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RESUMEN

Las arafas de la familia Theraphosidae se conocen comiunmente como tarantulas
y se caracterizan por su gran tamafo y amplia distribucién mundial. Generalmente,
los venenos de tarantula estan constituidos por una gran diversidad de compuestos
bioactivos capaces de modular selectivamente diferentes blancos farmacolégicos.
El estudio de estos componentes es importante para el desarrollo de futuras
herramientas de investigacion farmacolégica o nuevos farmacos con posible
aplicacion terapéutica. La mayor parte de los estudios de los venenos de tarantulas
se han enfocado en la busqueda de compuestos que actian en el sistema nervioso
central. El propdsito de este trabajo fue obtener informacién sobre el mecanismo de
accion del efecto vasodilatador del veneno de Poecilotheria ornata mediante el
empleo del ensayo de aorta aislada de rata. Los resultados mostraron que el veneno
induce un efecto vasodilatador dependiente de la concentracién con una CEso =
3.60 (1.64 - 7.90) ug proteina/mL y un Emax = 72.54 + 4.36 %. Dicha actividad
demostré ser independiente del endotelio -vascular. Ademas, los resultados
indicaron que la presencia de N®-nitro-L-arginina (L-NAME) y 1H-(1,2,4) oxadiazolo
[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) afectaron significativamente la actividad
vasodilatadora. Sin embargo, la presencia de tetraetilamonio (TEA) no alterd la
actividad vasorrelajante, excluyendo la participacion de los canales de K* en el
efecto vasodilatador. Por otra parte, mediante un experimento a una sola
concentracion de calcio se encontr6 que los canales de calcio tipo L estan
principalmente involucrados en la relajacion de la aorta. Adicionalmente, se evaluo
el efecto vasodilatador del veneno de P. ornata bajo condiciones desnaturalizantes.
Estos resultados mostraron que el efecto vasodilatador no se disminuyo
significativamente al desnaturalizar el contenido de proteina del veneno con calor.
Sin embargo, bajo condiciones reductoras, la actividad vasodilatadora del veneno
si disminuy6 significativamente. En conclusién, se encontré que el veneno de P.
ornata_contiene compuestos vasodilatadores termoestables, los cuales actuan por
medio de un mecanismo independiente de endotelio vascular que afecta la actividad
de los canales de calcio de tipo L.

Palabras clave: P. ornata, canales de calcio tipo L, vasodilatacion, veneno.
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ABSTRACT

Spiders from the family Theraphosidae commonly known as tarantulas and are
characterized by their big size and worldwide distribution. Generally, tarantula’s
venoms contain a great diversity of bioactive compounds capable of modulate
different drug targets with high selectivity. The study of these components is
important for the development of future pharmacological research tools or new drugs
with possible therapeutic application. Various research groups have focused on the
biochemical and pharmacological study of venoms of these species; however, most
of the current search aims for searching compounds that act in the central nervous
system. The aim of this study was to obtain information about the -mechanism of
action of the vasodilator effect induced by the venom of Poecilotheria ornata, through
the isolated rat aortic rings assay. The results showed that the venom induces a
concentration-dependent vasodilator effect, reporting an ECso = 3.60 (1.64 - 7.90)
pg protein/mL and an Emax = 72.54 + 4.36 %. This effect was independent of the
vascular endothelium. The presence of N©-nitro-L-arginine (L-NAME) and 1H-(1,2,4)
oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) significantly affected the vasodilator
activity. However, the presence of tetraetilamonio (TEA) did not affect this activity,
suggesting that K* channels aren’t directly involved in the vasodilator effect.
Moreover, an experiment using a single concentration of calcium suggested that L-
type calcium channels are primarily involved in the vasodilator activity of the venom.
Additionally, the vasodilator effect of P. ornata venom was evaluated after a
treatment under denaturing conditions, on which a significant decrease in the effect
was not observed, and under reducing conditions, the venom showed a significant
decrease in the vasodilator activity. In conclusion, in this study it was found that P.
ornata produces a venom that contains vasodilator thermostable compounds that
act by an endothelium-independent mechanism that affects the activity of L-type
calcium channels.

Key words: P. ornata, L-type calcium channels, vasodilation, venom.
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1. INTRODUCCION

Los animales venenosos han logrado desarrollar en su veneno diversos
compuestos bioactivos que interacttan con una amplia variedad de dianas
farmacoldgicas, lo que los convierte en una fuente interesante e invaluable para
investigacion. Varios de estos compuestos se han utilizado en estudios de prueba
in vivo e incluso algunos han logrado un desarrollo preclinico o clinico para el
tratamiento del dolor, diabetes, esclerosis mudltiple y  enfermedades
cardiovasculares (Lewis y Garcia, 2003). Entre los animales venenosos, las
tarantulas han llamado la atencion de varios grupos de investigacion debido a que
sus venenos estan constituidos por mezclas altamente complejas de compuestos
bioactivos capaces de modular selectivamente diversos receptores y canales
i6nicos (Cherki et al., 2014; Escoubas y Rash, 2004; Tilleya et al., 2014) e incluso
algunos autores han llegado a compararlas con los gasteropodos marinos del
género Conus (Escoubas y Rash, 2004). Estos animales se conocen también como
terafésidos debido a que son arafias pertenecientes a la familia Theraphosidae.
Actualmente, esta familia se constituye por 1004 especies distribuidas en 150
géneros (WSC, 2020). Ademas, los terafésidos cuentan con la particularidad de su
tamafo, que permite obtener mayor cantidad de muestra, evitando el sacrificio del
espécimen para extraer la glandula venenosa. Algunas especies pueden alcanzar
entre 28 y 30 cm de longitud y pesar hasta 100 g (Fernandez-Montraveta y Moya-
Larafio, 2007).

La mayor parte de los estudios toxinoldgicos de venenos de terafésidos se han
centrado en la busqueda de compuestos que actian a nivel del sistema nervioso
central (Pineda et al., 2018). Sin embargo, algunos estudios sugieren gque estos
venenos constituyen una fuente importante de compuestos que actian sobre el
sistema cardiovascular. Por ejemplo, en un estudio se encontré que el veneno de
Lasiodora spp. indujo vasodilatacién dependiente de la concentracién en anillos de
aorta aislada de rata que requirié la presencia de endotelio. En ese mismo estudio

se encontré que el efecto vasodilatador fue inhibido por el éster de metilo de la N©-
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nitro-L-arginina (L-NAME), un inhibidor de la enzima 6xido nitrico sintetasa; y por
suramina, un antagonista del receptor purinérgico P2 (Horta et al., 2013). Ademas,
se encontré que el difosfato de adenosina (ADP) fue el principal componente
vasodilatador del veneno de Lasiodora sp. En otro estudio, realizado por nuestro
grupo de investigacion, se observé que el veneno de Poecilotheria regalis también
produce vasodilatacion dependiente de endotelio por la via del o6xido nitrico
(NO)/GMPc en segmentos de aorta de rata (Diaz-Pefia et al., 2019). Los resultados
de ese estudio sugieren que el veneno de esa especie contiene una mezcla de
compuestos vasodilatadores tanto de origen proteinico ‘como no proteinico.
Ademas, se evalu6 de manera preliminar el efecto vasodilatador de los venenos de
diversas especies de terafésidos y se observd que las especies del género
Poecilotheria podrian ser una fuente importante de compuestos vasodilatadores.

En estudios realizados con venenos de arafias pertenecientes a otras familias
también se han encontrado resultados-que sugieren la presencia de compuestos
vasodilatadores. Por ejemplo, el veneno de Loxosceles intermedia genera una
relajacion parcial y dependiente del endotelio en aorta aislada de rata que involucra
la via de NO/GMPc (Rattmann et al., 2008). Una fraccion del veneno de la arafa
brasilefia Phoneutria nigriventer demostrd una relajacion en arterias mesentéricas
dependiente de la concentracion, liberando NO del endotelio (Duarte Weinberg et
al., 2002); particularmente, la toxina PnTx2-6, aislada del veneno de P. nigriventer,
induce priapismo en humanos y ratones (Ravelli et al., 2017). La toxina PnTx2-6
inhibe los canales de sodio y aumenta la liberacién de NO en el cuerpo cavernoso;
sin embargo, el efecto de esta toxina en la cascada de sefializacion de NO/GMPc
parece estar directamente involucrado en el priapismo por medio del sistema no
adrenérgico, no colinérgico (Ravelli et al., 2017). Un péptido residual, aislado del
veneno de la arafia Lycosa singoriensis, induce una relajacion significativa
dependiente de la concentracion en anillos de aorta de rata a través de la via de

sefalizacion de NO/guanilato ciclasa (Ma et al., 2018).
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Considerando que las especies del género Poecilotheria podrian ser una fuente
importante de compuestos vasodilatadores que no se ha estudiado a profundidad,
se plantea la presente propuesta que consiste en caracterizar el efecto
vasodilatador del veneno de Poecilotheria ornata. La informacién derivada de este
estudio serd fundamental para disefiar otros estudios dirigidos al aislamiento 'y
purificacion de los compuestos vasodilatadores presentes en este veneno. Ademas,
esta evidencia también podré ayudar a entender el mecanismo y funcion del veneno
de esta especie en particular, ya que se sabe que las mordeduras causadas por las
especies del género Poecilotheria son consideradas de impaortancia clinica (Ahmed
et al., 2009; Fuchs et al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Potencial terapéutico de los venenos.

Los animales venenosos han aparecido en diversas fuentes historicas de la
medicina natural y la terapéutica como el origen de tratamientos meédicos; los
primeros estudios se remontan a hace mas de dos milenios con el primer registro
de Aristoteles en su sinapsis "Historia Animalium™ (384-322 a.C.). Después en 1664,
el cientifico italiano Francesco Redi publico un tratado sobre serpientes venenosas
donde se describe que la toxicidad es generada por el veneno liberado durante la
mordedura. Redi es considerado como uno de los fundadores de la toxinologia, un
area cientifica especializada que se ocupa del estudio de venenos de animales y de
toxinas provenientes de animales, microbios y plantas (Utkin, 2015). El uso real del
veneno comenzo a fines del siglo XIX, cuando el cientifico francés Albert Calmette
reportd6 un tratamiento antiveneno (Calmette, 1896). Se informé que las
convulsiones cesaron en los pacientes con epilepsia después de que eran mordidos
por una serpiente de cascabel'y en 1934 se descubrio que el veneno de cobra en
pequefias dosis tiene una potente actividad analgésica, muchas veces mayor que
la morfina, con la diferencia de que el veneno no causa adiccion. Desde entonces,
el veneno de serpientes era parte del medicamento contra el asma, la hipertension
e incluso la lepra (Utkin, 2015). Hasta ahora, en muchos paises se producen
unguentos y cremas como, Cobroxin, Viprosal, Cobratoxan, entre otros, los cuales
son elaborados a base de venenos. Sin embargo, tal uso de venenos es poco
efectivo.ya que su contenido en las preparaciones es extremadamente bajo, y el
efecto se logra debido a la accién inespecifica del veneno. El veneno de cobra se
ha utilizado desde 1930 como tratamiento contra el asma, la esclerosis multiple, el
dolor y el reumatismo. Ademas, contiene la toxina cobratoxina (CTX) con efecto
antiviral, inmunomodulador y neuroprotector (Utkin, 2015). Las secreciones secas
de la piel del sapo Bufo spp. se han utilizado en la medicina tradicional china durante
mas de mil afios como diurético, anestésico y anticancerigeno (Meng et al., 2012).
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Las tarantulas se han utilizado en la medicina tradicional de poblaciones indigenas
de México y América Central y del Sur para tratar una variedad de enfermedades

como el asma o el cancer (Machkour-M’Rabet et al., 2011).

Los organismos que producen veneno tienen una distribucién taxonémica variada,
pues se encuentran distribuidos en todo el reino animal, los animales terrestres
venenosos mas conocidos y estudiados son serpientes, escorpiones y arafias,
mientras que entre los animales marinos se encuentran las medusas, anémonas y
caracoles cono (Casewell et al., 2013). El veneno de animales proporciona diversas
fuentes de compuestos con diferentes aplicaciones médicas potenciales (Figura 1).
Varios de estos compuestos ya se han convertido en medicamentos y algunos estan

en fases preclinicas o clinicas (Sarmiento et al., 2019).

Figura 1. Toxinas con potencial terapéutico. A) w-CVID. B) ShK. C) Textilina.
D) Exenidina-4. E) GsMT-x4. F) Clorotoxina.
Modificado de Lewis y Nielsen, 2003.
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En algunos organismos marinos podemos encontrar toxinas con capacidad
terapéutica, este es el caso de C. catus, pues se han descubierto en el veneno de
esta especie w-conotoxinas selectivas para canales de calcio tipo N (Figura 1A),
Gtiles para el tratamiento de dolor severo (Lewis et al., 2000) y S. helianthus, una
anémona de mar que produce la toxina ShK (Figura 1B), que es un potente
bloqueador de canales de potasio Kv1.3, implicados en la proliferacion de linfocitos
T y produccion de linfoquinas, cuyo interés es como un potencial inmunosupresor
(Tudor, 1996). Dentro de la clasificacion de los organismos terrestres venenosos se
encuentra P. textilis, una serpiente cuyo veneno contiene la textilina-1, una molécula
gue bloquea la actividad de una serie de las serinas proteasas (Figura 1C), la
plasmina y la tripsina, pues se ha planteado la posibilidad de que pueda usarse
como una alternativa a la aprotinina (Underwood et al., 2009). Exendina-4 es un
péptido de 39 aminoacidos originalmente aislado del veneno del lagarto H.
suspectum también conocido como el monstruo de Gila (Figura 1D), este péptido
se encuentra actualmente en fase Il de ensayos clinicos para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 (Lewis y Garcia, 2003; Underwood et al., 2009, 2010). Otras
especies, dentro del grupo: de los artrépodos con toxinas de alto potencial
terapéutico, estan la tarantula G. spatulata con su toxina GsMT-x4 (Figura 1E), con
la particularidad de reducir el tamafio de células cardiacas hinchadas e hipertroficas;
activadas por hinchazon en astrocitos y arritmias inducidas por estiramiento en el
corazbn (Oswald et al.,, 2002), por medio de una inhibicion de canales
mecanosensibles y finalmente L. quinquestriatus un escorpion capaz de sintetizar
en su veneno la clorotoxina (Lippens et al., 1995), un péptido neurotdxico con la
capacidad de unirse especificamente a canales de cloro activados por Ca?*, por lo
tanto, podria tener uso potencial en el tratamiento del cancer (Figura 1F).

El panorama actual de los farmacos derivados del veneno, se pueden considerar
algunos medicamentos aprobados por la FDA (Tabla 1), la mayoria de los
medicamentos aprobados derivan de reptiles y son dirigidos principalmente al

sistema cardiovascular (Pennington et al., 2018).
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El éxito en el descubrimiento de farmacos basado en venenos se enfoca en
moduladores del sistema cardiovascular ya que las enfermedades cardiovasculares
son catalogadas como la principal causa de muerte a nivel mundial (Figura 2).
Segun las estadisticas de IHME, por sus siglas en inglés (Institute for Health Metrics
and Evaluation) indican que 17.8 millones de muertes en todo el mundo en 2017 se
atribuyeron a enfermedades cardiovasculares (Lyle y Taylor, 2019). De estas
enfermedades, la hipertension es uno de los principales factores de riesgo (Barnett,
2007; Conor y Tcheng, 1999; Cushman y Ondetti, 1991; Menozzi et al., 2005;
Miljanich, 2004; Warkentin et al., 2008)

Causas principales de defuncion en el mundo

2000 2019

1. Cardiopatia isquémica

2. Accidente cerebrovascular

3. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

b
4. Infecciones de las vias respiratorias inferiores
8O
5. Afecciones neonatales
@ O

6. Cancer de traquea, bronquios y pulmén

7.Enfermedad de Alzheimer y otras demencias

8. Enfermedades diarreicas

. W/

9, Diabetes mellitus

10. Nefropatias

0 2 4 6 8 10
Numero de defunciones (en millones)

® No transmisibles @ Transmisibles @ Lesiones

Figura 2. Principales causas de muerte en el mundo. Estadisticas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020).
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El primer ejemplo de un farmaco exitoso derivado de estudios toxinologicos es el
captopril, que inhibe la enzima convertidora de angiotensina (ECA), una enzima
esencial para la produccion de angiotensina, que a su vez es un vasoconstrictor
asociado con la hipertensién (Lewis y Garcia, 2003). Los inhibidores de la ECA
contintan siendo una clase importante de agentes antihipertensivos, a pesar del
desarrollo de alternativas farmacoldgicas, como los péptidos natriuréticos de tipo B,
por ejemplo, los cuales estan aprobados para su uso en casos de descompensacion
aguda o el péptido natriurético tipo C que tiene funcion cardioprotectora (Moyes et
al., 2019) .Estos datos refuerzan a los venenos como una opcién para la busqueda
de alternativas estructurales en péptidos contenidos en los venenos; por ejemplo,
una forma sintética estabilizada del péptido natriurético de la mamba verde también
parece tener potencial terapéutico (Chen et al.,-2002). Ya se ha mencionado, los
péptidos presentes en venenos de serpientes se han usado para guiar el desarrollo
de nuevos antitrombdticos que actian como antagonistas competitivos de la unién
del ligando (por ejemplo, fibrindgeno) a la integrina allbB3 en plaquetas activadas
(Scarborough et al., 1993). Los péptidos del veneno contenido en caracoles marinos
y arafias también podrian ser utiles en el desarrollo de nuevos tratamientos contra
enfermedades cardiovasculares (p-conopéptidos) y la fibrilacién auricular (GsSMTx-
4). Por ejemplo, los p-conopéptidos son inhibidores selectivos, no competitivos del
adrenoceptor a1 (Sharpe et al., 2003). GsMTx-4 de la tarantula Grammostola
spatulata es un novedoso bloqueador de canales idnicos que inhibe la fibrilacion

auricular (Oswald et al., 2002).

Actualmente existen toxinas que se emplean como herramientas farmacoldgicas.
Por ejemplo, los péptidos de caracoles de conos marinos son herramientas
invaluables para discriminar subtipos relacionados de receptores nicotinicos de
acetilcolina (Lewis et al., 2012). Dado que los animales venenosos dependen en
gran medida de su veneno para depredacion o defensa, esto genera una mejor
seleccion sobre la efectividad de sus toxinas. Como resultado, las toxinas de

animales normalmente presentan una especificidad y potencia extremadamente alta
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para sus blancos moleculares debido a millones de afios de adaptacion evolutiva.
Estas caracteristicas, que son dificiles de replicar, han hecho que las toxinas
obtenidas de venenos de animales sean extremadamente valiosas como

herramientas farmacoldgicas (Lewis et al., 2012).

2.1.1. Naturaleza quimica del veneno.

La mayoria de los venenos son mezclas altamente complejas de compuestos
bioactivos, tipicamente comprenden proteinas, péptidos, sales, componentes
organicos de bajo peso molecular como aminoacidos y neurotransmisores, siendo
los péptidos y proteinas los componentes principales (Casewell et al., 2013; del
Brutto, 2013; King, 2011). Estudios recientes-han indicado que el veneno de una
especie en particular puede contener hasta varios cientos de compuestos diferentes
que producen diversos efectos fisiologicos. Independientemente del origen del
veneno, es comun encontrar péptidos dotados de puentes disulfuro que les
proporciona un alto grado de estabilidad térmica y quimica, como resistencia a
proteasas (Daly y Craik, 2011).

2.2. Venenos y toxinas de aracnidos con actividad cardiovascular.

Los venenos de otras especies de animales como cnidarios o reptiles tienen
actividad sobre el sistema cardiovascular por diversos mecanismos, funcionando
como  péptidos potenciadores de bradicinina, péptidos natriuréticos, toxinas
antiarritmicas, toxinas que involucran su actividad con canales i6nicos y miméticos
de incretina (Lewis y Garcia, 2003). Sin duda, existen evidencias de que el veneno
y algunas toxinas de tarantulas tienen efectos sobre blancos fisiologicos del sistema
cardiovascular. En general, los venenos de arafia son ampliamente reconocidos
como una nueva fuente de posibles herramientas de investigacién, bioplaguicidas,
farmacos y agentes terapéuticos (Escoubas y Rash, 2004; King y Hardy, 2013;
Pennington et al., 2018; Saez y Herzig, 2019). A pesar de que la mayoria de las
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toxinas del veneno de arafa caracterizadas hasta ahora actian sobre el sistema
neuromuscular, estudios anteriores han sugerido que los venenos de arafia pueden
ser el origen de importantes moléculas con posibles aplicaciones terapéuticas

contra enfermedades cardiovasculares.

2.2.1. Loxosceles intermedia.

Las arafas del género Loxosceles (Figura 3; Tabla 2) se encuentran dentro del
reducido grupo de arafias capaces de producir la muerte al ser humano vy al igual
que las “viudas negras” pertenecientes al género Latrodectus, ocupan a nivel
nacional y mundial los primeros lugares en cuanto a cantidad de accidentes y
peligrosidad (Roodt et al., 2001). Se ha determinado que el veneno de Loxosceles
intermedia puede degranular los mastocitos y liberar mediadores como la histamina
y la serotonina induciendo la permeabilidad vascular en ratas y causando una
relajacion parcial dependiente de endotelio por la via NO/GMPc en segmentos de
aorta de rata (Rattmann et al., 2008). En la figura 4 se ilustra una descripcién del

posible mecanismo de accidn. DY

Tabla 2. Taxonomia de L. intermedia.

\(Il’l
Reino Animalia y
Filo Arthropoda - »
Subfilo Chelicerata g A
Clase Arachnida , \
f 3
Orden Araneae _ _ _
Figura 3. L. intermedia.
Suborden Araneomorphae L. intermedia mejor conocida como arafia
Familia Sicariidae violinista, por la caracteristica que tener
Género Loxosceles una forma de violin encima de sus 0jos
(Roodt et al., 2001).
Especie L. intermedia

27



Endotelio

Vasodilatacién

Tejido
Musculo liso J :
vascular conectivo

Figura 4. Mecanismo de accion vasodilatador del veneno de L. intermedia.
El veneno de L. intermedia induce la degranulacién de mastocitos para
generar permeabilidad vascular y vasodilatacion.

Veneno de L. intermedia (LIV).
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2.2.2. Phoneutria nigriventer.

Phoneutria nigriventer (Figura 5; Tabla 3) es una de las arafias brasilefias con un
tamafio relativamente grande, es considerada de importancia médica para la salud
humana debido a los sintomas que se han descrito, por ejemplo, vémitos profusos,
priapismo, diarrea, bradicardia, hipotension, arritmia cardiaca, edema pulmonar
agudo y shock (Diniz et al., 2018). El veneno de esta especie contiene varias toxinas
que tienen bioactividad en mamiferos e insectos. Los accidentes que involucran a
los seres humanos se caracterizan por varios sintomas que incluyen la ereccion del
pene prolongada y persistente. La toxina PnTx2-6 purificada del veneno de arafa
P. nigriventer causa priapismo en ratas y ratones y es capaz de inducir y facilitar la
liberacién de NO. Tx2-6 es una herramienta potencial para el desarrollo de nuevas
terapias para el tratamiento de la disfuncion eréctil (Nunes et al., 2008). En la figura

6 se muestra una descripcion del posible mecanismo de accion.

Tabla 3. Taxonomia de P. nigriventer.

Taxonomia

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Araneomorphae
Familia Ctenidae Figura 5. P. nigriventer.
Phoneutria nigriventer es conocida
Género Phoneutria como arafa bananera, es una aracnido
con un comportamiento agresivo y
Especie P. nigriventer considerada de importancia médica
(Diniz et al., 2018).
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Figura 6. Mecanismo de accion de la toxina PnTx2-6. La toxina PnTx2-6
provoca priapismo en ratones, a diferencia del sildenafilo, esta toxina no actia
sobre la FDES5, PnTx2-genera la despolarizacion neuronal, retrasa el periodo
de inactivacion de los canales de sodio, pues las erecciones estan reguladas
por un sistema no adrenérgico-no colinérgico (NANC) los investigadores
lograron aislar esta toxina.
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2.2.3. Acanthoscurria paulensis.

Acanthoscurria paulensis (Figura 7; Tabla 4) es un terafésido que produce toxinas
que causan dafio en la membrana basal y en la matriz extracelular por accion de
sus proteasas Yy hialuronidasas. El veneno induce un rapido bloqueo de la actividad
eléctrica y paro diastolico en preparacion in situ del corazon de rana. Los estudios
sobre la cardiotoxicidad indicaron que esta tarantula tiene actividad en los
receptores de acetilcolina, pues la atropina inhibi6é dicho efecto, es decir el efecto
del veneno es principalmente parasimpatico induciendo bradicardia y la disminucién
en la fuerza de contraccion, convirtiéndolo en un agonista colinérgico (Mourao et al.,

2013). En la figura 8 se muestra una descripcién del posible'mecanismo de accion.

Tabla 4. Taxonomia de A. paulensis.

Taxonomia

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae
Subfamilia Ischnocolinae
Género Acanthoscurria . .
Figura 7. A. paulensis.
. . Acanthoscurria paulensis es una
Especie A. paulensis .
tarantula que produce veneno

con actividad cardiovascular
(Mouréo et al., 2013).
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Figura 8. Mecanismo de la actividad cardiovascular del veneno de
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2.2.4. Lasiodora spp.

Los efectos producidos por las toxinas presentes en el veneno de la tarantula
Lasiodora spp. (Figura 9; Tabla 5) son la cardiotoxicidad, causando bradicardia
dependiente de la dosis con alteraciones en el ritmo cardiaco, es decir, provoca la
liberacion de ACh vesicular en las terminaciones nerviosas parasimpaticas; en el
corazon y provoca la activacion de canales de Na* resistentes a TTX (Horta et al.,
2013; Kalapothakis et al., 2003), asi como la toxina recombinante (rLiD1) y la
esfingomielinasa deterioran la funcion del corazon. El veneno de arafia Lasiodora
induce vasodilatacion dependiente de la concentracion en los anillos de aorta de
rata, que depende de la presencia de un endotelio y fue abolida por L-NAME un
inhibidor de la NOS. Adicionalmente, se describe que el ADP es el principal
compuesto vasodilatador presente en el veneno de Lasiodora sp. En la figura 10 se

describe el posible mecanismo de accion.

Tabla 5. Taxonomia de Lasiodora sp.

Taxonomia

33

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae
Subfamilia Theraphosinae ) Figura 9. LaSIOdlora sp-
Lasiodora sp. es una tarantula originaria
Género Lasiodora de Sudamérica y Centroamérica
(Kalapothakis et al., 2003).



Luz
. . Veneno de Lasiodora sp.

Hipoxia

ATP —>

Endotelio

vascular

Figura 10. Mecanismo vasodilatador del veneno de Lasiodora sp.
El ADP es principal componente vasodilatador.
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2.2.5. Lycosa singoriensis.

La familia de las arafias lobo “Lycosidae” (Figura 11; Tabla 6) es una de las mas
diversas en el mundo y son caracterizadas por su gran tamafo (Luch, 2010;
Rahmani et al., 2014). Estas arafias sintetizan un péptido denominado licosina-I, el
cual induce vasodilatacién dependiente de endotelio y activa la via NO/GCs/GMPc
en segmentos de aorta aislada de rata y tiene un efecto de hipotensioén in vivo y fue
comparado con el captopril que se origina de la vibora brasilefia Bothrops jararaca
(Dibianco, 1986), este péptido tiene diversas funciones terapéuticas (Ma et al.,
2018), algunos estudios mencionan que licosina-l tiene. efectos inhibitorios en
células tumorales promoviendo apoptosis celular (Shen et al., 2018) y alta actividad
antibacteriana sobre Acinetobacter baumannii multirresistente (Wang et al., 2014).

Una descripcion del posible mecanismo de accion se muestra en la figura 14.

Tabla 6. Taxonomia de L. singoriensis.

Taxonomia

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Araneomorphae
Familia Lycosidae
Gé , Figura 11. L. singoriensis.
enero ycosa Lycosa singoriensis o arafia lobo
) ] o distribuida en el noreste de china
Especie L. singoriensis (Rahmani et al., 2014).
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2.2.6. Poecilotheria regalis.

Poecilotheria regalis (Figura 12; Tabla 7), cominmente conocida como la "arafia
arboricola ornamental de la India", es una tarantula arbérea del sudeste de la India
(Garcia-Arredondo et al., 2015). El veneno de P. regalis induce una vasodilatacion
dependiente de la concentracion en aorta de rata y muestra su efecto dependiente
del endotelio, el cual implica la activaciéon de la via NO/GMPc (Figura 14). Por otro
lado, se revel6é que la funcién vasodilatadora de este veneno no es afectada
después de un tratamiento de incubacion en bafio de ebullicion, pero que se reduce
su efecto significativamente en un tratamiento reductor. De forma interesante, las
toxinas peptidicas “ICK” presentes en venenos de tarantulas, exhiben una
estructura tridimensional que les provee resistencia térmica y enzimatica. De
acuerdo con esta evidencia, los autores sugieren que las toxinas peptidicas “ICK”
presentes en el veneno de P. regalis son los componentes responsables de su
efecto vasodilatador (Diaz-Pefia et -al., 2019). Una descripcion del posible

mecanismo de accion se muestra en la figura 14. 4

Tabla 7. Taxonomia de P. regalis. “ ‘ ”

Taxonomia

Reino Animalia
®
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae
Subfamilia Poecilotheriinae . .
Figura 12. P. regalis.
Género Poecilotheria Poecilotheria regalis o tarantula
de la india que produce veneno
Especie P.regalis con actividad vasodilatadora

(Peaez-Miles et al., 2015).
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La tarantula P. regalis junto a otras especies de terafésidos se han sometido a
pruebas de actividad vasodilatadora en segmentos de aorta aislada de rata (Figura
13), pues algunos incidentes han descrito sintomas relacionados con el sistema
cardiovascular, sin embargo, no representan un peligro en comparacion con otras
araflas como Latrodectus mactans, Phoneutria nigriventer o especies del-géenero
Loxosceles. Los estudios sobre la actividad vasodilatadora inducida por el veneno
de terafdsidos sugieren a estos organismos como una fuente importante de nuevos

compuestos vasodilatadores (Diaz-Pefa et al. 2019).
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Figura 13. Actividad vasodilatadora de diferentes venenos de tarantulas.
Experimentos de diferentes venenos de tarantulas en segmentos de aorta
aislada de rata preincubados con fenilefrina (1 uM) a una concentracién de 10
ug de proteina/ml. Venenos de: P. regalis (Prv), P. metallica (Pmv), P. ornata
(Pov), P. formosa (Pfv), Bonnetina papalutlensis (Bpv), Acanthoscurria
geniculata (Agv) y Nhandu chromatus (Ncv).

Modificado de Diaz-Pefia et al., 2019.
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Figura 14. Mecanismo vasodilatador del veneno de P. regalis (PRV) y del
péptido licosina-1. El veneno de P. regalis (PRV) y la licosina-1 tienen
actividad NO/GMPc, son dependientes de endotelio vascular para inducir
vasodilatacion.
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2.2.7. Grammostola spp.

Las tarantulas del género Grammostola (Figura 15; Tabla 8) habitan en Sudamérica
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay), una de estas especies
identificada como G. spatulata produce un veneno del que se aisl6é un péptido de 35
aminoacidos denominado GsMTx-4 (Suchyna et al., 2000) que inhibe la fibrilacion
atrial produciendo un potente y especifico bloqueo de los canales activados por
estiramiento (SACs), es decir por mecanismos mecanosensibles, entre los cuales
estan los canales como TRPC6 y TRPC3, este ultimo tiene la caracteristica de ser
cationico no selectivo y se encuentran en la membrana plasmatica de las células
marcapasos Yy en los cardiomiocitos. Los SACs tienen una funcién importante en el
corazon, pues regulan la entrada de calcio provocando la aceleracién de la
frecuencia cardiaca/aceleracion diastolica y son importantes para la respuesta de
fuerza baja (SFR) en el corazon. Sin embargo, todavia es necesario profundizar el
estudio de los canales TRPC en el miocardio atrial (Hof et al., 2019; Kaur et al.,
2020). Una descripcion del posible mecanismo se muestra en la Figura 16.

Tabla 8. Taxonomia de G. spatulata. ‘*
Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae Figura 15. Grammostola sp.
Género Grammostola G. spatu!at:a prod,ucg un veneno del que
se aislo un péptido denominado
Especie G. spatu/ata GsMTx-4 (Suchyna etal., 2000)
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Figura 16. Mecanismo del péptido GSMTx-4.

El péptido GsMTx-4 es bloqueador de SACs. La
hipertrofia cardiaca bajo ciertas condiciones comienza con
la union de angiotensina Il a su receptor acoplado a
proteina Gq, posteriormente se desata la cascada PLC,
donde uno de los productos de la PLC (DAG) activa los
SACs promoviendo el aumento en las concentraciones de
calcio.
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2.3. La familia Theraphosidae.

Las tarantulas (Araneae: Theraphosidae) son uno de los grupos méas basales de
arafas y estan contenidas dentro de las Mygalomorphae, que se diversificaron de
la mayoria de las otras arafias hace casi 300 millones de afios. Las arafias que
pertenecen a la familia Theraphosidae en general son conocidas como tarantulas y
son un grupo con 975 especies (distribuidas en 128 géneros) descritas de animales
venenosos que, con respecto a otros aracnidos, se caracterizan por su gran tamafio
y amplia distribucion mundial (WSC, 2018). Estos animales pueden ser clasificados
en funcién del habitat en el que construyen sus madrigueras, como tarantulas
arboricolas o excavadoras, las cuales tienen presas y depredadores diferentes
(Peaez-Miles et al., 2015). Por otro lado, con el fin.de mantener la adaptacion de
estos animales a sus ambientes, la evolucion les permitié desarrollar glandulas
especializadas a través de dispositivos puntiformes en los cuales se administran
secreciones con el fin de infligir heridas en sus presas y depredadores. Estas
secreciones son conocidas como veneno, constituido por mezclas complejas de
sustancias bioactivas y multiples compuestos organicos denominados toxinas, las
cuales han sido disefiadas por cuestiones evolutivas acoplando su accion biolégica
de manera sinérgica hacia diversos efectos: pardlisis para alimentarse y dolor para
defenderse (Morales-Gonzélez et al., 2015; Vassilevski et al., 2009). Asi mismo,
estos componentes varian en su composicion y concentracion en virtud de multiples
factores, siendo el sexo uno de los mas importantes (Herzig y Hodgson, 2009), asi

como su-morfologia en cefalotérax (Santana et al., 2017).
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2.3.1. Poecilotheria ornata.

El género Poecilotheria abarca alrededor de 15 especies, entre ellas se encuentran
P. regalis, P. formosa, P. metallica y la mas relevante para este estudio P. ornata,
todas estas especies son tarantulas utilizadas como mascotas. Originalmente su
origen es de Sri Lanka, en un clima tropical, pueden llegar a medir hasta 7. cm se
puede diferenciar de sus congéneres por la ausencia de coloracion amarilla brillante
en las caras ventrales de los pares de patas (Sherwood, 2019). Esta tarantula
arboricola se alimenta de langostas, saltamontes, grillos: con los que los
coleccionistas pueden alimentar comunmente a estas especies. Se conoce que los
venenos de estas especies contienen compuestos vasodilatadores (Diaz-Pefia et
al., 2019), se evalud la actividad junto con otras tarantulas, entre ellas P. regalis, P.
metallica, P. ornata, P. formosa, Bonnetina papalutlensis, Acanthoscurria geniculata
y Nhandu chromatus (Figura 13). Otros estudios acerca de la composicion de su
veneno indican la importancia de hialuronidasas como enzimas frecuentes en los

venenos de estas especies (Rodriguez-Rios et al., 2017).

Tabla 9. Taxonomia de P. ornata.

Taxonomia

Reino Animalia
Subfilo Chelicerata
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Orden Araneae
Suborden Mygalomorphae
Familia Theraphosidae
Género Poecilotheria Figura 17. P. ornata.
Poecilotheria ornata es conocida
Especie P. ornata como tarantula ornamental de la
india (Sherwood, 2019).
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2.4. Toxinas de terafdsidos.

Los componentes principales de estos venenos son los péptidos que se dirigen a
los canales ionicos dentro del sistema nervioso central o periférico, también estan
presentes proteinas y pequefias moléculas con actividades interesantes (Escoubas
y Rash, 2004; Rodriguez-Rios et al., 2017). En general, los venenos de arafia son
ampliamente reconocidos como una nueva fuente emergente de posibles
herramientas de investigacion, biopesticidas, farmacos y agentes terapéuticos
(Escoubas y Rash, 2004; King y Hardy, 2013; Pennington. et al., 2018).
Convenientemente, el tamafio de las tarantulas permite llevar a cabo la extraccion
del veneno sin necesidad de diseccionar las glandulas de veneno, y por lo tanto
garantiza que los ensayos bioquimicos y farmacolégicos se realicen facilmente. A
pesar de que la mayoria de las toxinas de arafia caracterizadas hasta ahora acttan
en el sistema neuromuscular, existen estudios previos que sugieren que los
venenos de arafla pueden ser fuentes importantes de nuevas moléculas con
posibles aplicaciones terapéuticas contra las enfermedades cardiovasculares. Por
ejemplo, el veneno de Loxosceles intermedia produce una relajacién parcial y
dependiente del endotelio en anillos adrticos aislados de ratas al involucrar la via
del NO/GC (Rattmann et al.; 2008).

Se han logrado purificar toxinas de venenos de numerosas tarantulas con diversos
mecanismos de accién, destacando la modulaciéon de canales de Ca?*, Na* y K*
(Escoubas 'y Rash, 2004). Algunas toxinas de tarantulas presentan efectos
analgésicos, hemaglutinantes y antiarritmicos, incluso se han encontrado toxinas
qgue activan al receptor TRPV1 generando dolor (Cromer y Mcintyre, 2008). Las
toxinas que tienen como blanco a los canales iénicos han sido utilizadas para la
generacion de conocimiento de la estructura y la funcion de estos (Diochot et al.,
1999). Dentro de los estudios metabolomicos se han estudiado los componentes
del veneno y varian segun la predisposicion genética de los animales productores,
las condiciones ambientales, la edad, el sexo, las especies de sus presas y

depredadores, etc. (Daly y Wilson, 2018). Sin embargo, estos componentes actuan
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de manera sinérgica, logrando modificar procesos fisioldégicos en sus presas y/o
depredadores para producir efectos sistémicos inmediatos. Los principales sistemas
afectados suelen ser el sistema nervioso central, el sistema circulatorio y el sistema
inmunolégico (Fry, 2005; Gongalves-Machado et al., 2016). Es importante agregar,
qgue las toxinas que componen el veneno actdan en conjunto, alterando con alta
potencia y especificidad, distintas dianas biolégicas de procesos fisiolégicos
determinados para producir los efectos toxicologicos durante el envenenamiento
(Utkin, 2015).

2.5. Estudios en la composicion del veneno de terafésidos.

Una manera de clasificar y caracterizar las toxinas funcionales es basandose en sus
dianas biol6gicas y mediante técnicas bioinformaticas y de quimica computacional,
se adjudican posibles funciones a aquellas que aun no han sido caracterizadas
(Herzig y King, 2015). En relacion a sus dianas biologicas, se ha determinado
mediante técnicas electrofisiolégicas su actividad sobre multiples canales i6nicos
dependientes de ligando como los receptores pentaméricos de GABA (acido y-
aminobutirico), receptores serotoninérgicos, receptores tetraméricos de glutamato
del tipo NMDA (N-metil-D-Aspartato), AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico), kainato y finalmente sobre canales idnicos dependientes de
voltaje ejemplo, potasio Kv*, sodio Nav* y calcio Cav*? tipo P y L (Estrada-Gomez et
al., 2013; Kuhn-Nentwig et al., 2011). 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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2.6. Sistema vascular.

La funcion del sistema vascular es irrigar de sangre a los tejidos, 6rganos y
mantener la homeostasis celular transportando elementos esenciales para las
células y esta constituido por arterias venas y capilares (Pugsley y Tabrizchi, 2000).

Un vaso sanguineo tiene capas bien caracterizadas:

e Capa interna o tanica intima, esta capa contiene células endoteliales (CE).

e Capa media o tunica media, contiene células del musculo liso (CML).

e Capa externa o tunica adventicia, formada por fibroblastos (Libby et al.,
2011).

B ‘.\ ——
e ==

Figura 18. Estructura
de una arteria normal.
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Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte y la
hipertension es el principal factor de riesgo para desarrollar estas enfermedades
(Oparil et al., 2018). La etiologia de la hipertension se debe a diversos factores
ambientales y fisiopatoldgicos que afectan a multiples sistemas, el rifidn, corazon,

sistema vascular, sistema nervioso simpatico o inmune (Figura 19).
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2.6.1. Endotelio.

El endotelio es un tejido que mantiene el flujo sanguineo, la fluidez de la sangre y la
permeabilidad de la pared de los vasos (Pober y Sessa, 2007). Las células
endoteliales pueden responder a mensajeros quimicos y reaccionar liberando

diversos factores vasoactivos (Tabla 10).

Tabla 10. Compuestos liberados por el endotelio.

Compuestos liberados por el endotelio

Abreviatura Nombre

PGl Prostaciclina
NO Oxido nitrico

EDHF Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
ET Endotelina

PGH: Prostaglandina H2

TXA2 Tromboxano A2

TGFB Factor de crecimiento transformante 3

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular

bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos basicos

El NO es un radical libre producido por las descargas eléctricas, tiene un electron
desapareado que se encuentra situado en un orbital 1T antienlazante y juega un
papel fundamental en la vasodilatacién de los vasos sanguineos estimulando
principalmente la guanilato ciclasa soluble (GCs) para producir monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) activando la ATPasa de calcio del reticulo
sarco/endoplasmico (SERCA) disminuyendo las concentraciones de calcio de las

células provocando vasodilatacion en el musculo liso vascular (Zhao et al., 2015).
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2.6.2. MUsculo liso vascular.

Las células del musculo liso vascular tienen un papel importante en la contraccion
y relajacion del vaso sanguineo, modifican el diametro del vaso para aportar la

cantidad necesaria de sangre a cada tejido y érgano (Basatemur et al., 2019).

El mecanismo de contraccion es bien conocido, puede resumirse en el aumento de
la concentracion de calcio intracelular provocado por diversos mecanismos,
estimulacién nerviosa u hormonal. Un cambio en el potencial de membrana,
inducido por el potencial de accién o canales iGnicos que pueden provocar la
contraccion, esta se debe a la fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina,

generando la interaccion de actina-miosina.

El mecanismo de relajacion consta de varias vias de sefalizaciones iniciado por
componentes liberados por el endotelio como NO, PGIlz o EDHF. La via del NO
puede iniciar con la unién de agonistas como ACh (como se muestra en la Figura
14) y activar receptores acoplados a proteinas G (RAPG), después de la activacion
de estos receptores se induce la actividad de PLC cuyos productos de reaccién son
DAG e IP3, el tltimo se une a receptores IP3 del RE provocando la liberacion de
calcio de estos almacenes intracelulares, el aumento de la concentracion de calcio
provoca el complejo Ca-CAM, la cual activa la eNOS que sintetiza NO a partir del
sustrato L-Arg, el NO sale de la célula y viaja hasta el musculo liso vascular donde
activara la GCs que genera un aumento de GMPc y activa la PKG, esta cinasa
disminuye la concentracién de calcio en la célula y como resultado la relajacion. Por
otro lado, los RAPG también pueden activar la fosfolipasa A2 y producir el acido
araquidonico (AA), mismo que es usado por la COX para producir prostaciclinas que
se unen a su receptor en el musculo liso vascular promoviendo la activacién de la
adenilato ciclasa (AC) aumentando la producciéon de AMPc para la activacion de
PKA disminuyendo las concentraciones de calcio intracelular para finalizar con la

vasorelajacion.
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2.6.3. Canales de calcio (Ca?").

Los canales de calcio pueden nombrarse de acuerdo con el tipo, por ejemplo, los
canales de calcio tipo L pueden llamarse Cavl?*, LTCC, Cav?®* o CavliCa?,

dependiendo. Existen familias de estos canales:

a) Familia de los canales Cavl1: (Tipo L), Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3y Cavl.4.
b) Familia de los canales Cav2: (Tipo P, Q, Ny R), Ca\2.1, Cav2.2 y Cav2.3.
c) Familia de los canales Cav3: (Tipo T), Cav3.1, Cav3.2, y Cav3.3.

Los canales de calcio en general tienen funciones primordiales en las células como
la liberacion de neurotransmisores o la secrecion de hormonas, estos canales tienen
una descripcion bien conocida, pues su estructura se ha identificado gracias a la
purificacion de este canal del musculo esquelético en los tubulos transversales en
donde se presenta con mayor abundancia (Zamponi et al., 2015). La estructura de
los canales de calcio dependientes de voltaje muestra los sitios de unién de
farmacos (Figura 20), la inhibicion se.da por la modificacién de las subunidades S5
y S6 (Flecha azul) esto provocado por la interaccibn de compuestos externos a
cualquiera de los otros cuatro. dominios sensores de voltaje (VSD) o del dominio del
poro (PD), moléculas pequenas pueden bloquearlo desde el espacio citoplasmatico,
otra forma de bloquearlo es la obstruccion de la permeacion del canal por moléculas
(Flecha negra), algunos ligando pueden modificar el flujo de los canales (Flecha
roja). En el sistema cardio vascular podemos encontrar algunos tipos (Figura 21).
Actualmente existen aproximadamente 50 toxinas de terafésidos que pueden
interactuar con canales de calcio (Tabla 11)

Ligando
o,0
Modificadores de

subunidades Bloqueadores de poro \

Figura 20. Estructura de los
canales de calcio y sus sitios de
bloqueo. Modificado de
Zamponi et al., 2015.
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Sistema vascular
Cay1.2: tono miogénico arterial.

Nodo sinoatrial
Cay1.3: marcapasos
Cay1.2: potencial de accion

Cardiomiocitos
Cay1.2: efecto ionotrépico, contraccion (atrios y ventriculos)
Cay1.3: activacion atrial

Figura 21. Canales de calcio en el sistema cardiovascular. Modificado de
Zamponi et al., 2015.

2.6.4. Canales de potasio (K*).

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) se encuentran en el masculo
liso vascular, donde su principal funcion es regular el potencial de membrana de
estas células. La activacion de estos canales puede estar mediado por
componentes que produce el endotelio como el EDHF, una vez activado el canal
ocurre la salida de K* causando hiperpolarizacién del potencial de membrana y
como resultado un cierre de los canales de calcio provocando la disminucion de la
concentracion de calcio en la célulay en el caso de células del musculo liso vascular,
se genera una vasorelajacion. Por el contrario, un cierre de estos canales permite
la ‘activacion de los canales de calcio y generar una contraccion. ElI mal
funcionamiento de estos canales genera enfermedades como la hipertension
cronica (Sobey, 2001).
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Tabla 11. Toxinas obtenidas de venenos de tarantulas que modulan la actividad
de canales i6nicos dependientes de voltaje. Modificado de ArachnoServer, 2020.

Nombre Sinénimo Género Especie
B-theraphotoxin-Grla Toxin GrTx1 Grammostola rosea
B/w-theraphotoxin-Tpla Protoxin | Thrixopelma pruriens
K-theraphotoxin-Cgla Jingzhaotoxin-11 Chilobrachys | guangxiensis
K-theraphotoxin-Cglb Jingzhaotoxin-30 Chilobrachys | guangxiensis
K-theraphotoxin-Cglc Jingzhaotoxin-29 Chilobrachys | guangxiensis
K-theraphotoxin-Cgld Jingzhaotoxin-61 Chilobrachys | guangxiensis
K-theraphotoxin-Grla Hanatoxin-1 Grammostola rosea
K-theraphotoxin-Grlb Hanatoxin-2 Grammostola rosea
K-theraphotoxin-Grilc - Grammostola rosea
k-theraphotoxin-Grld - Grammostola rosea
K-theraphotoxin-Grle Hanatoxin | Grammostola rosea
k-theraphotoxin-Grif Hanatoxin 11-1 Grammostola rosea
K-theraphotoxin-Gr2c Peptide GSAF I Grammostola rosea
K-theraphotoxin-Psla Phrixotoxin-1 Paraphysa scrofa
u-theraphotoxin-Hhnlb Hainantoxin-IV Haplopelma hainanum
p-theraphotoxin-Hhn2a Hainantoxin-I11.12 Haplopelma hainanum
u-theraphotoxin-Tpla Protoxin IlI Thrixopelma pruriens
p/w-theraphotoxin-Hs1la Huwentoxin-1 Haplopelma schmidti
u/w-theraphotoxin-Hs1b Huwentoxin-1a3 Haplopelma schmidti
p/w-theraphotoxin-Hs1c Huwentoxin-1al10 Haplopelma schmidti
p/w-theraphotoxin-Hs1d Huwentoxin-1a6 Haplopelma schmidti
p/w-theraphotoxin-Hsle Huwentoxin-1al4 Haplopelma schmidti
p/w-theraphotoxin-Hs1f Huwentoxin-1al5 Haplopelma schmidti
w-theraphotoxin-Aspla Péptido 6-6 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asplb Péptido 6-8 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asplc Péptido 7-15.2 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Aspld Péptido 7-17.1 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asple Péptido 7-17.1 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asp1f Eurypelma (isoforma 1) Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asplg Eurypelma (isoforma 2) Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asp2a Péptido 7-6.1 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asp2b Péptido 7-13.1 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Asp3a Péptido 7-13.2 Aphonopelma sp.
w-theraphotoxin-Bala Bal Brachypelma albiceps
w-theraphotoxin-Balb Ba2 Brachypelma albiceps
w-theraphotoxin-Bsla Venom protein 1 Brachypelma smithi
w-theraphotoxin-Bs1b Brachypelma smithi toxin 5 Brachypelma smithi
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Nombre Sinénimo Género Especie
w-theraphotoxin-Bs2a Bsl Brachypelma smithi
w-theraphotoxin-Grla w-grammotoxin SIA Grammostola rosea
w-theraphotoxin-Gr2a Péptido A4-1 Grammostola rosea
w-theraphotoxin-Gr2b - Grammostola rosea
w-theraphotoxin-Hgla SNX482 Hysterocrates gigas

w-theraphotoxin-Hhnla Hainantoxin-1X-2.2 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn1lb Hainantoxin-1X-3 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhnlc Hainantoxin-IX-4 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn1d Hainantoxin-IX-5 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhnle Hainantoxin-IX-6 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn1f Peptide F1-29.54 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn2a Hainantoxin-X.3 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn2b Hainantoxin-X-2 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hhn2c Hainantoxin-X-3 Haplopelma hainanum
w-theraphotoxin-Hsla Huwentoxin-10 Haplopelma schmidti
w-theraphotoxin-Hs2a Huwentoxin-5 Haplopelma schmidti
w-theraphotoxin-Hs2b Mutant Huwentoxin-5 Haplopelma schmidti
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son catalogadas como la principal causa de
muerte a nivel mundial (OMS, 2016). Segun las estadisticas de IHME, por sus siglas
en inglés (Institute for Health Metrics and Evaluation) indican que 17.8 millones de
muertes en todo el mundo en 2017 se atribuyeron a enfermedades cardiovasculares
y el nimero continta creciendo (Lyle y Taylor, 2019). De estas enfermedades, la
hipertension es uno de los principales factores de riesgo. Entre los tratamientos
antihipertensivos mas relevantes destacan los farmacos vasodilatadores. Sin
embargo, debido a algunos factores como: la hipertension refractaria, las
contraindicaciones medicamentosas y los grupos de riesgo, es recomendable
estudiar nuevas fuentes de compuestos vasodilatadores que pueden servir para el
futuro desarrollo de nuevos tratamientos o de herramientas de investigacion
farmacoldgica que contribuyan en la generacion de conocimiento acerca de las

enfermedades cardiovasculares.

Los venenos de terafésidos estan constituidos por toxinas que presentan
caracteristicas quimicas y farmacoldgicas interesantes que las convierten en
fuentes ideales para la busqueda de nuevos compuestos bioactivos. En un estudio
previo, se encontré informacion que sugiere que los venenos de las especies del
género Poecilotheria contienen compuestos peptidicos vasodilatadores (Diaz-Pefia
et al., 2019). Considerando los efectos vasodilatadores del veneno presente en
algunos terafésidos como P. regalis, en este estudio se caracterizara por primera
vez el efecto vasodilatador del veneno de P. ornata. La informacion derivada de este
estudio serd fundamental para disefiar otros estudios dirigidos al aislamiento y
purificacion de los compuestos vasodilatadores presentes en este veneno. Ademas,
las mordeduras causadas por las especies del género Poecilotheria son
consideradas por algunos autores como de importancia clinica (Ahmed et al., 2009;
Fuchs et al., 2014) por lo que esta informacion también podra ayudar a entender el

comportamiento y funcion del veneno de esta especie en particular.

53



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuadles son las principales vias de sefializacion que participan.en la induccion del
efecto vasodilatador inducido por el veneno de la tarantula Poecilotheria ornata en

el modelo de aorta aislada de rata?

5. HIPOTESIS

El veneno de la tarantula Poecilotheria ornata induce un efecto vasodilatador en el
modelo de aorta aislada de rata provocado por la presencia de compuestos
termoestables; este efecto depende del endotelio vascular e involucra parcialmente

a la via del NO/GMPc y a los canales de calcio dependientes de voltaje.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Caracterizar el mecanismo de accion el efecto vasodilatador inducido por el.veneno

de la tarantula Poecilotheria ornata.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto vasodilatador del veneno mediante el ensayo de aorta aislada

de rata a diferentes concentraciones.

2. Evaluar la participacion del endotelio vascular en el efecto vasodilatador

inducido por el veneno.

3. Evaluar la participacion de la via del NO/GMPc en el efecto vasodilatador del

veneno mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos.

4. Determinar la participacion del calcio en el efecto vasodilatador del veneno
mediante el uso de un medio libre de calcio y mediante el empleo de

inhibidores de canales de calcio Cav*? tipo L.

5. - Determinar la participacion de canales de Kv* mediante el uso de inhibidores

farmacoldégicos.

6. Determinar la estabilidad del efecto vasodilatador del veneno ante la
desnaturalizacién del contenido proteinico mediante condiciones reductoras y

un tratamiento térmico.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencidon y mantenimiento de las tarantulas de la especie P. ornata.

Las tardntulas 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-QRO/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, para mimetizar su habitat natural. Las
tarantulas fueron alimentadas cada 15 dias con grillos Acheta domestica, ademas

de agua purificada ad libitum.

7.2. Extraccion de veneno.

El veneno de las tarantulas P. ornata se obtuvieron por estimulacion eléctrica de
acuerdo con un método descrito previamente (Rocha-e-Silva et al., 2009) teniendo
en cuenta algunas modificaciones. Las tarantulas se anestesiaron ligeramente en
una atmosfera de isoflurano y luego los colmillos se levantaron colocandolos en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, asegurando que no existiera contaminacién con
liquidos-y saliva digestivos. La electroestimulacion se aplic6 con un par de
electrodos utilizando una fuente de alimentacion de electroforesis (PowePac Basic,
Bio-Rad, Hercules) a 10 V durante dos segundos, con un intervalo de tres segundos
entre descargas para 1 min. Después de la extraccion, el veneno se centrifugo y se
almaceno a -70 °C hasta su uso. Se prepard un conjunto de liofilizados de varias

extracciones a partir de diversos especimenes.
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7.3. Liofilizacion.

Para llevar a cabo el proceso de deshidratacion del veneno, se utilizé 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’ (Smith et al., 1985), utilizando albumina sérica bovina (Bio-Rad)

como estandar.

7.5. Bioensayos
7.5.1. Animales de experimentacion.

Para las evaluaciones bioldgicas en este estudio se utilizaron ratas macho de la
cepa Wistar con un peso de 200 a 250 g, las cuales fueron adquiridas en el Bioterio
del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Todos los
animales se mantuvieron en jaulas de acrilico en condiciones de agua y alimento ad
libitum por un periodo de 5 dias de climatizacion (Obernier y Baldwin, 2006). El
manejo de los animales de experimentacién se realizé de acuerdo con la NOM-062-
Z00-1999.

7.5.2. Actividad vasodilatadora.

La actividad vasodilatadora del veneno se determind mediante el ensayo de aorta
aislada de rata (Garcia-Arredondo et al., 2016) en el que se sacrificaron ratas macho
de la cepa Wistar (250 g de peso) por decapitacion y se disecciond la aorta toracica
descendente y se colocé en hielo. Se preparoé la solucion de Krebs-Henseleit fria y
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oxigenada (NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM, CaClz 2.5 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4
1.2 mM, NaHCOs 30 mM y D-glucosa 5 mM; pH 7.4). La aorta se lavo
inmediatamente con solucién de Krebs-Henseleit para evitar la formacion de
coagulos intravasculares, se limpié del tejido conectivo circundante y se fraccioné
en anillos a intervalos de 4 a5 mm. Los anillos adrticos se montaron en ganchos-de
acero inoxidable y se suspendieron en bafios de 5 mL que contendran solucién de
Krebs-Henseleit oxigenada (95 % de O2y 5 % de CO2) a 37 °C. Los tejidos se
dejaron equilibrar durante 60 minutos bajo una tension de reposo de 1 g. Durante
este periodo, el medio de bafio se renovo cada 15 min. Después de un ajuste final
de la tension de reposo pasivo a 1 g, los segmentos adrticos se contrajeron con KCI
100 mM. Una vez que se alcanz6 un tono contractil estable, el medio de bafio se
renové para restablecer una tensién de reposo de 1 g. Luego, los tejidos se
contrajeron nuevamente con fenilefrina 1 uM (Sigma, St. Louis, Missouri), se registro
la fuerza de contraccion y esta contraccién se establecio como el 100 %.
Posteriormente, el veneno fue afiadido al bafio a concentraciones acumulativas de:
0.1,0.3,1.0,3.1,10.0, 31.6, 100 y 200 ug de proteina/mL. Las tensiones isométricas
de los tejidos se midieron conun transductor de fuerza-desplazamiento Grass FT03,
conectado a un poligrafo Grass 7D. Las respuestas causadas por las muestras se
expresaron como porcentajes de la contraccion inicial lograda con fenilefrina (1 uM).
La concentracion efectiva media (ECso) y el efecto maximo (Emax) se estimo
ajustando las curvas concentracién-respuesta utilizando un analisis de regresion no
lineal. El valor de ECso represento la concentracion de veneno donde se observa el
50 % de su efecto maximo, mientras que el valor de Emax representd el efecto

maximo inducido por el veneno de P.ornata.

7.5.3. Determinacion de los mecanismos de accion involucrados en el efecto

vasodilatador.

Se realizaron experimentos para investigar los mecanismos de accion implicados

en la actividad vasodilatadora del veneno. Para determinar si la actividad
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vasodilatadora dependia de la presencia de células endoteliales vasculares, se
evaluo la actividad del veneno de P. ornata en segmentos de aorta sin presencia de
endotelio a diferentes concentraciones. Para esto, se eliminé el endotelio vascular
mediante perfusion in situ de la aorta con 5 mL de solucion salina, que contenia 0.2
% de acido desoxicolico, inmediatamente después del enjuague inicial-conla
solucion de Krebs-Henseleit. La ausencia de endotelio se confirmé_al mostrar la
respuesta vasodilatadora de la acetilcolina (10 uM) sea < 10 % en segmentos de

aorta precontraidos con fenilefrina (1 uM).

Para determinar la participacion de la via NO/GMPc en la actividad vasodilatadora,
se evaluo la actividad del veneno de P. ornata a diferentes concentraciones en
presencia de L-NAME 1 pyM (Sigma, St. Louis, Missouri), un inhibidor de la enzima
oxido nitrico sintetasa y ODQ 1 pM (Sigma, St. Louis, Missouri), un inhibidor de la
enzima guanilato ciclasa soluble. Estos inhibidores se agregaron al bafio 20 min
antes de la adicion de fenilefrina; las concentraciones se seleccionaron de acuerdo

con estudios previos (Ma et al., 2018).

Para determinar si la actividad vasodilatadora del veneno de P. ornata implicaria el
bloqueo de canales de calcio del tipo L, los segmentos de aorta libres de endotelio
se estabilizaron en solucién Krebs-Henseleit de acuerdo con el método original.
Después de precontraer los segmentos de aorta con KCI 100 mM, se remplazo el
medio por una solucién de Krebs-Henseleit libre de calcio con EDTA (1.2 mM) y se
realizaron los 3 lavados con esta solucion. Posteriormente se agregé el CaClz (10
mM). en ausencia (control), en presencia del veneno P. ornata (100 ug de

proteina/mL) o verapamilo (1 uM, control positivo).

Finalmente, se determind la participacion de los canales de potasio en la actividad
vasodilatadora del veneno. Para esto, se evalu¢ la actividad del veneno a diferentes
concentraciones en presencia de tetraetilamonio TEA (3 mM), un inhibidor

inespecifico de canales de potasio (Ibarra-Alvarado et al., 2007).
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7.5.4. Estabilidad de la vasoactividad del veneno.

Con el proposito de determinar si los compuestos responsables de la vasoactividad
del veneno son sensibles a la temperatura, el veneno se incub6 en un bafio de agua
a ebullicion durante 20 min con agitacion constante. Posteriormente, se evalud su
efecto mediante el ensayo de aorta aislada de rata a una concentracion de 100 ug
de proteina/mL. Adicionalmente, se evalud la estabilidad de la actividad biologica
del veneno ante condiciones reductoras, esto se realiz6 incubando el extracto a
ebullicién durante 20 min en presencia de 3-mercaptoetanol, la concentracion final
del agente reductor en las cAmaras de bafio organico fue 0.05 %. Después de este
tratamiento se evalu6 el veneno de P. ornata a una concentracion de 100 ug de

proteina/mL.

7.5.5. Andlisis estadisticos

Las evaluaciones se expresaron como la media * error estandar de la media (SEM)
de cuatro repeticiones (n = 4). Las curvas concentracion-respuesta se realizaron
mediante un ajuste no lineal empleando el programa estadistico GrapPad Prism
version 5.0. Las comparaciones multiples se realizaron mediante un analisis de

varianza (ANOVA) de una via, seguido una prueba post-hoc de Dunnett.
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8. RESULTADOS

8.1. Preparacion del extracto venenoso de P. ornata.

El veneno extraido de P. ornata utilizado para este estudio fue colectado en febrero
del 2020. La determinacion de proteinas totales indicé que hay 20.29 ug de proteina
por cada microlitro de veneno. Para los ensayos, se utilizé un conjunto de varias

extracciones para tener una cantidad suficiente de veneno liofilizado.

8.2. Evaluacion de la actividad vasodilatadora del veneno de P. ornata.

En la Figura 22 se muestra la curva concentracion-respuesta de la actividad
vasodilatadora del veneno a diferentes concentraciones de proteina sobre
segmentos de aorta aislada de rata, donde se observé que el veneno de P. ornata
genera un efecto vasodilatador dependiente de la concentracion. Los resultados de
estos experimentos indicaron que la menor concentracion del veneno (0.1 ug de
proteina/mL) indujo una vasodilatacién de 2.7 % y la mayor concentracion (200 ug
de proteina/mL) indujo un efecto vasodilatador del 72.54 %. Mediante un ajuste no
lineal se determind la actividad vasodilatadora del veneno [CEso = 3.60 (1.64 - 7.90)
pg de proteina/ml; Emax = 72.54 + 4.36 %]. También, para una mejor visualizacion y
descripcion del.efecto vasodilatador se realiz6 un experimento a una sola
concentracion maxima (200 ug de proteina/mL), los resultados mostraron que no se
genera un efecto maximo espontaneo, es decir, el efecto vasorrelajante se aprecia

minutos después de afadir el veneno (Figura 23).
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Figura 22. Curva concentracion-respuesta de la actividad vasodilatadora
inducida por el veneno de P. ornata.
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Figura 23. Registro del efecto vasodilatador del veneno de P. ornata a la
concentracion maxima.
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8.3. Determinacién del mecanismo de accidon involucrado en el efecto

vasodilatador del veneno de P. ornata.

8.3.1. Participacién del endotelio vascular.

Se evaluo el efecto del veneno de P. ornata sobre la aorta de rata desprovista de
endotelio. Este experimento se realiz6 para determinar si el endotelio. vascular
participa en el mecanismo vasodilatador del veneno. Los resultados de estos
experimentos demostraron que el veneno de P. ornata no contiene compuestos
capaces de inducir un efecto vasodilatador significativo [CEso = 5.47 (1.98 — 15.12)
pg de proteina/mL; Emax = 59.76 + 4.95 %] (Figura 24). Al eliminar el endotelio se
observé un registro del efecto vasodilatador (Anexo 1A) similar al registro del
experimento con endotelio (Anexo 1B). Como. ya se mencion0, la actividad
vasodilatadora no se redujo de manera significativa al examinar el veneno a
diferentes concentraciones sobre los segmentos libres de endotelio. Sin embargo,
si ocurre una ligera disminucién no significativa de la actividad vasodilatadora que
indica una participacion parcial del endotelio en el efecto vasodilatador del veneno

de P. ornata.

Se realizaron experimentos de controles para demostrar la presencia y ausencia del
endotelio vascular (Anexo 2), la inhibicién de la contraccion inducida por fenilefrina
es llevada a cabo por ACh en aorta aislada de rata desprovista de endotelio, las
células endoteliales se removieron quimicamente con &cido desoxicolico al 0.2 %.
La ausencia de endotelio se confirmé mediante la adicion de ACh en diferentes
concentraciones, la mayor que no indujo mas del 19 % de relajacion, segun los

registros (Anexo 3A; Anexo 3B).
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Figura 24. Curvas concentracion-respuesta del efecto vasodilatador del
veneno de P. ornata en presencia y ausencia de endotelio vascular.
Veneno de P. ornata (Pov) en los segmentos de aorta aislada de rata en
presencia (+E) o ausencia (-E) de endotelio vascular. Los valores estan
expresados como la media + S.E.M. de 5 repeticiones.

8.3.2. Participacion.de la via NO/GMPc en la actividad vasodilatadora del

veneno de P. ornata.

Los resultados demostraron como el efecto vasodilatador del veneno de P. ornata
se redujo significativamente mediante la inhibicibn de la NO sintasa endotelial
(eNOS) con NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Dicho efecto también se
redujo significativamente en presencia de ODQ (Figura 25) un inhibidor de la
guanilato ciclasa soluble (GCs); se observo que la inhibicién del efecto vasodilatador
ocurre en mayor grado con la presencia de L-NAME. Los registros muestran el
efecto vasodilatador el veneno de P. ornata en presencia de L-NAME (Anexo 4) y
ODQ (Anexo 5).
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Figura 25. Curvas concentracién-respuesta del efecto vasodilatador del
veneno de P. ornata (Pov) en presencia de los inhibidores L-NAME y
ODQ. Los valores estan expresados como la media + S.E.M. de 5
repeticiones. Se realiz6 un andlisis estadistico mediante una ANOVA de
dos vias con una prueba post hoc de Bonferroni, cada curva se comparé
contra la curva del veneno sin inhibidor.

* Pov + L-NAME (p<0.05), ** Pov + ODQ (p<0.01).

8.3.3. Participacién de los canales de calcio tipo L (LVCC) en la actividad

vasodilatadora del veneno de P. ornata.

Al examinar la actividad del veneno sobre el efecto vasoconstrictor inducido por 10
mM CaClz en un medio libre de calcio, donde la vasoconstriccion producida por el
CaClz es considerada como el 100 % de vasoconstriccion, los resultados mostraron
que el efecto vasoconstrictor del CaClz se disminuye significativamente en presencia
del veneno de P. ornata. Al mismo tiempo se evalu6é un control con verapamilo, un
inhibidor de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L, el cual también
disminuy6 significativamente el efecto vasoconstrictor (Figura 26). Registros del
efecto sobre los canales de calcio tipo L (Anexo 6A) del veneno de P. ornata (Anexo

6B) y verapamilo (Anexo 6C).
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Figura 26. Evaluacién del veneno de P. ornata en los canales de
calcio tipo L. Efecto vasoconstrictor del CaClz en un medio libre de
calcio a una concentracion de 10 mM. La vasoconstriccion disminuye
significativamente en presencia del veneno de P. ornata (Pov; 100 ug
de proteina/mL) y en presencia de verapamilo (1 uM).

8.3.4. Participacion de los canales de potasio (Kv) en la actividad

vasodilatadora del veneno de P. ornata.

Para dictaminar la participacion de los canales de potasio en el efecto vasodilatador
del veneno se realizé un experimento donde se evalud la actividad del veneno de
P. ornata en presencia de TEA, un inhibidor de canales de K*. Los experimentos
confirmaron que la presencia de TEA no afecta significativamente la actividad
vasodilatadora del veneno, es decir, que los canales de K* no estan involucrados
en el mecanismo vasorrelajante (Figura 27). Registro de la actividad vasodilatadora

del veneno de P. ornata sobre canales de K* (Anexo 7).
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Figura 27. Curvas concentracién-respuesta del efecto vasodilatador del
veneno de P. ornata en presencia de TEA. Los valores estan expresados
como la media = S.E.M. de 3 repeticiones.

8.3.5. Estabilidad de la actividad vasodilatadora.

Finalmente, se evalug la estabilidad de la actividad vasodilatadora del veneno de P.
ornata ante condiciones desnaturalizantes, del mismo modo que se realizd en
experimentos previamente reportados con P. regalis, por nuestro equipo de
investigacion. El efecto vasodilatador del veneno de P. ornata disminuyd, pero no
de manera significativa al someterlo a desnaturalizacion por incubacién a ebullicion.
Sin embargo, la incubacion del veneno a ebullicién en presencia del agente reductor
(B-mercaptoetanol) provocd una disminucion significativa del efecto vasodilatador.
Es importante mencionar que el 3-mercaptoetanol por si solo a esa concentracion
induce un efecto vasodilatador similar al observado con el veneno sometido a
condiciones reductoras, lo cual sugiere que el efecto vasodilatador se perdié por
completo y lo que se observa es el efecto del B-mercaptoetanol (Figura 28).

Registros de Pov desnaturalizado (Anexo 8A) y Pov reducido (Anexo 8B).
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Figura 28. Actividad vasodilatadora del veneno de P. ornata en
condiciones desnaturalizantes y reductoras.

Actividad vasodilatadora del'veneno de P. ornata a una concentracion de
100 pg de proteina/ml bajo las siguientes condiciones experimentales:
Sin tratamiento (Pov), después de la incubacién en un bafio de agua a

ebullicion durante 20 minutos (Pov desnaturalizado), después de la
incubacion en un bafio de agua a ebullicion durante 20 minutos en
presencia de 3-mercaptoetanol al 0.05 % (Pov reducido); se evaluo el
efecto del B-mercaptoetanol al 0.05 % como control. Los valores estan
expresados como la media + S.E.M. de 4 repeticiones.
*Significativamente diferentes al compararse con la actividad del veneno
sin tratamiento mediante un analisis de varianza de una via con una
prueba de Dunnett (p < 0.01).
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9. DISCUSION

Los venenos de las arafias son mezclas de compuestos bioactivos como iones
inorganicos, proteinas, nucleétidos y enzimas, que pueden desencadenar una
amplia variedad de efectos, como hemorragias, dolor, necrosis, neurotoxicidad e
incluso algunas especies causan la muerte en humanos (Luch, 2010; Rahmani et
al., 2014). De acuerdo con la Asociacion Estadounidense de Centros de Control de
Envenenamientos en 2018 se le reportaron 44 informes donde solo 17 de estos
necesitaron una evaluacion en un centro de atencion meédica. A pesar de su gran
tamafio, los terafdsidos no representan peligro para la especie humana, pues hasta
el momento no se han reportado muertes humanas causadas por mordeduras de
tarantulas. Sin embargo, al igual que el resto de las arafias, los venenos de los
terafésidos son ricos en compuestos bioactivos, muchos de ellos con actividad
neurotoxica; razon por la cual se ha encontrado que algunos venenos de tarantula
pueden ser letales en insectos y ratones (Garcia-Arredondo et al., 2015). Ademas
de las neurotoxinas peptidicas, se ha propuesto que algunos compuestos como
poliaminas, neurotransmisores, aminoacidos libres, nucleétidos y enzimas de tipo
hialuronidasa pueden trabajar sinérgicamente para lograr una toxicidad mas
efectiva. Algunas especies como Lampropelma nigerrimum (Ornithoctoninae) y
Pterinochilus murinus: (Harpactirinae), provocan dolor local intenso, hinchazén y
calambres musculares episodicos. En un reporte de un cuadro clinico se encontrd
que los calambres persistieron 7 dias y se observdé una elevacién leve de la
concentracion sérica de creatincinasa (Ahmed et al., 2009). También se ha
reportado que las mordeduras de tarantulas del género Poecilotheria en humanos
generan dolor intenso, necrosis tisular local y especificamente calambres
musculares graves que también pueden durar una semana aproximadamente
(Fuchs et al., 2014). Sin embargo, las mordeduras de estos organismos pueden ser
en algunos casos indoloras y los sintomas pueden demorar horas o dias, generando
solo una reaccion tisular local (Nentwig et al., 2013). A pesar de los efectos como

respuesta de la defensa de las tarantulas en humanos, se ha comprobado que los
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venenos son una fuente importante de compuestos con aplicacion potencial en el
desarrollo de herramientas de investigacion y farmacos terapéuticos (Holford et al.,
2018). Algunas investigaciones han demostrado que los venenos de aracnidos
pueden contener compuestos vasodilatadores interesantes con posibles
aplicaciones terapéuticas (Duarte Weinberg et al., 2002; Horta et al., 2013; Ma et
al., 2018; Rattmann et al., 2008a).

La diversidad no solo existe en los fenotipos de las especies venenosas o0 en la
composicion quimica de los venenos, también se encuentra en los mecanismos de
accion para provocar toxicidad, particularmente la actividad vasodilatadora, pues se
ha reportado previamente que los venenos de varias especies de aracnidos
producen vasodilatacion por diferentes mecanismos, por ejemplo, el veneno de la
tarantula Lasiodora spp. indujo vasodilatacion dependiente de la concentracién en
segmentos de aorta aislada de rata y requiere del endotelio vascular, dicho efecto
se disminuy6é con la presencia de L-NAME y suramina. Entre los principales
compuestos vasodilatadores se encontraron el ADP que resultdé ser el principal
componente vasodilatador en el veneno de Lasiodora spp; aproximadamente 90 %,
mientras que también se detectaron pequefias cantidades de AMP
aproximadamente 10 % (Horta et al., 2013).

Algunas investigaciones. mencionan el género Poecilotheria como una fuente
potencial de compuestos vasodilatadores, pues el veneno de P. regalis también
indujo vasodilatacién dependiente de endotelio en segmentos de aorta de rata
(Diaz-Pefa et al., 2019). De acuerdo con los resultados de ese estudio, ambos
efectos fueron mas potentes que el efecto inducido por ADP. Un dato importante
observado en ese estudio fue que el veneno de la tardntula Nhandu chromatus no
produjo un efecto vasodilatador a las concentraciones evaluadas. Una de las
posibles funciones de los compuestos vasodilatadores de los venenos es ayudar a
distribuir mejor el veneno en los tejidos. Los venenos de tarantula contienen
enzimas de tipo hialuronidasa que también actian como factores de propagacion,
las cuales ayudan en la distribucion de las toxinas en los tejidos (Garcia-Arredondo

et al., 2015; Rodriguez-Rios et al.,, 2017). Estas enzimas hidrolizan el &cido
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hialurénico del polisacarido de matriz extracelular, lo que facilita la difusion de
toxinas de veneno en los tejidos. El efecto facilitador de la distribucion causado por
las enzimas de tipo hialuronidasa y el efecto vasodilatador podrian incrementar la
distribucion del veneno en los tejidos, haciendo un veneno mas efectivo con
respecto a otros.

Considerando el valor potencial de las especies del género Poecilotheria como
fuentes de nuevos compuestos vasodilatadores, se realizo el presente estudio con
la finalidad de obtener mas informacién sobre el efecto vasodilatador del veneno de
la tarantula P. ornata y su mecanismo de accion. Una caracteristica distintiva que
se encontré fue que, a diferencia del veneno de P. regalis, la vasodilatacion inducida
por el veneno de P. ornata no depende completamente de la presencia de endotelio
vascular. Esto podria deberse a que el efecto vasodilatador de este veneno es
causado por una mezcla de toxinas con diferentes mecanismos de accion, por lo
que la variacion en la concentracion de los compuestos vasodilatadores presentes
en los venenos de cada especie podria marcar estas diferencias. Aunque la
ausencia de endotelio vascular no provoco una disminucion significativa sobre el
efecto vasodilatador, si se observdé una leve disminucion de la actividad
vasorrelajante, lo cual puede deberse a que algunos compuestos pueden tener
alguna interaccion a-nivel endotelial. Es bien conocido que el endotelio vascular
puede liberar diversas sustancias vasodilatadoras, como NO, prostaciclinas y el
factor hiperpolarizante derivado del endotelio (Tare et al., 1990; Triggle et al., 2003).
Como ya se menciond, un papel importante de los componentes vasodilatadores en
la toxicidad de los venenos de arafia puede ser como factor de propagacion, se ha
encontrado que varias sustancias vasodilatadoras que inducen vasodilatacién
aumentan la permeabilidad vascular; por ejemplo, se ha demostrado que el NO
producido por la 6xido nitrico sintasa en las células endoteliales promueve el
aumento de la permeabilidad microvascular causada por un choque anafilactico en
el cual se liberan mediadores de inflamacion y citocinas (Ramanlal y Gupta, 2020).
Esta hipotesis explica por qué el veneno de L. intermedia indujo permeabilidad

vascular y vasodilatacién (Rattmann et al., 2008b). Por lo tanto, la presencia de

71



componentes vasodilatadores y de hialuronidasas en los venenos de las especies
del género Poecilotheria contribuye a un proceso de envenenamiento mas efectivo,
facilitando la distribucion de otros compuestos del veneno a través de los tejidos.
En estudios anteriores se ha demostrado una participacion importante de la via
NO/guanilatociclasa en la vasodilatacion inducida por algunos venenos de arafia
(Duarte Weinberg et al., 2002; Horta et al., 2013; Ma et al., 2018; Rattmann et al.,
2008b). La vasodilatacion ocurre cuando el muasculo liso vascular se relaja,
mediante varios mecanismos, entre ellos la activacion de la via NOS endotelial, que
forma el gasotransmisor NO. En las células endoteliales se forma el NO a partir de
la conversion de L-arginina por la 6xido nitrico sintasa endotelial y con la presencia
de cofactores como la tetrahidrobiopterina (BHa4),-dinucleétido de flavina-adenina,
mononucleotido de flavina (FMN), calmodulina y la protoporfirina IX (Ramanlal y
Gupta, 2020). EI NO es un segundo mensajero que juega un papel importante en la
homeostasis del sistema cardiovascular,  como un potente vasodilatador,
estimulando la GCs en las células del mudsculo liso vascular con el objetivo de formar
GMPc, el cual activa la proteina quinasa dependiente de GMPc (PKG). La PKG evita
la entrada de calcio extracelular por los canales de calcio voltaje dependientes y la
salida del calcio en los almacenes del reticulo sarcoplasmatico mediada por el
receptor IP3, o también ejercer actividad sobre la ATPasa de calcio del reticulo
sarcoplasmico (SERCA) que promueve la recaptura del calcio intracelular, como
resultado se produce una relajacion del vaso (Foérstermann y Sessa, 2012; Pons et
al., 2016; . Yafi et al., 2016; Zhao et al., 2015b).

Los experimentos de este estudio demuestran que el inhibidor L-NAME provocé una
disminucion significativa de la actividad vasorrelajante, estos resultados en
concordancia a estudios previos con L-NAME demuestran que el efecto de la
inversion de la relajacion no siempre esta relacionado con la inhibicion de la NOS
endotelial o la NOS inducible, ya que se ha demostrado que los efectos vasculares
de L-NAME en los anillos aorticos de la rata aislada no se limita a la inhibicion de
NOS en las células endoteliales, sino que este inhibidor (L-NAME) puede actuar

directamente sobre el musculo liso, se sugieren que L-NAME ejerce una accién
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directa sobre algunas proteinas no caracterizadas de la membrana plasmatica del
musculo liso vascular, afectando su reactividad a los cationes divalentes (Mg?*, Ca?*
y Ni?*) que inducen la reversion de la relajacion o bien, mejoran la contraccion (Das
et al., 1999). Generalmente se cree que la NOS no se encuentra de forma
constitutiva en el musculo liso vascular, pues existen pocos estudios sobre estas
afirmaciones. En la primera década de 1990 se realizaron los primeros
experimentos donde la relajacion vascular dependiente de endotelio es atribuida
principalmente a la hiperpolarizacion del masculo liso vascular (Nagao et al., 1992).
Dicho grupo de investigacion también habia examinado los efectos de L-arginina en
los tejidos vasculares en presencia y ausencia del endotelio vascular donde lograron
observar relajaciones dependientes de la concentracibn en ambos, pero
mayormente en anillos de aorta con endotelio, se-probaron otro tipo de aminoacidos
basicos los cuales no tuvieron ningun efecto. Sus resultados afirmaron que la L-
arginina relaja la aorta de rata con y sin endotelio, demostraron que tanto las células
endoteliales como el masculo liso vascular poseen vias bioquimicas que convierten
la L-arginina en o6xido nitrico(Schini y Vanhoutte, 1991). Otros investigadores
comprobaron la hipétesis de la produccion de NO de origen no endotelial en el tejido
vascular, los investigadores propusieron la participacién de una NOS constitutiva en
el musculo liso (Bourreaua et al., 1992). Otros autores han profundizado sobre la
existencia de una de una 6xido nitrico sintasa constitutiva en musculo liso vascular
y han evaluado la actividad de cationes divalentes como el Mg?* y Ni?* en la
relajacion y los efectos de inhibicion por L-NAME sobre dicho efecto y descartaron
la participacion de NOS inducible al evaluar aortas incubadas con aminoguanidina
y_no observar cambios en la reversion de la relajacion inducida por Mg?*. Se logré
confirmar la presencia de una NOS en el musculo liso vascular por medio de
experimentos electrofisiolégicos que proporcionaron una fuerte evidencia
farmacoldgica, asi como evidencia inmunohistoquimica (Cheah et al., 2002). Con
base en lo anterior, se pueden explicar los efectos del veneno de P. ornata en

ausencia de endotelio y su disminucién significativa en presencia de L-NAME, pues
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el veneno estaria actuando a nivel del musculo liso vascular, posiblemente en una
oxido nitrico sintasa constitutiva independiente de endotelio.

Por otra parte, los experimentos con el inhibidor de la GCs, el ODQ muestra una
disminucién significativa del efecto vasodilatador, o que sugiere como parte del
mecanismo la implicaciéon de ruta GMPc/PKG, pues la guanilato ciclasa soluble
promueve la conversion de GTP a GMPc y como resultado generar en los vasos
sanguineos una relajacion. Con respecto al inhibidor ODQ, puede bloquear la
inhibicion de la actividad contractil por histamina, atropina e indometacina (Franck
etal., 1997). Ademas, el ODQ puede decrementar la actividad del canal Kca activado
por calcio en las células vasculares del musculo liso de'las arterias coronarias (Li et
al., 1998). En general, el veneno de P. ornata puede contener compuestos que se
unen a varias dianas presentes en el musculo liso, ya que el efecto vasodilatador
se produce principalmente a nivel del musculo liso vascular.

El Ca?* cumple funciones importantes como segundo mensajero en todas las
células, cada célula, tejido u érgano lo usa con alguna funcion caracteristica como
secrecion, contraccion, conduccion memorial, movimiento, dolor, etc. Sin embargo,
una alta concentracion de calcio puede ser toxico para la misma célula y generar
dafios como isquemia, por lo tanto, es indispensable la regulaciéon del Ca?*
intracelular y por eso se han desarrollado sistemas de regulacién como la liberacién
o almacenamiento de Ca?* (en el reticulo sarcoplasmatico) que logra una
contraccion rapida mediante la liberacion de Ca?* de los organulos, el aumento en
la concentracion de Ca?* se puede obtener por 1) la liberacién rapida pero transitoria
de Ca?! de las reservas de Ca?* intracelulares y 2) entrada de Ca?* bastante lenta
desde el espacio extracelular. La evidencia ha demostrado que el influjo de Ca?*
desde el espacio extracelular a través de los canales de calcio es especialmente
importante para la regulacion de dichas concentraciones, pues existen nimerosos
estudios sobre los antagonistas de canales de calcio utiles como las dihidropiridinas
(Yamakage y Namiki, 2002). Los canales de calcio tipo L cumplen una gran variedad
de funciones en el organismo humano y se encuentran en neuronas, células

enddcrinas y mayormente en el musculo esquelético, lo que permitié su purificacion
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y caracterizacion en 1953 (Fatt y Katz, 1953). Los canales de calcio se expresan en
el musculo esquelético, son esenciales en la regulacion de la contraccion muscular,
en la retina para la funcion visual, en las neuronas, feocromocitos, cardiomiocitos
auriculares, linfocitos, etc. Estos canales son necesarios para el funcionamiento
normal del cerebro y cumplen diferentes funciones en el sistema cardiovascular'y
en las funciones endocrinas (Zamponi et al., 2015). Al evaluar la actividad el veneno
de P. ornata sobre los canales de calcio tipo L (Pov 100 pg de proteina/mL y en
presencia de verapamilo 1 uM) los resultados mostraron que el veneno bloqued la
contraccion inducida por calcio de manera ligeramente mayor a como lo hizo el
verapamilo, sugiriendo que el veneno de P. ornata presenta compuestos capaces
de bloquear la entrada de calcio a la célula de muasculo liso, mediante la interaccién
con canales de calcio dependientes de voltaje tipo L. Se han reportado sintomas
generados por el envenenamiento del género Poecilotheria en humanos como
calambres musculares, acompafiados de otros sintomas como hinchazon local,
dolor intenso, sensacién de ardor, fiebre, mialgia similar a la gripe, dificultad
respiratoria, aumento del ritmo cardiaco y pérdida de la conciencia (Fuchs et al.,
2014). Asi como los estudios en ratones, donde se informé la toxicidad de los
venenos de nueve especies del género Poecilotheria administrados por via
intravenosa demostraron que la toxicidad era muy similar, con valores de DLso entre
5 y 14 ug/g. Los sintomas observados en ratones fueron convulsiones tonico-
clénicas, sacudidas e hiperalgesia. Antes de morir, los ratones presentaron paro
respiratorio, convulsiones y se observo al tacto que el corazén latia constantemente
a un nivel inferior al ritmo normal (Andreev-Andrievskiy et al., 2017). Sin embargo,
es posible que los mecanismos para la contraccion del musculo esquelético en el
caso de los calambres estén relacionados con la actividad vasodilatadora del
veneno de Poecilotheria, pues existen estudios donde se ha demostrado la relacion
de la dilatacibn de venas con calambres musculares, pero los mecanismos
desafortunadamente aun no han sido profundamente explorados (Bahk et al., 2012).
Por otra parte, las corrientes de calcio por parte de los canales de calcio tipo L son

insignificantes y no se consideran sustanciales para las funciones del musculo
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maduro, por eso el uso terapéutico de los bloqueadores del canales de calcio tipo L
no afecta la funcién del masculo esquelético maduro (Tuluc y Flucher, 2011). Las
mordeduras del género Poecilotheria causan dolor, que es un sintoma relacionado
con la actividad de canales de calcio, pero la participacion de los tipo L en el dolor
todavia no es clara, pero se ha propuesto que los canales de calcio de tipo.L enel
asta dorsal espinal desempefian un papel importante en el procesamiento del dolor
y que el mantenimiento del dolor neuropatico crénico depende especificamente de
los canales Cavl.2 (Fossat et al., 2010). Algunos expertos .relacionan las
convulsiones con la actividad de los canales de calcio tipo L. Sin embargo, es un
sistema complejo donde es posible que no implique directamente la actividad del
veneno de P. ornata, pues hay investigaciones donde sugieren que los
blogueadores de los canales de calcio actian.como farmacos antiepilépticos y que
los farmacos que abren los canales de calcio actian como convulsivos y se ha
propuesto que la modulacién de los canales de calcio tipo L y tipo T tiene efectos
opuestos en la epilepsia no convulsiva (J'M van Luijtelaar et al., 1995). La relacién
de los canales de calcio tipo L y sistema vascular es bien conocido, es comun
encontrar Cav 1.2 en el musculo liso vascular, la contraccion del musculo liso
vascular es provocada por Ca?*, el flujo de este calcio es a través de los canales
tipo L (Moosmang et al., 2003). Al evaluar el veneno de P. ornata en un medio libre
de calcio, se observé que bloqueaba la entrada de calcio pues al afiadir una
concentracion de CacClz no se contrajo la aorta, entonces se propone que el bloqueo
de canales de calcio tipo L es uno de los principales mecanismos vasodilatadores
del veneno, esto explica los reportes de hipotension en algunos casos de
envenenamiento por especies del género Poecilotheria podria ser provocada por la
vasodilatacion inducida por el veneno. El incremento del ritmo cardiaco es una
respuesta compensatoria comdn para mantener una adecuada perfusion de los
tejidos en la hipotensién (Wieling et al., 2007).

En los experimentos con canales de potasio, éstos no se vieron involucrados, pues
la presencia de TEA no generd ninguna sefial de interferencia en la actividad

vasodilatadora del veneno de P. ornata.
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También se investigaron algunas caracteristicas bioquimicas de los componentes
responsables de la actividad vasodilatadora inducida por el veneno de P. ornata. Se
observo que la actividad vasodilatadora inducida por los venenos no es afectada
por el tratamiento térmico, pero dicha actividad se redujo significativamente por el
tratamiento en condiciones reductoras, como en la tarantula P. regalis (Diaz-Pefia
et al., 2019). Los resultados sugieren que la vasodilatacion provocada por estos
venenos puede deberse a una actividad combinada de componentes como péptidos
ricos en puentes disulfuro y compuestos de bajo peso molecular. La presencia de
péptidos vasodilatadores termoestables en venenos de arafia es viable (Ma et al.,
2018), ya que se ha reportado un péptido de 24 residuos en el veneno de la arafia
Lycosa singoriensis que provocO una relajacion- significativa dependiente de la
concentracion en aorta con endotelio. Es interesante que la presencia de péptidos
con un nudo inhibidor de cistina (ICK) sea un componente frecuente de los venenos
de arafa y, por lo general, tenga altos niveles de estabilidad quimica, térmica y
enzimatica (Herzig y King, 2015). Con respecto a los vasodilatadores de bajo peso
molecular, se ha propuesto. que algunos venenos de tarantula contienen
compuestos de masa molecular baja con actividad vasodilatadora que involucra la
via NO/GMPc; tales como acetilcolina, ATP, ADP y AMP (Escoubas y Rash, 2004
Horta et al., 2013). La presencia de estos compuestos de bajo peso molecular en
los venenos de arafia puede potenciar la accion de las neurotoxinas peptidicas.

El veneno de P. ornata induce vasodilatacién que no depende del endotelio vascular
pero que-involucra a canales de calcio. Este estudio proporciona nuevos datos
farmacoldgicos que contribuyen a la comprensién de los mecanismos involucrados
en la toxicidad producida por los venenos de las especies del género Poecilotheria
y pueden asentar las bases para futuros estudios centrados en el desarrollo de un
tratamiento para el envenenamiento por terafésidos del género Poecilotheria.
Ademas, estos resultados demuestran la importancia de los venenos como una
fuente importante de compuestos vasodilatadores que pueden llegar a utilizarse en
el desarrollo de farmacos antihipertensivos alternativos o bien como herramientas

en la investigacion.
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10. CONCLUSION

El veneno de P. ornata produce un efecto vasodilatador dependiente de la
concentracion que actia de manera independiente del endotelio vascular e
involucra principalmente a la via del NO/GMPc y el bloqueo de canales de calcio
tipo L. Tal efecto vasodilatador podria deberse también a péptidos ricos en puentes
disulfuro. Se corrobora el panorama de los compuestos vasodilatadores presentes
en terafdsidos, pues existen trabajos sobre la actividad vasodilatadora de especies
del género Poecilotheria. También, se justifican algunos sintomas en humanos
ocasionados por las mordeduras de estas especies como la hipotension. Sin
embargo, aun hace falta una mayor investigacion sobre la identificacion de los
compuestos del veneno de P. ornata que causan vasodilatacion. También, es
importante la investigacion acerca de la 6xido nitrico sintasa a nivel del musculo liso
vascular y comprobar si existen proteinas en el musculo liso vascular por las que el

L-NAME pudiese tener interaccion.
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Anexo 1. Registro del efecto vasodilatador del veneno de P. ornata en
presencia y ausencia de endotelio. Veneno de P. ornata a diferentes
concentraciones [0.1, 0.3, 1, 3.1, 10, 30.6, 100 y 200 ug de proteina/mL] en
aorta aislada de rata sin endotelio (A) y con endotelio (B).
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Anexo 2. Concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de ACh y del
veneno de P. ornata sobre aorta aislada de rata con y sin endotelio vascular.
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Anexo 3. Registro del efecto vasodilatador de las diluciones de ACh. ACh
[1 x106, 1 x10®, 1 x104, 1 x103, 1 x102, 1 x101y 1 uM /mL] en aorta
aislada de rata con endotelio (A) y sin endotelio (B).
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Anexo 4. Registro del efecto vasodilatador del veneno de
P. ornata a diferentes concentraciones en aorta aislada de
rata en presencia de (A) L-NAME y (B) ODQ.
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Anexo 5. Registros del efecto vasodilatador sobre los canales de calcio
tipo L. Control (A), veneno de P. ornata (B) y verapamilo (C).
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Anexo 6. Registro del efecto vasodilatador del veneno de P. ornata a
diferentes concentraciones en aorta aislada de rata en presencia de TEA.
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Anexo 7. Registro del efecto vasodilatador del veneno de P. ornata en
condiciones desnaturalizantes.
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Anexo 8. Registro del efecto vasodilatador del veneno de P. ornata en
condiciones reductoras.

95





