueden ser de gran importancia biolégica, ya que
podrian tener una potencial aplicacion para el desarrollo de nuevas aplicaciones
terapéuticas para el tratamiento de diversas afecciones como la hipertension arterial,
angina de pecho y arritmias cardiacas. En este estudio, se puede inferir que el
veneno de P. regalis constituye una fuente potencial de nuevas toxinas bloqueadoras
de canales de calcio, que podrian estar actuando principalmente sobre canales de
calcio tipo L, que son los mayormente expresados en musculo liso vascular e
intestinal (Ghosh y col, 2017).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados derivados del presente estudio muestran que el veneno de la tarantula
P. regalis produce un efecto inhibitorio sobre las contracciones espontaneas de
segmentos de ileon aislado de rata mediante un mecanismo que involucra la entrada
de calcio a las células musculares. Este estudio constituye un primer paso para
futuros estudios dirigidos a la purificacion y caracterizacion de estas toxinas para
determinar con mayor profundidad su posible mecanismo de accidén. Entre las
perspectivas a futuro, es necesario explorar si otras especies de tarantulas, de
géneros diferentes, presentan este tipo de toxinas y establecer protocolos dirigidos a

su purificacion.
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