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RESUMEN

El veneno de las tarantulas estd constituido por una mezcla heterogénea de
compuestos bioactivos, cuya accion sinérgica sobre receptores predeterminados
permite a estos aracnidos subyugar a sus presas y ahuyentar a sus depredadores.
Asi mismo, estos componentes varian en su composicion y concentracion en virtud
de multiples factores, siendo el sexo uno de los mas importantes. Un aspecto
importante a considerar es el hecho que, cuando estas toxinas son estudiadas
individualmente, pueden ser utilizadas para el desarrollo de farmacos, utiles para
tratar diversos padecimientos, en especial los péptidos, los cuales exhiben una alta
afinidad por receptores especificos y son resistentes a la temperatura y a la
degradacion enzimatica, debido a que presentan arreglos tridimensionales que les
provee de una estructura quimica estable. Por otro lado, la tarantula ornamental de
la India Poecilotheria regalis, representa una de las especies arboricolas mas
comercializadas en el mundo, a pesar de que los sintomas por envenenamiento sean
mas severos y prolongados con respecto a los de otras especies. Aunque el proceso
de obtencion del veneno de P. regalis es sencillo y se pueden realizar multiples
extracciones, existe escasa informacion sobre la composicién e identidad de las
toxinas peptidicas presentes en su veneno. En este trabajo se exploraron las
diferencias de la expresion y composicion de las toxinas presentes en el veneno de
tarantulas hembras y machos de P. regalis, a través de electroforesis, espectrometria
de masas y cromatografia de liquidos. Ademas, se identificaron toxinas peptidicas
con potencial aplicacion biotecnolégica mediante técnicas acopladas de
cromatografia de liquidos y espectrometria de masas. También se evalué el potencial
toxicologico del veneno en ratones (DLso = 10.76 + 2.038 pg/g) y en larvas de
Drosophila melanogaster (DLso = 0.01685 £ 0.008 ug/g). Mediante este estudio, se
establecieron diferencias entre la composicion de los venenos de machos y hembras
de P. regalis, se encontr6 homologia con algunas toxinas con efecto insecticida con
mecanismos que involucran canales de calcio operados por voltaje y se observo que
este veneno es letal en modelos de vertebrados e invertebrados.

(Palabras Clave: P. regalis, composicion quimica, veneno, aplicaciones
biotecnoldgicas).



SUMMARY

Venoms from tarantulas are composed by mixtures of heterogeneous bioactive
compounds whose synergistically action in predetermined cell receptors allows these
arachnids to subdue their prey and deter predators. Moreover, these compounds
differ in their concentration and composition by virtue of multiple factors, being gender
the most meaningful. Interestingly, when these toxins are studied individually, they
can be useful for drug development and to treat diverse diseases, especially peptides
because of their high affinity for specific receptors and their thermic and enzymatic
resistance, due to their key tridimensional arrangements. Furthermore, the Indian
ornamental tarantula Poecilotheria regalis represents one of the most commercialized
arboreal tarantulas, regardless the symptoms produced by its envenomation are more
severe and harder than other species. In spite of the ease related to milking
procedure, and the possibility of multiple extractions, there is scarce information
regarding concentration and composition of peptide toxins. In this study, we explored
the differences in venom composition and expression from male and female
tarantulas of P. regalis through electrophoresis, mass spectrometry, and liquid
chromatography. Likewise, we identified peptide toxins with a biotechnological
potential application using hyphenated techniques as HPLC-MS/MS. Also, we tested
the toxicity of the venom in mice (LD50 = 10.76 ug/g + 2.038 pg/g) and in Drosophila
melanogaster larvae (LD50 = 0.01685 pg/g + 0.008 pg/g). We established the
differences concerning toxins composition and concentration in the venom from male
and female P. regalis tarantulas and found homology with some toxins with
insecticidal activity with mechanisms that relate voltage-gated calcium channels,
lethality effects were also observed in vertebrate and invertebrate animal models.

(Keywords: P. regalis, venom, chemical composition, biotechnological applications)
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1. INTRODUCCION

Las tarantulas son un grupo de 962 especies descritas de animales venenosos que,
con respecto a otros aracnidos, se caracterizan por su gran tamafio y amplia
distribucion mundial (World Spider Catalog, 2017). Estos animales pueden ser
clasificados en funcion del hébitat que ocupan para la elaboracion de sus
madrigueras, como tarantulas arboricolas o excavadoras, las cuales tienen presas y
depredadores diferentes (Pérez-Miles et al., 2015). Por otro lado, con el fin de
mantener el status quo de su entorno, administran secreciones producidas por
glandulas especializadas a través de dispositivos puntiformes, evolucionados con el
fin de infligir heridas en sus presas y depredadores. Dichas secreciones son
conocidas como veneno y estan elaboradas de mdiltiples compuestos organicos
denominados toxinas, las cuales han sido disefiadas por presiones evolutivas
acoplando su accién biolégica de manera sinérgica hacia una misma direccion:
pardlisis para alimentarse y dolor para defenderse (Vassilevski et al., 2009; Morales-
Gonzalez et al., 2015). De manera general, los venenos de tarantulas estan
compuestos por moléculas peptidicas y proteinas codificadas por genes expresados
en la glandula venenosa, mismos que abarcan pesos moleculares desde 1 a 100
kDa. Los péptidos son los componentes mas abundantes de estas secreciones y
comparten entre ellos estrechas similitudes tanto estructurales como fisicoquimicas
(Escoubas y Rash, 2004).

En relacién a su actividad bioldgica, los péptidos actian principalmente como
neurotoxinas alterando la fisiologia de canales idnicos operados por voltaje, mientras
gue entre las proteinas destacan enzimas que ayudan a la propagacién del resto de
los componentes, desde la zona de la mordedura, hacia su sitio de accion. De este
modo, los componentes del veneno intervienen conjuntamente para inducir los
efectos toxicolégicos durante el envenenamiento (Siemens etal.,, 2006).
Curiosamente, cuando los péptidos purificados del veneno son analizados de manera
individual, pueden ser desarrollados como herramientas biotecnoldgicas utiles en
virtud de la alta potencia y especificidad que presentan por sus blancos bioldgicos.

De esta manera, el estudio venémico de toxinas peptidicas ha permitido dilucidar



nuevos estados conformacionales de canales i6nicos operados por voltaje y
receptores que integran multiples sefales (Siemens et al., 2006; Liao et al., 2013).
Por ejemplo, con respecto al receptor TRPVl1a, se ha propuesto una nueva
conformacion activa provocada por la interaccion de la toxina peptidica de doble nudo
inhibitorio de cistina DKTX, purificada del veneno de la tarantula tigre de tierra de
Malasia Haplopelma schmidti, sobre el sexto segmento transmembranal de dos de
las subunidades formadoras del poro del canal (Bohlen et al., 2010; King, 2011). Este
receptor se ha caracterizado como un receptor farmacologico que involucra parte de
los componentes fisiolégicos relacionados con la nocicepcion, por lo cual el
conocimiento de su fisiologia impulsa el desarrollo de farmacos Utiles para el

tratamiento de este padecimiento (Eskander et al.,, 2015). Por otro lado, se han

encontrado toxinas peptidicas que interactian especificamente sobre diversas
isoformas de canales i6nicos operados por voltaje de sodio y que se han aplicado
como herramientas farmacolégicas, como el péptido ‘u—-theraphotoxin—Tp1a’
purificado del veneno de la tarantula de terciopelo verde de Peru Thrixopelma
pruriens, el cual retarda la apertura del canal ionico de sodio operado por voltaje
Navl.7 con una especificidad de 2.1 y 2.5 nM, empleando la toxina nativa y
recombinante respectivamente (Cardoso et al., 2015). Por otra parte, los péptidos
‘Hm1a’ y ‘Hm2a’, purificados del veneno de la tarantula radiante de Togo
Heteroscodra maculata actdan individualmente con canales i6nicos operados por
voltaje de sodio Nav1.1 en fibras mielinizadas de la asta dorsal de la médula espinal
produciendo dolor mecanosensitivo, lo cual ha ayudado a caracterizar a este receptor
como una diana farmacoldgica implicada en la propagacion del potencial de accion
de la nocicepcion mecanosensitiva (Osteen et al., 2016). Ademas, se ha determinado
mediante ensayos de toxicidad in vivo e in vitro el efecto insecticida selectivo para
distintos insectos del veneno crudo y de toxinas purificadas del veneno de arafias.
Por consiguiente, estas secreciones son consideradas una nueva fuente de
bioinsecticidas que pueden ser aplicadas en la agroindustria (Hardy et al., 2013).

Otra caracteristica que resalta de las toxinas peptidicas es su secuencia primaria

dotada de aminoéacidos en posiciones claves, misma que inducen conformaciones



terciarias con arreglos estructurales que les proveen a las toxinas de resistencia a
altas temperaturas y a diferentes proteasas con elementos denominados nudos
inhibitorios de cistina (Kikuchi et al., 2015). La presencia de estos arreglos es muy
importante en la busqueda de toxinas oralmente activas del veneno de tarantulas,
algunas de las cuales han sido patentadas y se emplean como herramientas de
investigacion e incluso algunas de ellas han llegado a convertirse en farmacos
(McGivern, 2007; King, 2011). Por otra parte, se cree que los péptidos han
evolucionado produciendo multiples variantes discretas de aminoacidos localizados
alrededor de la estructura del nudo inhibitorio, en respuesta a la necesidad de
adaptarse a las diferencias estructurales de los receptores de sus diversas presas.
Como consecuencia, cada tarantula produce en promedio 700 péptidos con variantes
discretas de cada uno, lo cual hace que los venenos de tarantulas representen
verdaderas bibliotecas de quimica combinatoria de péptidos con potencial aplicacion
biotecnolégica (Chen et al., 2009; Cunha, 2013; Pineda et al., 2014a). La tarantula
ornamental hindu Poecilotheria regalis, es una especie de tarantula arboricola
endémica del sur de la India que se caracteriza por su largo tamafio y su amplia
comercializacibn como mascota (Nanayakkara et al., 2015; Andreev-Andrievskiy
etal.,, 2017). En contraste con otras especies, la mordedura de esta tarantula
ocasiona dolor, inflamacion y entumecimiento prolongado desde la zona de la
mordedura hacia el resto de las extremidades lesionadas, lo cual difiere con los
efectos producidos por la mordedura de otras especies de tarantulas tanto terrestres
como arboricolas (Ahmed et al., 2009; Fuchs et al., 2014). Es por esta razén que, los
componentes del veneno de P. regalis son, desde el punto de vista toxinolégico,
interesantes. Desafortunadamente, a pesar de su amplia comercializacién y facilidad
de extraccion de sus secreciones venenosas, la informacién sobre la composicion
guimica y funcional de sus toxinas es escasa. En este trabajo de investigacion, se
realizd un estudio dirigido del veneno de P. regalis con el fin de buscar toxinas
peptidicas potencialmente Utiles en el desarrollo de herramientas farmacoldgicas y/o
biotecnoldgicas.
2. ANTECEDENTES



2.1 Importancia del estudio de toxinas de origen animal

Los animales venenosos son organismos que se distribuyen en diferentes clados en
el reino animal y se caracterizan por sobrevivir en entornos hostiles donde son
asediados continuamente por depredadores y por condiciones ambientales
amenazantes [Figura 1]. De manera interesante, durante millones de afios de
evolucion, estos animales han logrado disefiar, a partir de los componentes basicos
de su metabolismo, compuestos organicos especializados que participan en diversos
procesos claves en su vida como la alimentacion, la defensa, la reproduccion, la
comunicacion, la competencia, entre otras (Casewell et al.,, 2013; Zhang, 2015).
Estos compuestos organicos se denominan toxinas y son en su mayoria péptidos y
proteinas codificados por genes que se expresan en glandulas especializadas, los
cuales son secretados mediante mecanismos holocrinos y apocrinos en un liquido
discreto conocido como veneno (Vassilevski et al., 2009; Kuhn-Nentwig et al., 2011;
Harvey, 2014). Cada animal venenoso esta dotado de un dispositivo anatémico
conectado directamente con las glandulas especializadas, el cual es capaz de
producir heridas que permiten el acceso al medio interno de quienes atacan, para
administrar simultineamente al veneno. Este proceso es conocido como
envenenamiento y permite subyugar a sus presas y ahuyentar a sus depredadores
(Lucas, 2015). Los componentes del veneno varian segun la predisposicion genética
de los animales productores, las condiciones ambientales, la edad, el sexo, las
especies de sus presas y depredadores, etc. Sin embargo, estos componentes
actian, de manera conjunta, alterando procesos fisiolégicos en sus presas y/o
depredadores para producir efectos sistémicos inmediatos [Figura 2]. Los principales
sistemas afectados suelen ser el sistema nervioso central, el sistema circulatorio y el
sistema inmunoldgico (Fry, 2005; Gongalves-Machado et al., 2016). Es importante
agregar, que las toxinas actian en conjunto de manera sinérgica alterando, con alta
potencia y especificidad, distintas dianas bioloégicas de procesos fisiologicos
determinados para producir los efectos toxicolégicos durante el envenenamiento
(Utkin, 2015).
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Figura 2. Convergencia de accion toxicologica. Las neurotoxinas purificadas del
veneno de multiples animales venenosos actlian en comun sobre dianas biologicas
expresadas por sus presas y depredadores (modificado de King, 2015).

De manera interesante, cuando las toxinas son separadas del veneno y analizadas
de manera individual, pueden ser desarrolladas como herramientas farmacoldgicas
Gtiles para investigar con mas detalle los mecanismos fisiopatolégicos involucrados
en diversos padecimientos (Middleton et al., 2002; Abdelhamid y Sluka, 2015; Zhang,
2015). De hecho, algunas toxinas han logrado conquistar el mercado farmacéutico y
actualmente se cuentan con mdultiples patentes en fase de experimentacion clinica
(King, 2011). Por otro lado, las técnicas analiticas actuales han impulsado
significativamente el descubrimiento de nuevas caracteristicas estructurales de las
toxinas de venenos y, gracias a esto, se ha logrado adjudicar nuevas funciones a
receptores fisiologicos de vertebrados (Guette et al., 2006; Chen et al., 2009; Osteen



etal.,, 2016). Ademas, gracias al uso de herramientas bioinformaticas se han
determinado nuevos elementos fisiolégicos denominados proteinas semejantes a
toxinas, los cuales se ha comprobado que regulan mecanismos de sefalizacion de
algunos receptores fisiolégicos. En concreto, las toxinas no solo ofrecen un uso
potencial en el desarrollo de medicamentos y compuestos con aplicacion
biotecnolodgica, sino que nos permiten caracterizar, clasificar y adjudicar nuevas
funciones a receptores fisiolégicos en el ser humano que anteriormente se
desconocian (Fernandez-Ballester et al., 2011; Weiss etal.,, 2011; Emery etal.,
2016).

2.2 Las tarantulas como animales venenosos

Las tarantulas (Filo: Arthropoda, Clase: Arachnida, Orden: Araneae, Suborden:
Mygalomorphae, Infraorden: Opisthothelae, Familia: Theraphosidae), son una familia
de animales venenosos que forma parte del mismo orden que las arafias y que hasta
el momento cuenta con 962 especies descritas distribuidas en 144 géneros
(Fernandez-Montraveta y Moya-Larafio, 2007; Petersen et al.,, 2007; Bond et al.,
2012).

Un rasgo particular de las tarantulas es su gran tamafio, algunas especies pueden
alcanzar de 28 a 30 cm de longitud y pesar hasta 100 g, lo cual las contrasta
significativamente con las arafias del suborden Aranomorphae, caracteristicas por su
tamafio milimétrico (Fernandez-Montraveta y Moya-Larafio, 2007). Ademas, las
tardntulas pueden ser clasificadas con base al entorno que habitan, como
excavadoras o arboricolas. Las tarantulas excavadoras habitan madrigueras
producidas regularmente debajo de la hojarasca y piedras, mientras que las
arboricolas elaboran sus madrigueras en los arboles (Pérez-Miles et al., 2015). Cabe
destacar que, como producto de la evolucién, las tarantulas han desarrollado
estrategias de supervivencia y defensa. Por ejemplo, las tarantulas arboricolas
presentan colores en su cuerpo que les permite camuflarse en los troncos de los
arboles, o en algunos casos colores amenazantes para ahuyentar a sus
depredadores, mientras que las tarantulas excavadoras presentan apéendices que les

permiten elaborar sus madrigueras en el suelo con mayor facilidad (Gawryszewski



etal.,, 2017). Curiosamente, los colores extravagantes de algunas tarantulas
arboricolas las hacen ser muy atractivas para los coleccionistas por lo cual, se han
convertido en animales ampliamente comercializados en el mundo como mascotas
ornamentales.

Con respecto a su anatomia, estos animales estan conformados por dos secciones
bien definidas denominadas prosoma y opistosoma, las cuales estan posicionadas
en el plano anterior y posterior respectivamente (Pérez-Miles et al.,, 2015). Del
prosoma se distinguen los primeros apéndices conocidos como queliceros, de donde
emergen un par de estructuras puntiformes compuestas de quitina densa llamadas
colmillos [Figura 3B]. Estas estructuras componen al dispositivo de produccion de
heridas caracteristico de los animales venenosos, el cual se cree que fue modificado
a partir del primer par de apéndices. Asi mismo, en el segmento parabasal de cada
quelicero se encuentran dos glandulas especializadas para la produccién de veneno,
las cuales estan conectadas a los colmillos (Vassilevski et al., 2009) [Figura 3A].
Estos dispositivos son utilizados cuando se enfrentan a una presa o a un depredador
con el fin de alimentarse o defenderse. Para esto, los colmillos son introducidos
violentamente en una mordedura sobre la capa de quitina de sus presas o en la piel

de sus depredadores, al mismo tiempo que liberan el veneno (Hoffmann, 1998).

Queliceros
|

A B

Figura 3. Glandula de veneno de P. regalis. A) La glandula de veneno esta
conectada discretamente a los colmillos. B) Los colmillos son una estructura rigida
de quitina que se ubican en los queliceros.



El veneno de las tarantulas consiste en una secrecion liquida generalmente
transparente, la cual contiene multiples componentes capaces de alterar procesos
fisiologicos del sistema nervioso con el fin de paralizar a sus presas o producir dolor
en sus depredadores (Escoubas y Rash, 2004). Por lo que se refiere a su toxicidad,
las tarantulas arboricolas producen sintomas de envenenamiento mas prolongados
y exacerbados con respecto a las tarantulas excavadoras (Fuchs et al., 2014). Es
importante mencionar, que hasta la fecha no se ha registrado la muerte como
consecuencia de envenenamiento por mordedura de tarantulas en humanos. Sin
embargo, el envenenamiento produce sintomas exacerbados como calambres
musculares, dolor intenso y entumecimiento (Isbister et al., 2003; Ahmed et al., 2009;
Fuchs et al., 2014; Pouraghaei et al., 2015).

2.3 Composicion del veneno de tarantulas

El veneno de tarantulas estd compuesto por multiples compuestos organicos
elaborados a partir de elementos basicos del metabolismo celular, de los cuales la
mayoria son producidos Unicamente en las glandulas especializadas. De acuerdo a
Su peso, los componentes del veneno son clasificados en toxinas de alto y bajo peso
molecular (Dauly et al., 2011; Palagi et al., 2013; Touchard et al., 2015; Quinton
et al.,, 2016). Por otro lado, estas mezclas producen efectos paralizantes en sus
presas, interactuando sobre diferentes blancos involucrados en la contraccion
muscular, mientras que en vertebrados producen dolor (King, 2011, 2015). Asi
mismo, con el propésito de producir las manifestaciones del envenenamiento
mencionadas, las toxinas deben actuar de manera dinamica y conjunta con sus
receptores bioldgicos (Estrada y Corzo, 2007). Por otro lado, cabe mencionar que
tanto la composicion como la concentracion de toxinas varia en virtud de mdltiples
factores como la edad, el sexo, la distribucion, la variabilidad genética intraespecifica,
entre otras. Sin embargo, estos estudios proteémicos y ecoldgicos son novedosos y
existe escasa evidencia con respecto a venenos de tarantulas. De manera
interesante, se ha comprobado que los venenos de arafias machos [Figura 4A]

producen toxinas peptidicas que no se presentan en las hembras [Figura 4B], y los



cuales parecen ser de mayor interés debido a que se ha comprobado que algunos

podrian estar involucrados directamente con el envenenamiento. Por lo tanto, con la

finalidad de obtener un perfil amplio de la composicidén del veneno de una especie de

tarantula, se debe tomar en consideracion al sexo como un factor de variabilidad
fundamental (Wilson, 2016).

A

@ Absorbancia (214 nm)

Absorbancia (214 nm)

10 20 30 40 50 60
Tiempo de retencion (min)

10 20 30 40 50 60
Tiempo de retencion (min)

100

100

Figura 4. Cromatogramas de ‘RP—HPLC’ del veneno de hexatélidas A) machos y
B) hembras de la especie Atrax robustus. Se emplearon condiciones
estandarizadas de separacion. *Denota el pico del péptido 6—HXTX-Arla, presente
unicamente en el veneno de machos. Esta neurotoxina podria estar involucrada
con los sintomas ocasionados por el envenenamiento (tomada de Wilson, 2015).
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2.3.1 Toxinas de bajo peso molecular

Las toxinas de bajo peso molecular abarcan pesos menores a 1 kDa y estan
altamente conservadas en venenos de arafias (Orden: Araneae), aungue se
expresan de manera diferencial en sus diferentes familias. Los compuestos que se
han caracterizado son: i) acilpoliaminas, ii) analogos de nucledsidos, iii)
bis(agmantin) oxalamidas, iv) alcaloides derivados de 3—carbolina, v) compuestos
organometalicos diazenarilicos, vi) andlogos dioxopiperidinicos, vii) poliaminas, viii)
acidos inorganicos, ix) sales inorganicas y x) aminoacidos libres (Estrada-Gomez et
al., 2013) [Figura 5]. Particularmente, la familia Theraphosidae las produce
discretamente en comparacion con otras familias pertenecientes al suborden
Aranomorphae, las cuales constituyen la mayoria de arafias verdaderas productoras
de tela, en donde sorprendentemente también se han purificado algunos de estos
componentes (Skinner et al., 1990; Rash y Hodgson, 2001; Estrada-Gomez et al.,
2013). Por otro lado, estas toxinas han sido caracterizadas gracias a la informacion
proporcionada por el uso de diversas técnicas analiticas que incluyen cromatografia
multidimensional de liquidos de alta resolucion, espectrometria de masas Yy
resonancia magnética nuclear. Desafortunadamente, debido a las limitantes
analiticas, muchos investigadores se han enfocado en las toxinas de alto peso
molecular, las cuales son mas sencillas de caracterizar, mientras que las toxinas de
bajo peso molecular, no se han estudiado sisteméticamente, desaprovechando el
potencial biotecnolégico de estos componentes (Nentwig, 2013; Matavel et al., 2015).
En relacion a sus dianas biologicas, se ha determinado mediante técnicas
electrofisioldgicas su actividad sobre multiples canales i6nicos dependientes de
ligando como los receptores pentaméricos de GABAa (acido y—aminobutirico),
receptores serotoninérgico, receptores tetraméricos de glutamato del tipo NMDA (N—
metil-D—Aspartato), AMPA (acido o—amino—3-hidroxi-5-metil-4—
isoxazolpropionico), kainato, una isoforma caracterizada en insectos denominada
ibotenato cuya accion es inhibitoria, y finalmente sobre canales ionicos operados por

voltaje de potasio Kv*, sodio Nav* y calcio Cav*? del tipo Py L, (Estrada-Gomez et al.,
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2013; Kuhn-Nentwig et al., 2011). Asi mismo, se ha reportado que las actividades
biolégicas de las toxinas son, en su mayoria, inductoras de pardlisis,
proconvulsivantes y nociceptivas (Tedore et al., 2015). Es importante mencionar, que
para una gran parte de estas toxinas no se han caracterizado dianas determinadas

y que las acilpoliaminas son las toxinas mas estudiadas (Vassilevski et al., 2009)
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Figura 5. Compuestos de bajo peso molecular presentes en el veneno de arafas.
A) Amina biogénica (octopamina), B) Poliamina (espermina), C) Acilpoliamina
(argiotoxinal), D) Nucleosidos modificados (2,5 disulfuro de guanosina), E) Bis—

(agmantin)oxalamida (N,N-Bis(4—guanidinobutil)oxalamida), F) 3-Carbolinas (Pw—

Tx1), G) Diazenarilicos (1—(diazenilaril)etanol) y H) Dioxopiperidinicos (nigriventi).

2.3.2 Toxinas de alto peso molecular
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Los péptidos y proteinas conforman a los componentes de alto peso molecular del
veneno de tarantulas y de la mayoria de arafias. Estos, estan codificados por genes
expresados exclusivamente en glandulas especializadas para su produccion y
constituyen méas del 90 % del peso del veneno (Liao et al., 2007; Bordon et al., 2012).
Por su parte, los péptidos se caracterizan por poseer en su estructura primaria
arreglos de aminoé&cidos que les provee de conformaciones claves para su accion
biologica, mientras que las enzimas y proteinas actdan sobre estructuras clave de la
matriz extracelular o potenciando el efecto de toxinas de bajo peso molecular
respectivamente (King, 2015).
A. Enzimas

Las toxinas con actividad enzimatica son componentes clave del veneno de
tarantulas para desencadenar los efectos toxicolégicos del envenenamiento (Kreil,
1995; Clement et al., 2015; Cheng et al., 2016). Asi mismo, se ha determinado
mediante técnicas como electroforesis y espectrometria de masas, que las enzimas
y proteinas del veneno abarcan pesos moleculares que van desde 15 a 100 kDa.
Desafortunadamente, los registros de las toxinas identificadas suelen ser confusos,
debido a la facilidad de contaminacién entre las secreciones venenosas y salivales,
causadas por la cercania anatdmica que existe entre la zona preoral y los colmillos
(Borges etal., 2016). Ademds, existen factores de riesgo de contaminacion
inherentes a la bioeconomia de las secreciones venenosas, pues para compensar
los voliumenes discretos producidos de estas secreciones, los investigadores se ven
obligados a acumular los venenos de multiples especimenes. En general, se han
identificado enzimas y proteinas involucradas con el metabolismo celular, diversas
proteasas que actlan sobre diversos aminoacidos, proteinas de adhesion y proteinas
musculares, sin embargo, considerando su funcién se cree que son parte de la
contaminacion durante el proceso de extraccion [Figura 6]. Por otro lado, existen
componentes que facilmente son detectados mediante técnicas como electroforesis,

gue permanecen sin ser caracterizados quimica o funcionalmente (Liao et al., 2007).
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Figura 6. Clasificacion de las proteinas identificadas en el veneno de Grammaostola

inheringi, con base en su actividad catalitica (modificado de Borges et al., 2016).

Al contrario, las enzimas semejantes a hialuronidasas son los componentes mas
conservados de los cuales incluso se ha encontrado actividad en el veneno tanto de
araflas como de tarantulas arboricolas y excavadoras mediante métodos
turbidimétricos y de zimografia (Clement et al., 2012; Garcia-Arredondo et al., 2015).
En particular, estas toxinas hidrolizan el acido hialurénico constituido por un
polisacarido de unidades repetitivas de [acido D—glucorénico (1-f—3) N—acetil-D—
glucosamina (1—3—4)]. Este polimero se encuentra predominantemente en la matriz
extracelular de los vertebrados, donde se sintetiza y forma soluciones espesas lo que
proporciona viscosidad (Kemparaju et al., 2006). Estas enzimas catalizan una
reaccion de transglicosilacion produciendo tetra y disacaridos mediante la ruptura del
enlace glicosidico (1-B—3) o (1-f—4) del acido hialuronico presente en la matriz
extracelular de vertebrados. Estas enzimas de entre 32 y 44 kDa, se han detectado
también en venenos de viboras, serpientes, peces, avispas, escorpiones y arafias
(Wahby et al., 2012; Gunasekara et al., 2017). En el veneno de la tarantula arboricola
Poecilotheria regalis se ha determinado una actividad enzimatica superior a la de los
venenos de tarantulas terrestres. Es importante mencionar, que estas enzimas son
consideradas como factores de dispersién debido a su accion propagadora que actia
sobre blancos de sus depredadores, por lo cual constituyen también un componente

defensivo del veneno (Rodriguez-Rios et al., 2017)
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B. Péptidos

Los péptidos presentes en el veneno de tarantulas, también conocidos como toxinas
peptidicas, constituyen los componentes de mayor abundancia. De manera puntual,
se ha determinado mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion y
espectrometria de masas que en promedio cada tarantula produce 700 péptidos, lo
cual contrasta con la cantidad de enzimas y proteinas (Kozlov et al., 2006; Lau et al.,
2016). Estas toxinas se caracterizan por abarcar pesos moleculares desde 1 a 8 kDa
y estan conformadas por estructuras conservadas denominadas nudos inhibitorios
de cistina (ICK: inhibitor cystine knot), que les proveen de resistencia a ambientes
fisicos y quimicos hostiles (Mouréo et al., 2013; Park et al., 2014; Kikuchi et al., 2015)
[Figura 7]. Otra caracteristica a resaltar, es que los péptidos se encuentran presentes
en el veneno con variantes muy discretas en su secuencia primaria lo cual les dota
de caracteristicas fisicoquimicas similares. No obstante, se cree que estas
variaciones no son producto de ‘splicing alternativo’ sino de un proceso de
duplicacién y divergencia genética que han producido modificaciones en la estructura
primaria a partir de un gen ancestral, posiblemente como una estrategia para
aumentar su poblacién de presas y contrarrestar Ios mecanismos evolutivos de sus
depredadores (Casewell et al., 2013; Pineda et al., 2014a; Dugon, 2015).

Con respecto a su funcién, estas toxinas actian modificando las cinéticas de
activacion e inactivaciéon de canales ionicos operados por voltaje de sodio Nav*,
potasio Kv* y calcio Cav?*, y como bloqueadores de poro o modificadores de potencial
de activacién de algunos otros receptores como los canales sensibles a acido
(ASICs: acid sensing ion channels), purinérgicos de ATP (P2X) y receptores de
vanilloides de potencial transitorio (TRPV: transient receptor potential vanilloid)
(Bohlen et al., 2010; Saez et al., 2011; Min et al., 2013; Tao et al., 2013; Franceschini
y Adinolfi, 2014; Harvey, 2014). Es importante mencionar, que estas toxinas actian
sobre sus blancos a partir de concentraciones nanomolares e incluso logran
identificar a sus blancos bioldgicos entre diferentes isoformas, lo cual difiere con las
de metabolitos secundarios purificados de plantas y microorganismos (Cardoso
etal., 2015). De manera sorpresiva, cuando los péptidos son estudiados

individualmente, pueden ser utiles en el campo de la biotecnologia en virtud su alta
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potencia y especificidad (Grishin et al., 2010; King, 2011; Gui et al., 2014; Saez et al.,
2011, 2010).

Desafortunadamente, a pesar de la relativa facilidad de extraccién del veneno en
tarantulas, menos del 9 % de las especies descritas han sido caracterizadas, por lo
cual resta cerca de 608,000 variantes de péptidos por analizar (Herzig et al., 2011).
Por esta razdn, se considera al veneno de tarantulas como una biblioteca de quimica

combinatoria de péptidos (Olivera et al., 1995; Sollod et al., 2005).

Figura 7. Distribucion de péptidos de acuerdo a su peso molecular, presentes en el
veneno de multiples tarantulas y arafias. El niumero en paréntesis refleja los

804 201
601 151
unknown (457) [B-neurotoxins (12)
) 40 101
©
.(—) 204 54
O
N —
+= 0- = i : | r . r T r
Q_ 0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000 0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000
QO o 20
o
U) 60+ 154
(] o-neurotoxins (111) n-neurotoxins (31)
C 4 10
X
O 20 5
ot
O | I N Ly
-O 0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000 0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000
804 20+
O
S
QO 6o 151
= k-neurotoxins (43) 5-neurotoxins (19)
\3 404 104
201 54
0 T ! = T T T T 0 T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000 0 2000 4000 6000 8000 10,000 12,000 14,000

Peso molecular [Da]

registros (modificado de Kuhn—Nentwig et al., 2011).

Con la finalidad de conocer con detalle los péptidos purificados del veneno de

tarantulas, los investigadores los exploran, mediante las técnicas de dicroismo
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circular y resonancia magnética nuclear, determinando estructuras secundarias y
terciarias respectivamente. De esta manera, se logra clasificar a los péptidos ya
caracterizados funcionalmente con base en sus dianas bioldgicas y, mediante
técnicas bioinformaticas y de quimica computacional, se adjudican posibles
funciones a aquellas que aun no han sido caracterizadas (Fernandez-Ballester et al.,
2011; Herzig y King, 2015).

En cuanto a la informacién actual sobre los péptidos purificados del veneno de
tarantulas, se ha comprobado que poseen un motivo estructural altamente
conservado denominado nudo inhibidor de cistina ‘ICK’ o plegamiento de nudo (knot
folding). De manera puntual, este motivo estd compuesto por tres puentes disulfuro
gue enlazan a 3 R—plegadas antiparalelas. Estos puentes son producidos por la
oxidacion de 6 grupos funcionales sulfhidrilo provenientes de 6 residuos de cisteinas
del péptido, los cuales estan distribuidos especificamente en la estructura primaria
con un consenso: C'-CV, C'-CV y C!'-CV!, desde el extremo amino al carboxilo
terminal (Domingues et al., 2015; King, 2015) [Figura 8A, E]. Asi mismo, con el fin de
provocar un espacio quimico apropiado para la formacién de los puentes disulfuro,
el resto de los aminoacidos forman parte de la estratagema que conduce al
plegamiento que dara lugar, tanto a la cercania de los residuos para la formacion del
nudo inhibitorio, como al componente de unién a su diana biol6gica (Pineda et al.,
2014a), [Figura 8 C y DJ.

Por otro lado, se ha comprobado mediante mutagénesis sitio dirigida que la
formacién de este nudo inhibitorio le provee a los péptidos de resistencia a diversas
proteasas y estabilidad en condiciones de temperatura alta. De hecho, se ha
confirmado que existen toxinas con estabilidad en suero de humano hasta por 12
dias, y que han presentado vida media prolongada en fluidos gastricos simulados,
por lo cual las convierte en herramientas de investigacion farmacolégica interesantes
(Saez et al., 2010; Zhang, 2015).

Adicionalmente, se han encontrado otras estructuras que, aungue con registros muy
limitados, promueven el conocimiento de estos péptidos. Las horquillas 3—DDH son
un motivo estructural que carece de nudo inhibidor de cistina y el cual esta

conformado por una horquilla beta antiparalela estabilizada por dos puentes
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disulfuro. Su secuencia consenso consta de C'-C!, C'-CV, CV-CV!. Este motivo
estructural se caracteriza por tener 3 puentes disulfuro y, a diferencia de los motivos
‘ICK’, no se encuentran dos residuos de cisteina contiguos, por lo que se consideran
péptidos laxos con mayor susceptibilidad a ser degradados (Saez et al., 2015)
[Figura 8C, F]. Es importante mencionar, que estos motivos se encuentran
predominantemente en el orden Araneae y, en menor proporcion, en la familia
Theraphosidae. Debido a esto, algunos investigadores proponen que este motivo
estructural es un punto de inflexién en la evolucion de los nudos inhibitorios de cistina
y que definen a las estructuras ‘ICK’ actuales (Casewell et al., 2013). Por otro lado,
también se han encontrado otras estructuras conservadas como el dominio inhibidor
de Kunitz, también denominado inhibidor de tripsina pancreéatico bovino (BPTI:
bovine pancreatic trypsine inhibitor), el cual pertenece a una familia de inhibidores de
proteinasas, ricos en residuos de cisteina, cuyo marco de lectura en su estructura
primaria se caracteriza por tener la union de 3 puentes disulfuro, mediante residuos
de cisteina en: C'-CV!, C''-CV, C"-CV y un plegamiento consenso o—f3, denominado
motivo Kunitz, el cual constituye el dominio responsable de la inhibicion de serina
proteasas como: tripsina, quimiotripsina, catepsina y plasmina (King, 2015) [Figura
8B].
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Figura 8. Estructuras conservadas de péptidos purificados del veneno de
tarantulas. A) Nudo inhibidor de cistina ‘ICK’, B) dominio inhibidor de ‘Kunitz’, C) 6
secuencias de toxinas de tarantulas con motivos estructurales de horquilla  dirigido
por disulfuro ‘DDH’, D) estructura tridimensional del nudo de cistina, E) estructura
secundaria del nudo inhibidor de cistina (las lineas en verde y rojo representan los
puentes disulfuro), F) estructura secundaria del arreglo del asa 3-hairpin presentes
en un nudo ICK (modificado de Escoubas & Rash 2004; Saez et al., 2010; King,
2015).
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Otra caracteristica interesante de las toxinas peptidicas es que son producidas en
variantes discretas que pueden diferenciarse por la secuencia de aminoacidos en su
estructura primaria, y que les permite ejercer funciones similares sobre regiones y
conformaciones diferentes de sus blancos biologicos. De esta manera, se pueden
encontrar en el mismo veneno una variedad tanto de péptidos agonistas como
antagonistas de un receptor en particular. Asi mismo, se ha propuesto que las
variantes mencionadas son producidas por un proceso evolutivo, el cual asemeja al
disefio basado en receptor usado en quimica medicinal. Estas variantes se generan
induciendo cambios minimos en las secuencias sefiales y propeptidicas del RNAmM
maduro, los cuales forman al péptido y son indispensables para su sintesis y

maduracion [Figura 9].
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Figura 9. Arquitectura de las toxinas peptidicas purificadas de diversas especies de
Hexatélidas. Las toxinas se componen por una secuencia sefal, un propéptido y la
toxina madura, (modificado de Pineda et al., 2014a).

Ademas, esta hipotesis evolutiva explica la razon por la cual se producen péptidos

gue se adaptan a las diferencias estructurales de los blancos en comun, inherentes
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al genoma de las diversas especies de presas que incluye su dieta. En concreto, los
venenos de tarantulas son una fuente de péptidos con potencial aplicacion
biotecnoldgica y, gracias al proceso coevolutivo de sus presas y depredadores, son
considerados como una libreria combinatoria de péptidos (Casewell et al., 2013;
Pineda et al., 2014a; Allcock, 2015; Kerkkamp et al., 2015; Haney et al., 2016).

2.4 Efectos principales de los venenos de tarantulas

La funcién primordial del veneno es producir paralisis y dolor. Estos efectos son
causados por los péptidos que actian sobre blancos fisiolégicos clave, involucrados
en dichos procesos. Generalmente, los canales i6nicos, operados por voltaje, de
sodio Nav*, de potasio Kv* y de calcio Ca.?*, son los receptores mas relevantes de
las toxinas peptidicas debido a su funcion reguladora en la formacion y propagacion
del potencial de accién, que comunica a las neuronas del sistema nervioso de
manera altamente efectiva (Cunha, 2013; Cherki et al., 2014).

Para llevar a cabo la contraccion muscular, la placa neuromuscular juega un papel
fundamental en la formacién de los potenciales de accidn que se propagan a traves
de la membrana de las neuronas presinapticas y la membrana sarcoplasmica. Al ser
estimulados eléctricamente, los canales idnicos dependientes de voltaje de sodio en
las neuronas presinapticas, cambian su estado conformacional de cerrado a abierto,
permitiendo el flujo de iones sodio. De esta manera, una alta concentracién de estos
iones es transportada desde el espacio extracelular al espacio intracelular,
cambiando el potencial electroquimico de la membrana hasta el estado conocido
como despolarizacion. Dicha despolarizacién es proporcional al nUmero de canales
iGnicos operados por voltaje de sodio estimulados y, al repolarizarse nuevamente la
membrana plasmatica, modifican su conformacion de abierto a inactivo, impidiendo
el flujo de iones. Simultaneamente, al producirse la despolarizacion de la membrana
plasmatica, los canales ionicos operados por voltaje de potasio modifican su
conformacién del estado cerrado a activo, permitiendo de esta manera la salida de
iones potasio del espacio intracelular al espacio extracelular, con el propdésito de
reestablecer el potencial electroquimico hasta un estado conocido como

repolarizacion. Durante este estado, los canales idnicos dependientes de voltaje de
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sodio cambian su conformacion de inactivo a reposo, y sélo en este ultimo estado es
gue pueden ser estimulados nuevamente, cumpliendo con el ciclo que produce y
propaga el potencial de accidén. Una vez que se lleva a cabo la propagacion del
potencial sobre la membrana sarcoplasmica, los canales ionicos operados por voltaje
de calcio estimulan el aumento de la concentracion de este cation en el masculo, lo
cual tiene como consecuencia la contraccion muscular, que se mantiene o culmina
segun el grado de aumento o disminucion de dicho ion. Por otro lado, la nocicepcion
involucra el transporte de impulsos eléctricos a lo largo y a través de neuronas
predeterminadas en donde los componentes de la propagacion del potencial de
accion son semejantes a los expuestos anteriormente. En este proceso, la
transmision sinaptica se produce entre neuronas del sistema nervioso aferente y
eferente, haciendo relevo en el hasta dorsal de la médula espinal. En contraste con
el mecanismo comentado anteriormente, la propagacion del potencial de accién
estimula la actividad de canales i6nicos operados por voltaje de calcio, localizados
estratégicamente en las neuronas, lo cual permite la entrada de calcio desde el
espacio extracelular hasta el espacio intracelular, donde dirige la fusion de
membranas vesiculares con la membrana plasmatica, a partir de proteinas que
modifican su conformacion al coordinar al ion calcio. La fusion de las vesiculas con
la membrana plasmatica da como resultado la liberacion de neurotransmisores, los
cuales permitiran la propagacion o inhibicion del potencial de accion en las neuronas
postsinapticas, dependiendo de si el neurotransmisor liberado es excitatorio o
inhibitorio (Bohlen et al., 2010; Tang et al., 2010; Weiss et al., 2011, Hill et al., 2012,
Flérez et al., 2013).

Los mecanismos de accién de las toxinas peptidicas sobre los canales i6nicos
operados por voltaje, se ha estudiado, utilizando diversas técnicas, incluyendo
electrofisiologia y flurimetria, y se ha determinado que este tipo de toxinas actua
como bloqueadores de poro y modificadores de las propiedades eléctricas ‘gating
modifiers’ (Kaczorowski et al., 2008; Lau et al., 2016). Los bloqueadores de poro
actian como antagonistas, inhibiendo el paso de los iones a través del poro del canal,
mientras que los modificadores de las propiedades eléctricas actian modificando las

cinéticas de activacion e inactivacion de estos canales (Balaji et al., 2000). De esta
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manera logran inhibir o estimular la propagacion del potencial de accién sobre la
membrana pre y post sinaptica respectivamente. La paralisis muscular producida por
las toxinas peptidicas, es consecuencia de la inhibicion de la propagacion del
potencial de accidn en un proceso conocido como paralisis flacida, y en contraste
puede ser provocada por una sobre estimulacion del potencial de accion que induce
al proceso que conoce como pardlisis tetanica. Asi mismo, los péptidos actlian sobre
isoformas especificas de los canales de sodio, potasio y calcio, asi como de otras
dianas que se han caracterizado sobre las membranas presinapticas de neuronas
nociceptoras: canales TRPV1a (Transient Receptor Potential Vanilloid 1a), canales
ASIC1la (Acid Sensing lon Channel 1a) [Figura 10 Ay B] y receptores P2X (Purinergic
receptor), mismos que son permeables tanto a iones de sodio y calcio, contribuyendo
a la formacioén del potencial de accidn en la transmision sinaptica de estas neuronas
(Bohlen et al., 2010; Grishin et al., 2010; Saez et al., 2011; Liu et al., 2015).
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Figura 10. A) Representaciones tridimensionales de la superficie molecular de la
toxina peptidica PcTx1 interactuando con el bolsillo acidico del receptor ASICla. B)
Diferentes perspectivas de union al ligando. Los aminoacidos sefialados estan
involucrados en el espacio quimico que produce la especificidad por el receptor,
(modificado de Saez et al., 2015).

Antes de la caracterizacién electrofisioldgica de los péptidos contenidos en los
venenos, No existia un consenso estricto con relacion a la nomenclatura de las
toxinas, las cuales eran denominadas en remembranza a la especie de la cual fue

purificada, y en algunos casos en honor a sus descubridores. Sin embargo, el
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profesor Glenn King publicé un articulo en 2008, proponiendo un nuevo sistema de
clasificacion, el cual incluye la descripcién de los péptidos en virtud de su familia
filogenética, su actividad biol6gica, su especificidad, su género, su especie y su
homologia con otros péptidos. Con respecto a los péptidos presentes en el veneno
de tarantulas, estos son clasificados conforme a su funcioén biolégica como y, By 5,
para las toxinas que modulan la actividad de canales i6nicos de sodio operados por
voltaje, k para canales i6nicos de potasio operados por voltaje, w para canales
iGnicos de calcio operados por voltaje, 1T para los canales idnicos sensibles a acido
y U para aquellas que producen efectos biol6gicos sin un blanco definido. Con
relacion a la familia a la cual pertenecen, son denominados ‘theraphotoxins’ (Familia:
Theraphosidae). Es importante mencionar, que algunos péptidos pueden actuar de
manera promiscua sobre dianas biolégicas diferentes. Por esta razén, se ha
propuesto que la clasificacion incluya a ambos descriptores de accion biolégica (King
et al., 2008) [Figura 11]

Nombre genérico que indica la familia
de la cual la toxina es derivada

Descriptor de actividad biologica Género y especie indicada con la primera letra

que denota el blanco molecular de la palabra de cada una respectivamente.

{ /

K4 5~Stichotoxin-Sh1a

f }

El subindice denota la especificidad del Letra que denota toxinas paralogas
canal/receptor u homdlogas
(sl esta caracterizado)

La asignacién numérica distingue
a toxinas con farmacologia similar

Figura 11. Esquema de la nomenclatura de toxinas peptidicas propuesta por Glenn
King en 2008 (modificado de King et al., 2008).

2.5 Métodos de extraccién y almacenamiento de veneno de tarantulas
Gracias al tamafio de las tarantulas, la extraccion de su veneno, proceso también

conocido como ordefia o recoleccién, resulta ser mas sencillo. Actualmente, los
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métodos mas comunes son los denominados mordedura espontanea y estimulacion
eléctrica (Celerier et al., 1993; Balaji et al., 2000; Sutti et al., 2014) [Figura 12 A y B].
En la técnica de mordedura espontanea se requiere amedrentar al animal para que
éste tome la posicion de ataque y exponga sus queliceros. Asi, mediante un capilar
se toma el volumen de veneno que es eyectado de los colmillos cada vez que el
animal es atacado, con objetos en movimiento que confunden con sus presas. Sin
embargo, la mordedura espontanea resulta el método mas peligroso y menos
efectivo, debido a que el proceso de recoleccién es complicado y no se obtiene el
volumen total de secrecién. Por el contrario, en la técnica de estimulacion eléctrica
el animal es previamente anestesiado e inmovilizado, lo cual permite obtener la
mayor cantidad de veneno sin correr el riesgo de ser mordido por los especimenes.
En esta técnica, una vez que los animales son inmovilizados, se estimula
eléctricamente la zona parabasal de los queliceros mediante un par de electrodos
conectados a una fuente eléctrica que produce descargas con voltaje y frecuencia
especificos sobre los musculos que rodean a la glandula, lo cual induce su
contraccion y liberacion de las secreciones venenosas, mismas que son
simultdneamente recolectadas (Rocha-e-Silva et al., 2013).

Con el fin de preservar y almacenar los venenos, se recomienda su almacenamiento
como liofilizado. Sin embargo, algunos laboratorios diluyen las secreciones en agua
grado HPLC con una solucién de 0.1 % de &cido trifluoroacético (v/v) o de glicerol,

para posteriormente congelarse a —70 °C (Ono et al., 2011; Palagi et al., 2013).
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Figura 12. Métodos de extraccion de veneno. A) Estimulacion eléctrica y B)
Mordida espontanea.
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2.6 Aplicaciones practicas de péptidos purificados del veneno de tarantulas

Un rasgo interesante de los venenos de tarantulas, es que exhiben su potencia
toxicoldgica exclusivamente cuando sus componentes actlan en conjunto. Asi
mismo, cuando estos son separados por métodos cromatograficos y analizados
individualmente, no producen los sintomas del envenenamiento en comparacion con
el veneno crudo. Debido a la alta especificidad y potencia de los componentes del
veneno y a los mecanismos de accion involucrados en su actividad biologica, es
posible desarrollar multiples aplicaciones biotecnolégicas (Chaim et al., 2011). De
manera adicional, los péptidos son los componentes mas estudiados, en virtud de la
dindmica de interaccion sobre sus blancos biolégicos. Dentro de la misma secrecion,
se pueden encontrar variantes discretas de péptidos que pueden exhibir un efecto
contrario o semejante, mediante mecanismos alternos (Pineda et al., 2014b). Por
estas razones, la investigacion de venenos de tarantulas se ha transformado de la
elaboracién de antivenenos y faboterapicos, en la busqueda de péptidos como
herramientas biotecnoldgicas utiles (Calvete et al., 2009; Gongalves-Machado et al.,
2016; Quinton et al., 2016).

2.6.1 Aplicaciones de péptidos como herramientas farmacoldgicas

Las dianas biolégicas de las toxinas peptidicas se encuentran distribuidas en los
organismos de sus presas y depredadores en variedades que cuentan con un alto
porcentaje de homologia (Mourdo et al., 2013). Sin embargo, las minimas diferencias
en su estructura primaria las dotan de caracteristicas diferenciales tanto estructurales
como electrofisiolégicas. De este modo, existen isoformas de cada una de estas
dianas, dependiendo del fenotipo de cada célula excitable, las cuales se expresan
de diferente manera (Gilchrist y Bosmans, 2012; Klint et al., 2015; Zamponi et al.,
2015). Actualmente, se han caracterizado 9 isoformas de canales i6nicos de sodio
operados por voltaje, una gran variedad de canales i6nicos de potasio operados por
voltaje, producidos por 75 genes y, al menos, 5 subtipos con multiples variedades de
canales idnicos de calcio operados por voltaje (Deng et al., 2014; Berecki et al.,

2016). De manera interesante, las caracteristicas quimicas y funcionales de los
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péptidos purificados de veneno de tarantulas permiten discriminar especificamente a
las variantes de sus dianas biologicas, de tal forma que son utilizados como
herramientas farmacologicas en ensayos disefiados para dilucidar los mecanismos
de accion de otros péptidos o moléculas (Cardoso et al.,, 2015; Prashanth et al.,
2017).

Entre las toxinas que pueden ser utilizadas como herramientas farmacologicas, se
encuentra la toxina m—theraphotoxin—Pcla, purificada de la tarantula cabria de
Trinidad Psalmopoeus cambridgei, la cual actta directamente como bloqueador en
el bolsillo acidico con su estructura consenso de 3—hairpina, en los canales sensibles
a acidos ASICla. En la actualidad, esta toxina es la Unica molécula capaz de
interactuar con este receptor con alta potencia y especificidad. La toxina 1m—
theraphotoxin—Pcla se caracteriza por poseer una estructura primaria con 40
aminoacidos que opera a partir de una concentracion de ~1 nM, logrando discriminar
con alta especificidad a otras isoformas a concentraciones de hasta 50 nM. Es
importante mencionar, que gracias al estudio in silico de esta toxina, se han logrado
dilucidar nuevos estados conformacionales del receptor (Saez et al., 2015). Por otro
lado, en el veneno de la misma tarantula se ha purificado un péptido denominado
toxina de doble nudo DkTx: Double Knot Toxin, el cual estimula la conformacion
activa del canal TRPV1a, mediante la interaccion con dos de las cuatro unidades
formadoras de poro. A su vez, esta toxina podria utilizarse como herramienta
farmacoldgica en la busqueda de inhibidores de isoformas del mismo canal (Bohlen
et al., 2010). De igual modo, se han encontrado toxinas capaces de modular canales
ionicos de sodio operados por voltaje como la toxina p—theraphotoxin—Tpla,
purificada de la tarantula de terciopelo verde de Peru Thrixopelma pruriens, la cual
es capaz de inhibir selectivamente la isoforma Nav1.7, a partir de una concentracion
de 220 nM, utilizando la toxina nativa y a unidades de concentracion uM, empleando
las toxinas recombinantes y sin modificaciones postraduccionales (Cardoso et al.,
2015). Por lo que se refiere al estudio de canales i6nicos de potasio operados por
voltaje, es importante mencionar que uno de los impedimentos de caracterizar
nuevos receptores, es la escasa variedad de agonistas y antagonistas disponibles.

Sorpresivamente, se han encontrado péptidos purificados de veneno de tarantulas
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qgue logran interactuar con isoformas especificas, tal es el caso del péptido R—
theraphotoxin—Cj1a, purificado del veneno de la tarantula cervatillo de China
Chilobrachys guangxiensis, cuya caracterizacion funcional se describié en un
principio como regulador de canales ionicos de sodio operados por voltaje
especificos a la variante Navl1.5 (Rong etal., 2011). Sin embargo, estudios
posteriores determinaron la existencia de una secuencia conservada entre esta
variante y el canal idnico de potasio operado por voltaje isoforma Ky2.1, por lo cual
se describio a esta toxina peptidica como promiscua con la capacidad de interactuar
con ambas variantes a partir de concentraciones pM semejantes (Tao et al., 2016).
Asi mismo, es importante mencionar que no se han encontrado inhibidores de éstas
u otras variantes de canales i6nicos de sodio, que actien con la especificidad que
ofrecen los péptidos purificados del veneno de tarantulas. A su vez, la toxina o—
theraphotoxin—Hg1la, purificada de la tarantula roja de Camerin Hysterocrates gigas,
actua bloqueando selectivamente a canales idnicos de calcio dependientes de voltaje
del tipo R, a partir de concentraciones de 15 a 30 nM, sin tener actividad sobre otras
isoformas (Newcomb et al., 1998; Klint et al., 2015).

2.6.2 Descubrimientos concomitantes a la aplicacion biotecnologica de péptidos

El uso de toxinas peptidicas como herramientas de investigacién ha permitido la
determinacién de nuevas caracteristicas estructurales y funcionales de sus
principales dianas biologicas, lo cual ha conducido al descubrimiento de su
participacion en nuevos procesos fisiolégicos, asi como a la busqueda racional de
agonistas y antagonistas (Pimentel et al., 2006; Zhang et al., 2015). Esto ocurre en
virtud de la interaccién quimica que se produce cuando se une un ligando a su
receptor, lo cual ha conducido a la determinacion de nuevos estados
conformacionales y a la identificacion de caracteristicas estructurales que hacen
diferentes a las isoformas. Un descubrimiento interesante, es el de la toxina 1T—
theraphotoxin—Pcla, cristalizada con el receptor ASICla, la cual ha permitido,
mediante técnicas in silico, dilucidar un nuevo estado conformacional del estado
activo del receptor (Saez et al., 2015). Ademas, es importante mencionar que los

registros electrofisiologicos producidos al administrar la toxina en neuronas
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nociceptoras, han ayudado a identificar el rol de este receptor en la transmision
sinaptica del dolor (Duan et al., 2007). Adicionalmente, la informacion proporcionada
sobre el espacio quimico aportado por la toxina, conduce al descubrimiento racional
de nuevas moléculas con propiedades semejantes a farmacos, las cuales podrian
proponerse para la investigacion en el desarrollo terapéutico de farmacos
analgésicos (Fernandez—Ballester et al., 2011). Por otro lado, se han encontrado
péptidos con actividad cruzada entre distintas dianas, como la toxina B-—
theraphotoxin—Cj1a, la cual actua sobre estructuras conservadas donde convergen
los canales ionicos, operados por voltaje, de potasio Kv2.1 y de sodio Navl1.5. Asi
mismo, mediante mutagénesis sitio dirigida en la toxina, se han determinado los
aminoacidos de la estructura primaria del receptor que hacen especifica a cada una
de las isoformas (Tao et al., 2016). De este modo, modificar la estructura primaria de
este péptido podria permitir disefiar toxinas que actlen especificamente sobre cada
una de las isoformas caracterizadas de estas dianas. Por otro lado, dentro de las
toxinas mencionadas en el apartado anterior, resalta el péptido de doble nudo
inhibitorio de cistina DkTx que interactlia especificamente sobre el receptor TRPV1a
(Bohlen et al., 2010). Es importante mencionar, que gracias a esta toxina se logré
determinar la importancia de los aminoacidos que tapizan la unidad formadora de
poro en uno de sus estados conformacionales activos y que podrian ser clave para
producir inhibidores de estos receptores que, junto a los ASICs, son dianas
interesantes en la investigacion terapéutica del dolor (Liao et al., 2013; Li et al., 2014;
Abdelhamid y Sluka, 2015).

2.7 Tarantula ornamental de la India, Poecilotheria regalis (Pocock, 1899).

La tarantula ornamental de la India Poecilotheria regalis, (Filo: Arthropoda, Clase:
Arachnida, Orden: Araneae, Suborden: Mygalomorphae, Infraorden: Opisthothelae,
Familia: Theraphosidae, Subfamilia: Poecilotheriinae, Género: Poecilotheria,
Especie: regalis), también conocida como tarantula rey paracaidista o tarantula real
paracaidista, es una tarantula arboricola endémica del sur de india que se distribuye
en los estados de Andhra Pradesh, Tamil Nadu, Karnataka, Maharashtra y Kerala,

en una superficie de 50,000 m? [Figura 13]. Fue descrita por Pocock en 1899, aunque
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anteriormente estaba clasificada dentro de la subfamilia Ornithoctoninae como
Ornithoctonus gadgili, la cual forma parte de su sinonimia (World Spider Catalog,
2017).

5]
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Figura 13. Distribucién geogréafica de la tarantula P. regalis. En la imagen se
denota en color rosa los estados del sur de la India donde se distribuye; a la
derecha un espécimen hembra en su habitat natural.

Una caracteristica interesante de esta especie, es que es ampliamente
comercializada a nivel mundial entre los coleccionistas, a pesar de que se ha
reportado como una tarantula que produce una mordedura con sintomas de
envenenamiento que resaltan sobre otras tarantulas arboricolas (Fuchs et al., 2014).
Cabe sefalar que la sintomatologia del envenenamiento en el ser humano incluye
dolor, eritema, inflamacién, calambres musculares mantenidos y entumecimiento,
desde la zona de la mordedura hasta el resto de la extremidad, por lo cual resalta el
interés bioquimico de su veneno (Andreev-Andrievskiy et al., 2017). Sin embargo, la

informacion recabada sobre los componentes de sus secreciones venenosas se
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limita a la identificacion de enzimas semejantes a hialuronidasas, mientras que la
informacion sobre la identidad de sus toxinas peptidicas permanece sin ser estudiada
(Rodriguez-Rios et al., 2017).

2.8 Técnicas empleadas en venomicas

La toxinologia, mejor conocida como biologia de toxinas o toxinas medicinales, es
una disciplina cientifica que se enfoca en la caracterizacion quimica, funcional,
dilucidacion de mecanismos de accion biolégicos, farmacologia de péptidos y al
estudio de los efectos toxicoldgicos producidos por productos purificados de plantas,
microorganismos, animales venenosos o ponzofiosos. Asi mismo, al conjunto de
técnicas usadas en la biologia de toxinas que estudia las secreciones venenosas, se
conoce como venomicas, e incluyen técnicas destinadas a la separacion de toxinas
del veneno, asi como algunas que aportan informacion sobre la estructura primaria
y la funcion biolégica de toxinas purificadas del veneno o de las secreciones
venenosa (Zhang, 2015) [Figura 14].
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VENOMICAS

BIOINFORMATICA

Figura 14. Estrategias analiticas en el descubrimiento de toxinas, basadas en
vendmicas; las tecnologias empleadas en conjunto derivan en el descubrimiento de
toxinas interesantes a partir de cantidades infimas de veneno, (modificado de King,

2015).

2.8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida ‘Tricine SDS-PAGE’

Con el objeto de obtener un perfil general de las toxinas peptidicas y proteinicas
presentes en el veneno de tarantulas, se emplean técnicas que permiten visualizar
especificamente a estos componentes. En toxinologia, la electroforesis en gel de
poliacrilamida con amortiguadores de tricina ‘Tricine SDS—-PAGE’: ‘Tricine sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel-electrophoresis’, es una herramienta primordial
para dicho analisis, ya que se pueden diferenciar facilmente ambos componentes
(péptidos y proteinas) con respecto a su peso molecular. En concreto, esta técnica
lleva a cabo la separacién de péptidos y proteinas, mediante un procesamiento
previo del veneno, el cual consiste en desnaturalizar, cargar y tefiir a los péptidos y
proteinas. Asi mismo, una vez procesado, el veneno es embebido en una matriz
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tamizada de poliacrilamida que es sometida a un campo eléctrico, la cual provoca la
migracion de las toxinas cargadas hacia el anodo. Finalmente, durante esta
migracion, las toxinas peptidicas y las proteinas quedan retenidas en una zona
especifica de la matriz que, comparandole con estandares de proteinas previamente
caracterizadas, permite identificar su peso molecular aproximado (Kavoosi y
Ardestani, 2012).

2.8.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa ‘RP—-HPLC’

El objetivo principal, previo al analisis quimico y funcional, es la separacion de las
toxinas analitos del veneno matriz. Para este propésito, se utilizan métodos
estandarizados, disefiados a partir de las caracteristicas fisicoquimicas de las toxinas
blanco. En particular, la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion en
fase reversa ‘RP-HPLC’: ‘Reversed-Phase High Performance Liquid
Chromatography’, es primordial para la separacién de péptidos presentes en
venenos, por lo cual es ampliamente utilizada en las vendémicas. En sintesis, el
proceso se lleva a cabo mediante la interaccion de una fase movil polar, en la cual
esta disuelta el veneno, con una fase estacionaria apolar que, al penetrar sobre esta
a alta presion, provoca que los péptidos queden adsorbidos mediante interacciones
hidrofébicas y puedan ser separados lenta y simultaneamente por el gradiente
(polar—apolar). Durante la elucion, los péptidos son detectados como picos gracias
al enlace peptidico que los compone y que también funge como cromaoforo, mismo
que absorbe energia a una longitud de onda de 210 nm. Un punto importante a
considerar, es que debido a las variedades discretas de los péptidos presentes en el
veneno, se produce un fendémeno conocido como coelucion, por lo cual la purificacion
de péptidos conlleva al uso de fases estacionarias con distinta composicién (Aguilar,
2017).

2.8.3 Espectrometria de masas ‘MALDI-TOF’

Una vez que se lleva a cabo la separacion mediante ‘RP—-HPLC’, es importante

identificar si los picos cromatograficos eluidos corresponden a péptidos purificados o0
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a una mezcla. Para realizar esta identificacion, se emplean técnicas enfocadas en la
determinacion del peso molecular. Puntualmente, la técnica de ionizacion por
desorcion laser asistida por matriz, acoplada a un detector de tiempo de vuelo
‘MALDI-TOF’: ‘Matrix Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight’, es la mas
utilizada en toxinologia y permite revelar perfiles tanto de las fracciones separadas
del veneno, como del extracto venenoso. En resumen, la determinacion se lleva a
cabo cuando la muestra es cocristalizada con una matriz e incidida por un haz de
laser a cierta frecuencia que permite la ionizacion y desorcion de él o los
componentes. Posteriormente, estos se desplazan con ayuda de su carga a través
de un tubo hermético hacia el detector de tiempo de vuelo. Asi, el peso molecular es
determinado en proporcion directa a la relacion masa—carga, la cual es
proporcionada por el tiempo que tardan estos iones desde su ionizacion hasta
alcanzar al detector. A su vez, los espectros que se obtienen durante el andlisis se
tratan de lineas proporcionales al numero de péptidos ionizados y su intensidad se
basa en el nimero de iones que rozan o colisionan con el detector (Hoffmann y
Stroobant, 2007).

2.8.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas en tandem ‘LC-ESI-Q-TOF-MS’

Para generar un perfil exhaustivo de las toxinas peptidicas presentes en el veneno
de tarantulas, se determina parcialmente la estructura primaria de péptidos
presentes, ya sea en una mezcla o individualmente. Con el fin de determinar parte
de su secuencia primaria, se emplean técnicas que logran separar y acondicionar a
estos componentes, con el fin de determinar parte de su secuencia primaria.
Particularmente, la técnica de cromatografia de liquidos acoplada a un sistema de
espectrometria de masas de ionizacién por electroespray con detectores de
cuadropolos y tiempo de vuelo ‘LC-ESI-Q-TOF-MS’: ‘Liquid Chromatography—
Electrospray lonization—Quadrupole-Time Of Flight-Mass Spectrometry’, logra
dichos objetivos y, con algunas modificaciones en cuanto al sistema de

fragmentacion y al principio de deteccion, es el sistema fundamental para secuenciar
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parcialmente toxinas peptidicas y proteinicas en toxinologia. En concreto, el principio
de la técnica se basa en la reconstruccion de espectros de masas de multiples
fragmentos provenientes de un péptido con el fin de determinar parcialmente su
estructura primaria. En primer término, los péptidos son previamente acondicionados
en un medio quimico o enzimético que permite producir multiples fragmentos de
manera altamente especifica. Posteriormente, estos fragmentos son separados por
cromatografia y ionizados en una interfase que los conduce a un gradiente de voltaje
y temperatura que los carga y evapora durante su recorrido. Después, estos iones
son dispersados en particulas cargadas hacia el primer detector que los deflacta con
base en sus propiedades eléctricas con el fin de seleccionarlos y desviarlos hacia la
camara de fragmentacion, donde particulas de gases inertes colisionan con los
enlaces peptidicos, de manera que se forman productos de estos fragmentos. En
seguida, estos productos son conducidos al segundo detector donde se obtienen los
espectros de masas, los cuales al analizarse permiten caracterizar secciones de la
secuencia primaria de un péptido en particular [Figura 14]. Ademas, herramientas
como ‘MASCOT’ o ‘SEQUEST relacionan bases de datos con el objeto de identificar
a partir de estas secuencias, péptidos o proteinas reportadas previamente (Steen 'y
Mann, 2004).

Digestion P
con tripsina 4 Separacion |
<- ==_) cromatografica

Veneno
70 RecName: Full=U1-theraphotoxin-Balc; Short=U1-TRTX-Balc; AltName: Full=Venom peptid| HPLC-MSIMS Datos

53 RecName: Full=CRISP/Aller, Obtenldos de
1 RecNam MS/MS

12 RecNam: ll=Neprilysin- Precursor )

89 RecName: Full=U1-theraphotoxin-Apla; Short=U1-TRTX-Ap1a; Flags: Precursor

1 RecName: Full=Kunitz-type serine protease inhibitor Kunitz-1; Flags: Precursor

PR-1
e-1; Short=AChE; Flags: Precursor

ort=Cap-1; Flags: Precursor
Full=Acetylcholi

1 RecName: Full=Kunitz serine protease inhibitor Pr-mulgin 3; Flags: Precursor : 657341380 R

Secuenciacion
de novo
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—— e
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Figura 15. Diagrama de flujo empleado en la busqueda de toxinas peptidicas con
potencial biotecnoldgico del veneno de G. inheringi (tomado de Borges et al., 2016).
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2.8.5 Ensayos de toxicidad

Las toxinas estan disefiadas para actuar primariamente sobre receptores de
invertebrados. Sin embargo, es trascendental determinar si los efectos toxicos son
semejantes en modelos de animales vertebrados, considerando sus aplicaciones en
las diversas areas de la investigacion. Por otro lado, comparar la letalidad de los
extractos venenosos en modelos de invertebrados también resulta interesante,
debido a las hipétesis evolutivas y a los descubrimientos recientes con respecto a
sus transcriptomas. En general, los ensayos de toxicidad de veneno de tarantulas se
basan en el peso de los animales de experimentacion y en la cantidad de proteina
del extracto venenoso que se administra para determinar su dosis letal media (Hu
et al., 2014).

Por otro lado, el uso de animales vivos permite hacer evaluaciones toxicoldgicas
tomando en cuenta multiples pardmetros en condiciones fisiologicas que no se
pueden realizar en ensayos in vitro o ex vivo. La rata es el animal de experimentacién
mas empleado para estos ensayos, aunque se han empleado a otros animales como
perros, conejos, gatos y puercos. Dependiendo del sistema de liberacién y
administracion de las toxinas en cuestion, los investigadores pueden monitorear la
presién arterial, el ritmo cardiaco y respiratorio, entre otros. Por ejemplo, la actividad
del péptido natriurético aislado del veneno de la serpiente Pseudocerastes persicus

fue determinado mediante el uso de animales integros (King, 2015).
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3  JUSTIFICACION

Las tarantulas son una familia de arafias que, con el fin de adaptarse a sus
ecosistemas, administran tanto a sus presas como a sus depredadores, secreciones
venenosas constituidas por un arsenal bioquimico, disefilado para actuar
sinérgicamente, alterando procesos fisiologicos predeterminados evolutivamente.
Sin embargo, a pesar de inducir efectos nocivos en conjunto, cuando los
componentes son separados y analizados individualmente, pueden ser utilizados
para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas Utiles. Entre estos destacan las
toxinas peptidicas, las cuales se presentan en mdultiples variantes discretas que
proveen al veneno de una biblioteca combinatoria de péptidos y lo convierten en una
fuente potencial de compuestos bioactivos.

Por otro lado, debido a que la mordedura de las tarantulas no representa un peligro
significativo para los humanos, muchas especies arboricolas se comercializan
ampliamente en cautiverio como mascotas exoticas en todo el mundo. En especial,
la tarantula Poecilotheria regalis, produce un potente veneno que utiliza como
estrategia para adaptarse a su dificil ritmo de alimentacion. Ademas, esta especie
presenta la ventaja de que su gran tamafio facilita la extraccion de veneno, de tal
modo que es posible realizar extracciones consecutivas sin necesidad de sacrificar
especimenes. Por lo tanto, en virtud de la necesidad de adaptarse a una dieta
diferente, esta tarantula se considera biogquimicamente interesante y, aunque existen
registros de actividad enzimética en su veneno, la identidad y la caracterizacion

guimica de sus toxinas peptidicas permanecen sin ser estudiadas.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la identidad de las principales toxinas peptidicas presentes en el veneno

de la tarantula Poecilotheria regalis?
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5. HIPOTESIS
El efecto bioldgico de las toxinas peptidicas presentes en el veneno de P. regalis

puede ser inferido a través de su homologia con péptidos purificados de otros

animales venenosos previamente caracterizados quimica y funcionalmente.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo principal

Identificar las principales toxinas peptidicas presentes en el veneno de la tarantula

arboricola P. regalis.

6.2 Objetivos especificos

1. Obtener las secreciones venenosas producidas por especimenes machos y
hembras de la tardntula P. regalis, mediante la técnica de estimulacion
eléctrica.

2. Determinar la concentracion de proteina en la secrecion venenosa de la
tarantula P. regalis, mediante la técnica colorimétrica de acido bicinconinico
‘BCA’.

3. Establecer las condiciones Optimas de separacion de las toxinas peptidicas
presentes en el veneno de machos y hembras de la especie P. regalis,
mediante la técnica de cromatografia de liquidos ‘RP—-HPLC'.

4. Determinar la distribucion de peso molecular de los componentes proteinicos
y peptidicos del veneno de especimenes machos y hembras de la especie P.
regalis, mediante las técnicas de electroforesis ‘Tricine SDS—-PAGE’,
cromatografia de liquidos ‘RP—HPLC’ y espectrometria de masas ‘MALDI-
TOF'.

5. Establecer las diferencias entre la concentraciéon y composicion de los
componentes del veneno de especimenes machos y hembras de P. regalis
mediante las técnicas de ‘Tricine SDS-PAGE’, ‘RP-HPLC’ y ‘MALDI-TOF".

6. Caracterizar parcialmente la secuencia primaria de las fracciones de toxinas
peptidicas mas representativas del veneno de especimenes hembras de la
especie P. regalis, mediante la técnica acoplada de cromatografia de liquidos
y espectrometria de masas en tandem ‘RP—-HPLC-ESI-MS/MS’.
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7. Analizar las secuencias de aminoacidos obtenidas de novo mediante el uso
conjunto de recursos bioinformaticos ‘EXPASY’ y bases de datos gendmicas,
transcriptomicas y protedmicas.

8. Determinar la dosis letal media del veneno de especimenes hembras de P.
regalis en un modelo de vertebrado y un modelo de invertebrado, mediante
ensayos de toxicidad, empleando un ajuste de dosis no lineal.

9. Determinar el dafio en rifion y pulmoén producido por la administracion de las
secreciones venenosas de especimenes hembras de tarantulas de la especie

P. regalis en ratones, mediante cortes histologicos y tinciones diferenciales.
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7. METODOLOGIA

7.1 Obtencién y mantenimiento de tarantulas de la especie Poecilotheria regalis

Las tarantulas de la especie P. regalis de ambos sexos fueron adquiridas en los
criaderos oficiales: Tarantulas de México® (SEMARNAT-UMA~IN-0062-JAL), en la
unidad de manejo para la conservacion de la vida silvestre ARACHNIDA® (DGVS—
PIMVS-CR-IN-0977-DV08), y en el aracnario de la Facultad de Ciencias Naturales
de la Universidad Autbnoma de Querétaro (CITES/DGVS—CR-IN-0619-QR0O/00),
mismos que cuentan con registros de especiacion y determinacion de género. Las
tarantulas fueron mantenidas individualmente en jaulas altas de polimetilmetacrilato
con fibra de coco molida como sustrato y un recipiente para agua, con el proposito
de mimetizar su habitat natural. Las tarantulas fueron alimentadas cada 15 dias con

grillos Acheta doméstica, ademas de agua purificada ad libitum.

7.2 Extraccion de veneno

Con el fin de extraer el veneno, las tarantulas de la especie P. regalis fueron
anestesiadas con una solucién concentrada de isoflurano, para posteriormente
colocarse en una superficie adecuada, inmovilizandolas con ligas de goma
entrelazadas para la estimulacion eléctrica y recoleccion de veneno. Las puntas de
los colmillos se colocaron cuidadosamente alrededor de la boca de un tubo para
microcentrifuga de 2 mL de capacidad previamente pesado, con la finalidad de evitar
posible contaminacion con saliva de la zona preoral. Después, con ayuda de dos
electrodos humedecidos con solucion amortiguadora de corrida, se aplicaron
estimulos eléctricos de 15 V en los queliceros durante 20 segundos en intervalos de
2 segundos, utilizando una fuente de poder para electroforesis (Bio—Rad 164-5050).
Una vez obtenido el veneno, el tubo fue centrifugado e inmediatamente fue pesado
y almacenado en un ultracongelador a —70 °C. Por ultimo, el peso del veneno liquido,
obtenido en la extraccion, fue calculado por la diferencia en masa. Es importante
mencionar, que este procedimiento fue realizado mensualmente, adaptandose al

lapso de tiempo necesario para la produccion de estas secreciones por el animal.
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7.3 Liofilizacion
Para llevar a cabo el proceso de deshidratacién del veneno, se utilizd un equipo de
liofilizacion ‘FreeZone 4.5 L Benchtop’ marca Labconco®. La muestra de veneno se

congeld en un ultracongelador ‘Irilab 800’ marca Angelatoni® a —40 °C y se liofilizo.

7.4 Cuantificacion de proteina

El veneno fue disuelto en 0.4 mL de agua grado HPLC (J.T. Baker). El contenido de
proteina del veneno de cada extraccion se determind mediante el método de acido
bicinconinico ‘BCA’, descrito por Smith (1985), utilizando albumina sérica bovina

(Bio—Rad) como estandar.

7.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida ‘Tricine-SDS-PAGE’

Con el propoésito de analizar la complejidad del veneno de tarantulas hembras y
machos de P. regalis, se empled la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida,
empleando la solucibn amortiguadora de tricina ‘Tricine—-SDS—-PAGE’, bajo los
métodos convencionales previamente descritos en condiciones reductoras y no
reductoras (Laemmli, 1970). Estos andlisis se realizaron utilizando geles de
poliacrilamida a diferentes concentraciones (12—-18 %) con tricina como solucién
amortiguadora de corrida, los cuales fueron sometidos a una corriente de 120 V
durante aproximadamente 2 h. Las bandas de proteina se visualizaron mediante la
técnica de tinciébn de Coomassie. Se emplearon marcadores de peso molecular de
amplio espectro (Bio—Rad, Cat # 161-0318).

7.6 Cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa ‘RP-HPLC’

El veneno, producto de la extraccion de multiples especimenes de tarantulas de la
especie P. regalis previamente separadas segun su sexo, fue sometido a un proceso
de separaciéon por HPLC en fase reversa. Se prepararon voliumenes de inyeccion de
20 uL a una concentracion de 12.5 ug de proteina/pL disueltos en agua grado HPLC
(J.T. Baker). Tomando como modelo métodos de separacion previamente

establecidos para otros venenos de otras tarantulas (Cardoso et al., 2015), el
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fraccionamiento cromatografico del veneno de P. regalis, se llevé a cabo utilizando
una columna de fase reversa C18 (Waters® 250 mm x 4.6 mm, 5 um; Symmetry, CA,
USA). Para la composicion de la fase movil se utilizé un gradiente de fase A (Agua
en 0.1 % acidotrifluoroacético) y fase B (90 % acetonitrilo, 10 % agua en 0.09 %
acidotrifluoroacético), utilizando una pendiente proporcional a 0.5 % de solucion
B/min. El programa utilizado fue compuesto por un flujo isocratico de 3 minutos de
solucion Ay un gradiente que alcanzo el 45% de la fase B en 93 minutos con un flujo
constante de 1 mL/min. Las fracciones eluidas fueron detectadas a una longitud de
onda de 215 nm y recolectadas en tubos de polipropileno para microcentrifuga de 2

mL.

7.7 Espectrometria de masas ‘MALDI-TOF-MS’

Tanto las fracciones recolectadas como las secreciones venenosas, fueron tratadas
con filtros ‘ZIP-TIP’ C18 con el propdsito de remover la mayor cantidad de sales, y
posteriormente fueron analizadas utilizando MALDI-TOF-MS (Ultraflex, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). El proceso de ionizacion se llevé a cabo por
irradiacion con un laser de nitrégeno a 337 nm con un voltaje de aceleracién de 20
kV. La matriz empleada fue de acido sinapinico a una concentracién de 10 mg/mL.
Para analizar las fracciones obtenidas por ‘RP-HPLC’, 1 uL fue diluido en un mismo
volumen de matriz. Los datos fueron obtenidos utilizando el software ‘Bruker
Daltonics Flexcontrol’ (Bremen, Alemania). Todos los analisis fueron realizados en

modo reflector.

7.8 Secuenciacion parcial ‘RP—-HPLC-ESI-MS/MS’

Las fracciones de péptidos 6, 8 y 23 separadas por ‘RP—-HPLC’ del veneno de P.
regalis, fueron sometidas a un proceso de digestion con tripsina, reduccién con
ditiotreitol (DTT) y alquilacion con iodoacetamida. Los péptidos resultantes del
tratamiento fueron inyectados en un sistema LC—MS constituido por un cromatdgrafo
de liquidos de micro-flujo ‘Accela’ (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) con ‘spliter
(1/20) acoplado a un espectrometro de masas ‘LTQ-Orbitrap Velos’ (Thermo-Ficher
Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). Para el
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sistema de cromatografia de liquidos se utiliz6 un sistema gradiente de 10-100 % de
solvente B (acetonitrilo/acido acético 0.1 %) en 120 minutos sobre una columna
capilar ‘PicoFrit Proteopep 2 C18 75 um ID x 50 mm’ (New Objective Inc., Woburn,
MA). El flujo del sistema LC fue de 400 nanolitros/minuto. Para la fragmentacion de
los péptidos se utilizaron los métodos de CID (Collision—Induced Dissociation) y HCD
(High Energy Collision Dissociation). La ejecucién y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones
siguiendo las cargas predeterminadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z),
energia de colision normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250,
tiempo de activacion de 40 ms y tiempo maximo de inyeccion de 10 ms por micro-
escaneo. Los espectros de lineas obtenidos fueron sometidos a la base de datos
‘MASCOT’ y las secuencias fueron alineadas en bases de datos especializadas para
animales del orden Araneae ‘ARACHNOSERVER’ (Herzig et al., 2011).

7.9 Ensayos de toxicidad

Con la finalidad de obtener parametros farmacolégicos mas completos que ayuden
a estimar el grado de toxicidad del veneno de P. regalis en comparacién con otros
venenos, se evalud su toxicidad en ratones y en larvas de mosca Drosophila
melanogaster. Para realizar los ensayos toxicolégicos se preparé una mezcla de
varias extracciones de veneno de P. regalis, a fin de contar con cantidades
suficientes de proteina. Se evalud la toxicidad en larvas de mosca (Drosophila
melanogaster) de 2.34 mg y en ratones (Mus musculus) de 12 g, siguiendo el método
previamente reportado por Herzig et al (2008). Para esto, se inyect6 el veneno,
disuelto en 30 pL de solucién salina para insectos (pH 7.2; NaCl 200 mM, KCI 3.1
mM, 2 mM NaHCOs, 4 mM MgClz, 5.4 mM CaClz, 0.1 mM NazHPOQOa) a diferentes
concentraciones (0.002, 0.02, 0.2 y 2 ug de proteina) en el segmento abdominal A6
con un capilar pulido milimétrico y un equipo de inyeccion de nanolitros. Se realizaron
100 inyecciones para cada concentracion de veneno y se conto el nimero de muertes
en cada concentracion después de 5 dias de la administracién. Asi mismo, se
determiné también la toxicidad del veneno de P. regalis en ratones machos CD1 de

12 g de peso mediante inyeccion intraperitoneal a diferentes dosis de proteina (0.2,
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1.3, 1.33, 2.0, 6.3 y 20 pg de proteina/g de peso corporal). Cada dosis de proteina
se disolvié en 0.1 ml de solucion salina fisiologica esterilizada (NaCl al 0.9 %). Las
muertes que ocurrieron durante las primeras 24 horas después de la administracion
del extracto fueron registradas para calcular la dosis letal media (DLso) mediante un
ajuste no lineal. Los ratones sobrevivientes, incluyendo a los controles a los que se
les administré solamente la solucion salina, se observaron por un periodo de 24 horas
antes de sacrificarlos por dislocacion cervical. Tanto a los animales que murieron por
la administracién del veneno, como a los que se sacrificaron por dislocacion cervical
a las 24 horas de la administracion, se les extrajeron inmediatamente los pulmones
y los rifiones. Estos 6rganos, una vez extraidos, se fijaron en una solucion de formol
al 10 % durante 2 a 3 dias a 4 °C. Las muestras de los diferentes tejidos se
deshidrataron, utilizando concentraciones graduales de alcohol etilico en agua (70,
80, 90, 96 %), para después embeberlas en parafina. Se realizaron cortes de 5 a 6
MM mediante un micrétomo manual, los cuales fueron tefiidos mediante la técnica de

hematoxilina-eosina para ser examinadas con un microscopio de luz.

8. RESULTADOS

8.1 Extraccion del veneno
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El veneno de tarantulas de la especie P. regalis es una secrecion amarilla densa de
la cual se obtuvo un volumen aproximado de 100 pL (8.7 =+ 2.7 mg de
liquido/espécimen). Tomando en consideracion que el 90 % del veneno esta
compuesto por péptidos y proteinas, se determiné la concentracion de proteina del

veneno, la cual fue de 5.9 + 0.7 % de peso de veneno.

8.2 Distribucion de los componentes del veneno de P. regalis de acuerdo a su peso
molecular

Con el fin de explorar la complejidad de los componentes del veneno de tarantulas
hembras y machos de la especie P. regalis, las secreciones venenosas obtenidas
fueron analizadas tomando como base el peso molecular. De este modo, el andlisis
de ‘Tricine—-SDS-PAGE’ revel6 5 bandas con diferentes pesos moleculares [Figura
16A], de las cuales las bandas 2 y 3 se expresan en mayor proporcion en el veneno
de tarantulas machos [Figura 16B]. Ademas, ambos venenos presentaron una banda
concentrada y homogénea, cuyo peso molecular se encuentra entre 6 y 13 kDa, la
cual corresponde a toxinas peptidicas. Debido a la limitante de la electroforesis para
visualizar componentes peptidicos, y con el proposito de obtener mayor informacion
sobre los péptidos, se realizé el analisis mediante ‘MALDI-TOF’, el cual mostr6 34
lineas de espectros en un rango de 3.8 a 8.0 kDa que se expresan de manera muy
similar entre ambos sexos, pero que muestran diferencias en la intensidad

relativa [Figura 17].
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Figura 16. Exploracién de las toxinas presentes en el veneno de tarantulas
hembras y machos de la especie P. regalis, mediante electroforesis “Tricine SDS—
PAGE’. A) Se muestran 5 bandas bien definidas de diversos pesos moleculares
cercanos a 1 (114,283 kDa), 2 (83,403 kDa), 3 hialuronidasas (42 kDa), 4y 5
(17,832 kDa). B) Representacion tridimensional que denota las diferencias en la
expresion de las toxinas proteinicas 1y 2 con base en el sexo. Los carriles fueron
cargados con 50 ug de proteina.
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Figura 17. Exploracion del peso molecular de las toxinas peptidicas presentes en el veneno de
tarantulas de ambos sexos de la especie P. regalis. * Muestra las diferencias en la composicion de

toxinas peptidicas.
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8.3 Distribucion de las toxinas peptidicas presentes en el veneno de P. regalis de
acuerdo a su peso molecular

Los péptidos representan los componentes mas atractivos de los venenos de
tardntulas en virtud de sus aplicaciones biotecnologicas (King, 2015). Por lo tanto,
para conocer con mas detalle algunas caracteristicas de los péptidos presentes en
el veneno de P. regalis de ambos sexos, la separacion cromatografica mediante ‘RP-
HPLC’ del veneno presento6 23 fracciones, que fueron eluidas de la fase estacionaria
con tiempos de retencién de 10-20, 40-55 y 65-90 minutos, correspondientes a
porcentajes de acetonitrilo cercanos a 0-10, 30-45 y 55-80 %, respectivamente
[Figura 18]. SimultAneamente, las fracciones fueron colectadas individualmente
desde el cromatografo con el fin de determinar el peso molecular de las toxinas
peptidicas presentes en cada una. De manera general, los péptidos neurotoxicos
presentes en el veneno de tarantulas presentan pesos moleculares en un rango de
2-8 kDa (Kuhn—Nentwig et al., 2011). Asi mismo, las fracciones colectadas
mostraron el fendbmeno de coelucién de péptidos con pesos moleculares cercanos a
aquellos mostrados en el perfil de espectrometria de masas del extracto venenoso.
Se presentaron 12.5 lineas de espectros por fraccion con un promedio de peso
molecular de 3.402 kDa [Figura 19]. Ademas, en total se determinaron 225 lineas de
espectros que corresponden al numero de péptidos presentes en el extracto
venenoso que contrastaron levemente entre venenos de tarantulas hembras vy
machos. Por otra parte, las fracciones de péptidos eluidos a diferentes
concentraciones de acetonitrilo se ajustan al peso molecular promedio [Figura 20].
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Figura 20. Distribucion de las toxinas peptidicas de acuerdo a su peso molecular
presentes en las fracciones separadas del veneno de P. regalis. Las fracciones
contienen péptidos con pesos moleculares semejantes, mientras que las fracciones
10, 21, 22 y 23 presentan péptidos mayores a 6 kDa.

8.4 Identificacion de péptidos presentes en las fracciones representativas

Conocer parcialmente la secuencia primaria de péptidos separados en conjunto o
individualmente, permite adjudicar posibles funciones biologicas a través del
porcentaje de homologia con otras toxinas previamente descritas. En consonancia
con esta premisa, se obtuvieron patrones de fragmentacion de las fracciones 6, 8 'y
23, las cuales corresponden a etiqguetas de péptidos conformados por 9-14
aminoacidos que poseen homologia con multiples toxinas con blancos biologicos
desconocidos, y algunas involucradas con la inhibicion de canales i6nicos de calcio

dependientes de voltaje, mismas que poseen actividad insecticida [Tabla 1].

8.5 Ensayos de toxicidad

La evaluacién de la toxicidad del veneno de P. regalis en larvas de la mosca
Drosophila melanogaster mostré una DLso de 0.01685 + 0.008 ug de proteina/g de
peso corporal, mientras que en los ratones fue de 10.76 + 2.038 ug de proteina/g de
peso corporal [Figura 21 Ay B]

Al inyectar el veneno de P. regalis a la dosis de 6.3 ug de proteina/g se observo que
los ratones presentaron movimientos mas rapidos con respecto a los controles,

seguido de saltos y respiraciéon forzada. Uno de ellos presentd convulsiones y muerte
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a los 20 minutos después de haberle administrado el veneno, los otros ratones se
recuperaron en el transcurso de una hora. A la dosis de 20 ug de proteina/g, todos
los ratones presentaron saltos, convulsiones y muerte en menos de 4 minutos
después de haberles administrado el veneno. El analisis histologico de los tejidos de
los ratones inyectados indicé que ninguno de los ratones administrados con el

veneno presento dafios visibles con respecto a los controles [Figura 22].
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<)
Lo

Namero de Nombre de toxina
identificacién Especie SECUENCIA Funcién biolégica
homologa
NCBI
FRACCION 6
POCY65.1 Precursor Conotoxin Bu6 Conus bullatus MKLICVFIVAVLLLTACQLNAADDSRDTQKHRALRSTTKLSMSKKDSCVPDGDSCLFSRIPCCGTCSSRSKSCVG Precursor
ARB49997.1 U1-Theraphotoxin—Pf2 Poecilotheria formosa CLPAGSACSGPLQKIPCCGTCSRKKCT Desconocida
ARB50036.1 U1-Theraphotoxin—Pf3 Poecilotheria formosa RCLPAGSACSGPIQKIPCCGTCSRKKCT Desconocida
FRACCION 8
POCI04.1 w-Theraphotoxin—Asp3 Aphonopelma sp. CLGENVPCDKDRPNCCSKYECLEPTGYGRCYASYYSYKKKTL Insecticida
B1P1H6.1 U26—theraphotoxin-Cgla  Chilobrachys guangxiensis MNTIIPLLLLSLLITVYAYALEDGNKEEIQDIAESEFEASNEMLQLAHLLEADRAETEEDRNSRQKRCWG
ANVPCEDENSPCCSPLKCEKTFGYGWWYGSPFCVRSGSG Desconocida
B1P1H7.1 U26-theraphotoxin—Cglb Chilobrachys guangxiensis MNTIIPLLLLSLLITVYAYALEDGNKEEMQDIAESEFEASNEMLQLAHLLEADRAETEED Desconocida
RNSRQKRCWGANVPCEDENSPCCPPLKCEKTFGYGWWYGSPFCVRSGSG
ARB49986.1 U7-theraphotoxin-Pfl Poecilotheria formosa CWGANVPCENEKSPCCRGLSCEKTFGYGWWYGSPFCVRKK Desconocida
B3EIV1.1 w-Theraphotoxin-Bsm2a Brachypelma smithi MNTIQVIIFAVVLVLTVTVGQADEDSAETSLLRKLEEAEAAMFGQYLEESKNSREKRCIG _:3__@.&9 de om:m_m.m iénicos
ESVPCDKDDPRCCREYECLKPTGYGWWYASYYCYRKKSG dependientes de voltaje de calc
WAVRUS.1 U16—barytoxin—Ti1b Trittame loki MKTIIVFLSLLVLATKFGDAKEGVNQKQKKEVTQNEFREEYLNEMAAMSLVQQLEAIERALFENEAGRNS Desconocida
RQKRCNGENVPCGPNHSTCCSGLSCEETFGYGWWYASPYCVKPSKG
ADF28491 1 Putative mature peptide pelinobi " Semejantes a precursor de toxit
: toxin—like CIGES €linobius muticus MNSVRIIFLVVLVLTATIGQADEREYKDETLEKTLSEAEENYLKDADGNPKDVVDILLGTDMEESRNSRP Bs1y HWTx-XV1a4
KRCIGESVPCGENGELGCCPGLECLKPTGYGWWYKDYWCYRKSG
FRACCION 23
ARB49978.1 U5-theraphotoxin-Pf3 Poecilotheria formosa ACSKQPGQSCKDNCDCCGATVVCASVYVGGKEKKHCSSKTSDNGILNVIGQGINLVSNGASVC Desconocida

Tabla 1. Identificacion de las toxinas peptidicas presentes en las fracciones 6, 8 y 23 separadas del veneno de P. regalis.



57



100+

Muertes (%)
B D [}
e 9 9

N
e

Log concentracion
(ng de proteina/g de peso)

Muertes (%)
a1 ~ 'S
T T 2

N
(6]
1

Log concentracion
(ug de proteina/g de peso)

Figura 21. Curvas dosis-respuesta que muestran la toxicidad del veneno de P.
regalis en larvas de D. melanogaster (A) y en ratones (B).
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Figura 22. Fotografias representativas de microscopia de luz que muestran el
analisis histologico de los ratones a los que se les administré el veneno de P.
regalis a una dosis de 6.3 ug de proteina por g de peso corporal por via
intraperitoneal. Cortes tefiidos con hematoxilina-eosina, magnificacion x100.
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9. DISCUSION

El veneno de tarantulas esta compuesto por una mezcla heterogénea de compuestos
bioactivos cuya accidon sinérgica sobre mudltiples dianas biolégicas produce el
desequilibrio de procesos fisioldgicos clave que permiten al animal subyugar a sus
presas y defenderse de sus depredadores (Rash y Hodgson, 2002). Ademas, estos
compuestos presentan estructuras quimicas variadas, los cuales se encuentran en
diferentes concentraciones en virtud de factores como el sexo, distribucion, edad,
entre otras. Para conseguir estas alteraciones fisioldgicas, los componentes
enzimaticos presentes en el veneno cumplen un rol trascendental al distribuir el resto
de los componentes desde la zona de la mordedura, hacia el sitio de accion
toxicolégico (Bordon et al., 2012, 2015). En general, se han identificado en venenos
de arafias enzimas como glicosidasas, nucleasas, proteasas y lipasas, asi como
multiples proteinas involucradas en el metabolismo intracelular, mismas que en
conjunto poseen pesos moleculares en un rango de 10-100 kDa (Hu et al., 2014;
Borges et al., 2016). En particular, el veneno de P. regalis contiene una variedad de
proteinas con pesos moleculares que abarcan un rango de 15 a 110 kDa coincidentes
con aquellos de las enzimas mencionadas. Sin embargo, debido a los escasos
registros de actividad y a la improductiva presencia de factores metabdlicos en el
veneno, se ha especulado que estos componentes son producto de la contaminacion
inherente tanto al tipo de secrecion de las glandulas venenosas, como al proceso de
extraccion de veneno (Vassilevski etal., 2009; Grishin etal., 2010; Andreev-
Andrievskiy et al., 2017). Asi mismo, se encontré una mayor expresion de proteinas
cercanas a 114 y 83 kDa en los venenos de los especimenes machos de P. regalis.
Hasta el momento, la identidad y funcién de estas proteinas son desconocidas, y no
existe evidencia sobre el efecto sinérgico o toxicologico en el veneno de esta u otras
tarantulas. Sin embargo, nuestro equipo de trabajo comprob6 que estas proteinas
sobreexpresadas estan altamente conservadas en el veneno de otras especies de
tarantulas macho (evidencia no mostrada). Por otro lado, las enzimas con actividad
semejante a hialuronidasa estan altamente conservadas y su actividad ha sido

determinada plenamente en las secreciones venenosas de tarantulas y otros
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animales (Sutti et al., 2014). Especificamente, el veneno de tarantulas hembras y
machos de P. regalis presenta una banda intensa aproximadamente de 40 kDa que
concuerda con enzimas con actividad de hialuronidasa, misma que nuestro grupo de
trabajo ha comprobado que produce mayor actividad con respecto al veneno de otras
tardntulas, tanto del mismo género taxondmico, como a otras con habitos
excavadores (Rodriguez—Rios et al.,, 2017). Por otra parte, se han purificado
proteinas responsables de los efectos toxicolégicos por envenenamiento de ciertas
arafias, como las latrotoxinas (>100 kDa) y necrotoxinas (30—35 kDa) presentes en
el veneno de arafias del género Latrodectus y Loxosceles, respectivamente (Chaves-
Moreira et al., 2017; Ryan et al., 2017), las cuales concuerdan con el peso molecular
de toxinas proteinicas presentes en el veneno de mudiltiples tarantulas y que
actualmente no cuentan con evidencia quimica o funcional. Es importante mencionar,
gue las manifestaciones clinicas ocasionadas por envenenamiento de P. regalis, a
pesar de reportar sintomas mas vigorosos con respecto al de otras tarantulas, no son
semejantes a aquellos producidos por el latrodectismo o loxoscelismo.

Por otro lado, con el propésito de adaptarse a su medio ambiente, los venenos de
tardntulas contienen neurotoxinas encargadas de interrumpir los procesos
fisioldgicos involucrados con la contraccion muscular y la produccién de dolor. Para
esto, los péptidos actian modificando las cinéticas de activacion e inactivacién en
diferentes estados conformacionales de canales i6nicos de sodio, potasio y calcio,
operados por voltaje, lo cual inhibe la formacion del potencial de accién en neuronas
presinapticas y postsinapticas (King, 2015). Asi mismo, se han reportado pesos
moleculares de ‘B—theraphotoxins’ (3929-4331 Da), ‘6—theraphotoxins’ (3681-5298
Da), ‘p-theraphotoxins’ (3612—-8612 Da), ‘k—theraphotoxins’ (3280-6172 Da) y ‘o—
theraphotoxins’ (2938-8752 Da) (Kuhn-Nentwig et al., 2011). En general, el veneno
de tarantulas machos y hembras de la especie P. regalis contiene péptidos cuya
distribucion de peso molecular se encuentra en un rango de 1000-2000 Da y 3500—
4500 Da presentes en la mayoria de las fracciones eluidas, ademas de 9 péptidos
entre 6500-8000 Da. De igual modo, se han determinado funcionalmente péptidos
de 8000 Da capaces de enaltecer la actividad de neurotoxinas de mayor peso
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molecular, como los péptidos adaptadores de latrotoxinas, asi como otras que
poseen un doble nudo inhibitorio de cistina y que modulan canales TRPVla
(Vassilevski et al., 2009; Bohlen et al., 2010). Hasta el momento, las evidencias
toxicologicas entre el veneno de tarantulas del género Poecilotheria, no han
mostrado un efecto sinérgico entre proteinas y neurotoxinas. Por lo tanto, las toxinas
cercanas a 8000 Da podrian estar compuestas por dobles nudos inhibitorios de
cistina que deben ser analizadas puntualmente debido a su interés farmacolégico.
Por otro lado, dado que uno de los factores de variabilidad primordiales en la
expresion de toxinas es el sexo, durante la busqueda de péptidos con potencial
biotecnoldgico es indispensable comparar los perfiles de composicién del veneno de
especimenes hembras y machos (Escoubas et al., 2002; Herzig y Hodgson, 2009;
Palagi et al., 2013; Albalat y Cafiestro, 2016). Por ejemplo, el veneno de arafias de
la especie Atrax robustus presenta la toxina peptidica 6—HXTX-1a que actla
selectivamente sobre canales idnicos operados por voltaje de sodio. Esta toxina ha
sido ampliamente estudiada con el propdésito de utilizarse como bioinsecticida y
Unicamente se expresa en machos maduros (Wilson, 2015). De manera puntual, el
veneno de tarantulas macho de P. regalis presenta variaciones en la composicion y
concentracion de péptidos con respecto al veneno de hembras, lo cual amplia las
posibilidades de encontrar toxinas con potencial biotecnolégico en el veneno de esta
tarantula.

Por otra parte, multiples toxinas peptidicas con potencial biotecnolégico han sido
identificadas del veneno de tarantulas y arafias mediante el porcentaje de homologia
de las toxinas secuenciadas y almacenadas en bases de datos. Tal es el caso de las
toxinas peptidicas del veneno de la tarantula Grammostola iheringi, la cual mediante
el uso de técnicas multidimensionales se logré adjudicar diferentes funciones a los
péptidos presentes en su veneno (Borges etal.,, 2016). Asi mismo, las toxinas
peptidicas presentes en las fracciones 6, 8 y 23 separadas del veneno de P. regalis
en este estudio, exhiben un alto porcentaje de homologia con toxinas involucradas
en la inhibicion de canales idnicos de calcio operados por voltaje, como la toxina w—

theraphotoxin—Asp3a de 4850 Da purificada del veneno de la tarantula Aphonopelma
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sp, misma que bloguea canales de calcio operados por voltaje de invertebrados de
manera inespecifica. Curiosamente, esta toxina cuenta con una patente desde 1994
y se ha utilizado en la investigacion para el desarrollo bioinsecticidas, debido a su
parecido estructural con la toxina peptidica w—theraphotoxin—Bs2a de 4922 Da, de
la tarantula de Rodillas Rojas Brachypelma smithi. Esta toxina posee homologia con
la fraccion 8 del veneno de P. regalis, y actia especificamente sobre canales de
calcio de invertebrados. Por otro lado, algunos péptidos presentes en todas las
fracciones analizadas mostraron homologia con toxinas peptidicas, las cuales no han
sido relacionadas con un efecto o blanco bioldgico hasta el momento. Tal es el caso
de las toxinas U26—theraphotoxin—Cgla y 1b de 4609 y 4619 Da respectivamente,
purificadas del veneno de la tarantula pardo clara de China Chilobrachys
guangxiensis. Sin embargo, cabe mencionar que las toxinas con blanco desconocido
presentan pesos cercanos y un alto grado de homologia con B, 3, 4, Kk ¥ ®
theraphotoxinas que deben ser analizadas detalladamente (Herzig et al., 2011). Por
otra parte, se encontr6 homologia con toxinas peptidicas de otros animales
venenosos, como el precursor de la conotoxina Bu6 de Conus bullatus y el péptido
putativo maduro semejante a toxina CIGES. La alta homologia entre precursores de
toxinas peptidicas es comun, debido a que provienen de genes ancestrales comunes,
gue han evolucionado mediante duplicacién y divergencia, lo cual los hace ser
semejantes (Pineda et al., 2014a; Kerkkamp et al., 2015). Asi mismo, se encontrg un
100 % de homologia con fragmentos de péptidos Ul-theraphotoxin—Pf2, Pf3 y U5—
theraphotoxin—Pf3, obtenidos mediante enfoques transcriptomicos de la glandula
venenosa de la tarantula Poecilotheria formosa, por lo que podria tratarse de
péptidos paralogos presentes en el veneno de P. regalis.

Considerando la necesidad de adaptarse a las diferencias estructurales de los
blancos bioldgicos en las mdltiples especies de presas, se ha propuesto que las
toxinas peptidicas se presentan en las secreciones venenosas de tarantulas en
variantes discretas (Pineda et al., 2014b). De igual manera, se han identificado
mediante métodos transcriptomicos, péptidos neurotéxicos paralogos y ortélogos en

las glandulas de veneno extraidas de distintas especies de arafias de la familia
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Hexatelidae. El veneno de P. regalis produce una letalidad en ratones equivalente a
la mitad de la concentracion producida por el veneno de la ampliamente estudiada
tardntula asiatica Selenocosmia Jiafu (Hu et al., 2014). Ademas, nuestro equipo de
trabajo determind que la letalidad del veneno en grillos de la especie Acheta
domestica es menor con respecto al veneno de otras tarantulas africanas y
americanas (Garcia-Arredondo etal.,, 2015), y finalmente en este trabajo
determinamos que la letalidad del veneno de P. regalis es mayor en larvas de la
mosca Drosophila melanogaster que en el resto de las especies analizadas. Es
importante mencionar, que la letalidad del veneno de mudltiples arafias ha sido
analizada en diversas especies incluyendo a la mosca D. melanogaster y que actua
de manera especifica a la especie estudiada.

Acorde con esta evidencia, algunas neurotoxinas con actividad insecticida se han
purificado del veneno de tarantulas con pesos moleculares de 1-8 kDa, de las cuales
algunas actuan especificamente sobre canales idnicos de calcio operados por voltaje
de invertebrados, y que concuerdan con los pesos aproximados a las toxinas
identificadas en este estudio (Hardy et al., 2013; Smith et al., 2013; Herzig y King,
2015).

10. CONCLUSION
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En este trabajo se determind la complejidad de la composicion del veneno de
tarantulas de ambos sexos de la especie P. regalis, con lo que se lograron establecer
diferencias importantes, ya que el veneno de los machos presenta toxinas proteinicas
en mayor concentracion que el veneno de las hembras, mismas que podrian
proponerse como marcadores para la determinacion de sexo en esta especie.

Los andlisis de secuenciacion de fragmentos de las toxinas peptidicas sugirieron la
presencia de toxinas insecticidas con mecanismos de accion gque involucran a los
canales ionicos de calcio dependientes de voltaje especificos para invertebrados, asi
como péptidos paralogos de la especie cercana del mismo género taxonémico
Poecilotheria formosa. Ademas, se identificaron péptidos precursores de toxinas
peptidicas de otras especies venenosas que sugiere que los péptidos producidos por
esta tarantula provienen de genes ancestrales.

Finalmente, se determind que el veneno de P. regalis es toxico en ratones a
concentraciones mas bajas que otras tarantulas asiaticas, provocando un efecto letal
principalmente neurotoxico.

Este estudio presenta datos metodoldgicos importantes para el desarrollo de futuras
estrategias de investigacion que permitirdn la obtencién de toxinas con efectos
farmacolégicos, utiles en el desarrollo de farmacos. Actualmente se esté trabajando
en la obtencién de informacion sobre los efectos farmacoldgicos de este veneno en
diferentes modelos biologicos y en la determinacion de los mecanismos de accidn
involucrados. Los analisis quimicos obtenidos en este estudio seran de gran utilidad
para la purificacion de los compuestos responsables de los efectos observados hasta

el momento.
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12.ANEXO

Espectros de lineas de masas de las fracciones separadas mediante ‘RP-HPLC’ del
veneno de tarantulas hembras de la especie P. regalis.

‘Peptide mass fingerprint’ de las toxinas peptidicas presentes en el veneno de

P. regalis’
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Figura Al. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 6 separada

mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A2. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 7 separada

mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A3. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 8 separada

mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A4. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 9 separada

mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A5. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 10 separada
mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A6. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 11 separada
mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A7. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 12 separada
mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A8. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 13 separada
mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A9. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 14 separada
mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A10. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 15
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A1l. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fracciéon 16
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A12. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 17
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A13. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fracciéon 18
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura Al4. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fracciéon 19
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A15. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccién 20
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A16. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 21

separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A17. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fraccion 22
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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Figura A18. Espectro de lineas de los péptidos presentes en la fracciéon 23
separada mediante ‘RP-HPLC’ del veneno de tarantulas hembras de P. regalis.
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