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RESUMEN

Los venenos de tarantulas (familia Theraphosidae) estan constituidos por mezclas
complejas de toxinas que incluyen compuestos de bajo peso molecular,
miniproteinas y enzimas con actividad de hialuronidasa. Estas enzimas degradan el
acido hialurénico, un componente importante de la matriz extracelular de varios
tejidos, de tal manera que potencian el efecto del veneno al promover la distribucion
de las toxinas a través de los tejidos de las presas. Los estudios sobre estas
enzimas y la busqueda de nuevas fuentes de estas, se han incrementado debido a
su uso potencial como adyuvantes para incrementar la absorcién de algunos
farmacos. Las tarantulas del género Poecilotheria, constituido por especies
arboricolas endémicas de la India, destacan porque sus mordeduras generan
sintomas atipicos como dolor severo, vomito y calambres musculares en humanos.
En el presente trabajo, se determiné la actividad de hialuronidasa de los venenos de
doce especies de tarantulas de diferentes géneros, incluyendo cuatro especies del
género Poecilotheria, y se determinaron algunas propiedades bioquimicas de estas
enzimas. Los resultados indicaron que el veneno de P. ornata fue el que presento
mayor actividad enzimética (27.56 + 0.9073 TRU/mg). Mediante andlisis de
electroforesis y zimografia en una dimension, se encontré que todos los venenos
poseen hialuronidasas con un peso molecular relativo de 38 a 42 kDa. Solamente el
veneno de N. chromatus presentd6 ademas hialuronidasas de ~60 kDa. Se
determinaron las condiciones de pH y temperatura Optimas de la actividad de
hialuronidasa de los venenos del género Poecilotheria, encontrandose un rango de
pH 6ptimo de 3 a 5 y una temperatura 6ptima variable con rangos de 20 a 70 °C,
presentado la actividad méas estable el veneno de P. rufilata. Ademas, los resultados
obtenidos mediante analisis de electroforesis 2D, zimografia bidimensional vy
secuenciacion parcial por espectrometria de masas demostraron que estos venenos
poseen varias isoformas de hialuronidasas con diferentes puntos isoeléctricos (pl),
mostrando un rango de pl de 6 a 8. Los hallazgos encontrados en este trabajo
demuestran que los venenos de las tarantulas del género Poecilotheria representan
una fuente potencial de hialuronidasas que podrian aplicarse en diversos campos de
la biotecnologia y la medicina.
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SUMMARY

Tarantula’s venoms comprise a complex mixture of toxins that includes low
molecular weight compounds, miniproteins and enzymes with hyaluronidase activity.
Hyaluronidases degradate hyaluronic acid, an important element of extracellular
matrix from diverse tissues, by doing so, these enzymes enhance venom’s effect by
promoting the distribution of toxins through prey’s tissues. Research on regard these
enzymes and searching for new sources, has been increasing due to its potential
use as coadyuvants to promote absortion of some drugs. Tarantulas from
Poecilotheria genus, consisting of arboreal species endemic from India, are
characterized by their bite atypic symptomatology which includes severe pain,
vomiting and muscle cramps in humans. In this work, hyaluronidase activity from the
venoms of 12 species of tarantulas from different genera including four Poecilotheria
species have been determined, as well as, some biochemical properties of such
enzymes. Results showed that P. ornata presented the highest enzymatic activity
(27.56 £ 0.9073 TRU/mg). Through one dimentional electrophoresis and zimography,
it was found that all venoms present hyaluronidases with a relative molecular weight
of 38 to 42 kDa; solely N. chromatus venom presented an extra hyaluronidase of ~60
kDa. Optimal pH and temperature conditions of hyaluronidase activity assay were
determined from the venoms of Poecilotheria genus, which exhibited an optimal pH
range from 3 to 5, and optimal temperature from 20 to 70 °C, being P. rufilata venom
the one who showed the most stable activity. Additionally, results obtained through
2D electrophoresis, bidimentional zymography and partial sequencing by mass
spectrometry demonstrate that these venoms possess different isoforms of
hyaluronidase with different isoelectric points, exhibiting a range of isoelectric point
from 6 to 8. The results found in this work demonstrate that tarantula’s venoms from
Poecilotheria genera represent a potential source of hyaluronidase that could be
applied in diverse fields of biotechnology and medicine.

Keywords: tarantula, venom, Poecilotheria, hyaluronidases
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1. INTRODUCCION

Las tarantulas (familia Theraposidae), también conocidas como terafésidos, son
consideradas fuentes potenciales de nuevas entidades moleculares que pueden ser
empleadas en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de diversas
enfermedades (King, 2013), ya que estas especies producen venenos complejos
gue utilizan para capturar a presas especificas y para defenderse de algunos
depredadores. Los venenos de las tarantulas estan constituidos principalmente por
péptidos y proteinas, ademas de otros componentes como sales, acilpoliaminas,
nucleétidos y aminoacidos (Herzig y King, 2013).

Actualmente se conocen 953 especies de tarantulas alrededor del mundo
(Platnick, 2014), muchas de las cuales no han sido estudiadas y no se tiene
conocimiento sobre la toxicidad y la composicion de sus venenos. Entre sus
componentes, los péptidos son los que han recibido mayor atencién debido a sus
propiedades farmacoldgicas y su potencial biotecnol6gico. La mayor parte de los
péptidos provenientes de venenos de tarantulas que se han caracterizado
estructuralmente, presentan un motivo altamente conservado que consiste en una
estructura con tres enlaces disulfuro que forman un nudo inhibidor de cistina
(Herzig y King, 2013), denominado motivo ICK por sus siglas en inglés (inhibidor
cystine knot). El motivo ICK es definido como una lamina 3 antiparalela estabilizada
por un nudo de cistina que confiere estabilidad quimica, térmica y bioldgica a las
toxinas peptidicas (Herzig y King, 2015). En su mayoria, estos péptidos,
denominados como miniproteinas, modulan la actividad de varios tipos de canales
ibnicos, asi como de otros blancos moleculares del sistema nervioso central y
periférico (Herzig y King, 2013). Debido a la alta especificidad que presentan
algunas de estas toxinas sobre sus blancos moleculares, diversos grupos de
investigacion estan interesados en el desarrollo de farmacos dirigidos al tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas a partir de estas (King, 2015). Ademas se ha
encontrado que algunas miniproteinas presentan propiedades antiparasitarias,

antiarritmicas, analgésicas y antibacterianas (Oldrati y col., 2013).



Por otro lado, las enzimas son componentes comunes en los venenos de
diversas especies que contribuyen de manera especial en el proceso de
envenenamiento (Rash y Hodgson, 2002). En los venenos de tarantulas se ha
reportado principalmente la presencia de enzimas con actividad de hialuronidasa
(Rash y Hodgson, 2002; Sutti y col., 2014; Garcia y col., 2015; Ferreira y cal.,
2016), considerandose incluso a esta enzima como uno de los principales
componentes del veneno (Rash y Hodgson, 2002). Estas enzimas degradan el
acido hialurénico, el principal componente de la matriz extracelular en tejido
conectivo suave. Su funcién principal es potenciar el efecto de las toxinas
peptidicas en el organismo afectado al facilitar su distribucién en los tejidos
(Nagaraju y col., 2007; Ferrer y col., 2013); es por esto que a estas enzimas se les
conoce como “factores de difusién”. Considerando sus propiedades, estas enzimas
han sido empleadas como adyuvantes para incrementar la absorcion y distribucion
de farmacos que son administrados por via subcutanea (Bordon y col., 2015). En
aplicaciones no aprobadas, se han empleado para reducir el edema en los tejidos
(Racz y col., 2008). Ademas, existen hialuronidasas provenientes de venenos de
artrépodos que forman parte de algunos tratamientos que se encuentran en fases
clinicas para el tratamiento de la diabetes tipo | y cancer pancreatico (Bordon y col.,
2015).

En comparacion con los estudios dirigidos al aislamiento y caracterizacion de
toxinas peptidicas de venenos de tarantulas, son muy pocos los estudios enfocados
en el aislamiento y caracterizacién de nuevas hialuronidasas. Este tipo de estudios
podria revelar mayor informacién acerca de la funcidn que tienen estas enzimas en
los venenos. Ademas, es importante para conocer el potencial que tienen las
tarantulas como nuevas fuentes de hialuronidasas, mismas que podrian ser
empleadas en desarrollo de nuevos medicamentos Yy otros productos
farmacéuticos. Considerando lo anterior, en el presente trabajo se determino la
presencia de hialuronidasas de los venenos de doce especies de tarantulas de
diferentes géneros, haciendo un andlisis mas profundo en las especies del género

Poecilotheria.



2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia del veneno de animales en el desarrollo de farmacos

La industria farmacéutica ha logrado desarrollar alrededor de 1,200
medicamentos en los Ultimos 60 afios, mismos que han jugado un papel importante
en el aumento de la esperanza de vida de millones de personas (Munos, 2009). Sin
embargo, la industria farmacéutica ha llegado a un estado de crisis debido a la falta
de nuevas entidades moleculares y al incremento exponencial en el costo que lleva
el proceso de investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos (Munos, 2009;
King, 2011). Esta situacién se ve agravada por la disminucion dramética en los
ultimos 25 afos de la tasa de aprobacion de los compuestos candidatos a farmacos
ya que durante las etapas preclinicas y clinicas han sido rechazados (King, 2011).
En realidad, las razones de la disminucion en la produccion de nuevos farmacos
son complejas. Un punto que se ha debatido enérgicamente es el aprovechamiento
de los productos naturales en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos. A
pesar de que aproximadamente el 50 por ciento de todos los farmacos en uso
clinico provienen de productos naturales (Paterson y Anderson, 2005; Newman y
Cragg, 2007), en la década de los noventas una considerable cantidad de
empresas farmacéuticas terminaron prematuramente sus programas de
investigacion sobre productos naturales (Ortholand y Ganesan, 2004). Actualmente
y en contraste a décadas pasadas, el estudio de productos naturales como fuentes
de nuevos farmacos se ha reavivado ante la escasez de principios bioactivos como
resultado de la atencion enfocada en la quimica combinatoria y en la sintesis
organica de alto rendimiento (David y col., 2009).

A pesar del desarrollo del Captopril en la década de los setentas, el desarrollo de
principios activos procedentes de venenos se mantuvo relativamente escaso hasta
los Ultimos afios. Esto se debid en parte a la dificultad en la adquisicién de animales
Venenosos y su manutencion en condiciones de laboratorio, a la cantidad
mindscula de veneno que ofrecen estas especies y a la falta de técnicas analiticas

disponibles para la caracterizacion de los componentes. Sin embargo, en los



ultimos 15 aflos se ha marcado una tendencia importante en la investigacion de
venenos de animales como fuente potencial de nuevos compuestos, debido a la
creciente aprobacion de farmacos derivados de esas fuentes. Ademas, los
recientes avances tecnoldgicos facilitan el rastreo farmacolégico y Ila
caracterizacion funcional y estructural de sus componentes; lo cual ha acelerado
enormemente el desarrollo de farmacos, dejando asi de lado algunos problemas
del pasado (King, 2011).

Un veneno se define como una secrecion producida en una glandula
especializada que a través de la afliccion de una herida es inyectado a otro animal
(a través de ciertos mecanismos como arpones, aguijones o colmillos), y que
contiene moléculas que interrumpen procesos fisiolégicos o bioquimicos normales
en la victima a fin de facilitar la alimentacién o la defensa por parte del animal que
lo produce (Nelsen y col., 2014). Los animales venenosos se encuentran
ampliamente distribuidos en el planeta habitando una gran variedad de
ecosistemas terrestres y acuaticos. Estos poseen una historia evolutiva desde hace
cientos de millones de afios reflejandose en la composiciéon de su veneno, mismo
gue emplean como mecanismo para dafiar, inmovilizar o matar a sus presas,
depredadores o adversarios. Los animales venenosos se encuentran distribuidos
en varios phyla del reino animal, entre los que se incluyen: Arthropoda (arafias,
escorpiones, acaros, insectos, hormigas, avispas, abejas); Cnidaria (anémonas de
mar, corales de fuego y medusas); Mollusca (caracoles marinos, pulpos,
calamares); Annelida (sanguijuelas); Echinodermata (erizos y estrellas de mar) y
Chordata (peces, reptiles y mamiferos), entre otros (Takacs y Nathan, 2014).

En cuanto a composicion se refiere, los venenos consisten en mezclas
complejas de proteinas, péptidos y compuestos organicos e inorganicos de bajo
peso molecular que actlan sinérgicamente. Estos componentes actlan
selectivamente sobre una gran variedad de blancos moleculares como canales
idnicos o receptores membranales involucrados en procesos fisioldgicos vitales, por
lo cual son considerados como herramientas Utiles para el desarrollo de nuevos
farmacos. Los compuestos proteicos pueden actuar como enzimas o tener otras

funciones, entre ellas, la de actuar como neurotoxinas, siendo estas responsables
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de la mayoria de las actividades farmacoldgicas del veneno (Takacs y Nathan,
2014).

Alrededor de 7 medicamentos aprobados han sido derivados del estudio de
compuestos proteicos procedentes de animales venenosos (Tabla 1). Ademas, hay
un namero importante de compuestos prometedores que se encuentran en
evaluaciones de etapas preclinicas y clinicas (Tabla 2). En contraste con los
farmacos aprobados actualmente, estos compuestos van dirigidos a una gama mas
amplia de condiciones fisiopatolégicas, incluyendo dolor crénico, enfermedades
autoinmunes, curacion de heridas, VIH y cancer (King, 2011). Entre los compuestos
mas prometedores se encuentra el cenderitida (CD-NP) procedente de la mamba
verde oriental (Dendroaspis angusticeps), para el tratamiento del fallo cardiaco
congestivo; el compuesto ShK-186 de la anémona (Stichodactyla helianthus), para
el tratamiento de varias enfermedades autoinmunes y el compuesto desmoteplasa
del murciélago comun (Desmodus rotundus), para el tratamiento del accidente
cerebrovascular isquémico agudo (Takacs y Nathan, 2014).

Durante el afio 2013, mas de 10 millones de personas a nivel mundial fueron
tratados con farmacos derivados de toxinas. En el ambito econdémico, las ventas
globales para el medicamento PRIALT® se estimaron en 27 millones de délares,
para BYETTA®/BYDUREON® en 698 millones de dodlares, mientras que los
inhibidores de la ECA (enzima convertidora de la angiotensina) fueron la cuarta
clase de medicamentos con mayor prescripcion en Estados Unidos durante el afio
2009 (Takacs y Nathan, 2014).

Por otra parte, algunas toxinas procedentes de diferentes venenos de serpientes
son empleadas para alrededor de 15 pruebas de diagnostico en laboratorios

clinicos de hemostasis y una prueba de miastenia gravis (Marsh y Williams, 2005).



Tabla 1. Farmacos aprobados derivados del estudio de proteinas de venenos de animales (tomado de King, 2011).

Nombre del Especie de . - L, _— Viade Aprobacion por
. : Mecanismo de accion Indicacion terapéutica o -
farmaco origen administracion la FDA
Captopril Bothrops jararaca Inhibidor  de la enzima e Hipertensién
(CKP(F))TEN@)) (ser ignttja) convertidora de la F FI)I di Oral 1981
P angiotensina (ECA) ¢ Fallo cardiaco
I_mp|d,e la union del « Sindrome agudo
I . P fibrindbgeno, el factor von :
Eptifibatida Sistrurus miliarius Willebrand otroslinandos coronario Parenteral 1998
(INTEGRILIN®) (serpiente) de a dherenc)i/a al recepq[or cp | * Intervencién coronaria (infusién intravenosa)
Hb/la percutanea
Tirofiban Echis carinatus Inhibidor del receptor del | ¢ Sindrome agudo Parenteral 1999
(AGGRASTAT®) (serpiente) fibrinégeno GP llb/llla coronario (infusién intravenosa)
Hirudo medicinalis « Anticoaqulante en la
Bivalirudina (sanguijuela Inhibidor reversible de la interven%ic')n coronaria. Parenteral (infusion 2000
(ANGIOMAX®) medicinal trombina percutanea intravenosa)
europea)
Ziconotide Conus magus . e Administrado para el
(PRIALT®) (caracol marino) Antagonista del canal Ca,2.2 dolor crénico severo Intratecal 2004
Exenatide@ ?j;ggi:?g Sg:t?é%[asiriﬁgr rzfegfggagdéer: . I_Diabetes mellitus Parentgral (inyeccion 2005
(BYETTA") (monstruo de gila) | tipo 1 tipo 2 subcutanea)
Bothrops atrox 6 ¢ Infarto cerebral agudo
Batroxobina Bothrops mooieni Se une a la cadena a del | ¢ Angina pectoris Parenteral (infusion Fuera de E.U
(DEFIBRASE®) (serpieﬁtes) ) fibrinbgeno inespecifica intravenosa) o
e Sordera subita

Nota: Los farmacos se colocan de acuerdo al afio de aprobacion por la FDA.

La Batroxibina es empleada clinicamente fuera de los E.U. (principalmente en China) para el tratamiento de desérdenes
trombodticos como derrame cerebral, embolia pulmonar, trombosis venosa profunda, infarto de miocardio y hemorragia

perioperatoria.



Tabla 2. Compuestos procedentes de venenos en etapas de estudios clinicos (tomado de King, 2011).

Compuesto Especie de Blanco molecular Indlcgcpn Via de administracion | Fase clinica | Referencia
origen terapéutica
Xen2174 Caracol marino Tranqurtadpr de Dolor postoperatorio Intratecal I Brust y col.,
norepinefrina 2009.
BAT86-7548 Sapo de vientre Receptor del péptido Cancer de préstata Parenteral | Hong y col.,
(Bombesina) de fuego liberador de gastrina P (inyeccion intravenosa) 2010.
CNSBO004 : - Parenteral Kolosov y
(Leconotide) Caracol marino Canal Cav2.2 Dolor neuropético (inyeccion intravenosa) I col., 2010.
ShK-192 Anémona de mar Canal Kv 1.3 Enfe_rmedad Parenteral | (2012) Pennington
autoinmune y col., 2009.
Escorpion Veiseh y
Tumor Paint P . Marcador tumoral Parenteral col., 2007;
; acosador de la Anexina A2 L : A I
(clorotoxina) para cirugia (infusién intravenosa) Kesavan y
muerte
col., 2010.
Cenderitida Mamba verde del Receptor del péptido Falla cardiaca Parenteral I Leey col.,
(CD-NP) este natriurético congestiva (infusion intravenosa) 20009.
Reid y
RPI-MN Cobra nAChR VIH _ Parenteral | Raymond,
(a-cobratoxina) (inyeccién subcutanea) 5010
RP|'78M Cobra nAChR Esclerosis multiple Oral I Reid, 2007.
(a-cobratoxina)
Agkistrodon Vibora de nariz Fibrinéaeno Sangrado Parenteral m Weiy col.,
(agkisacutacina) afilada 9 perioperatorio (infusién intravenosa) 2010.
Desmoteplasa Murciélago comdn Plasminéaeno Infarto agudo Parenteral m Medcalf,
(rDSPAa1) 9 9 isquémico (infusion intravenosa) 2012.

Nota: Compuestos ordenados en orden creciente de acuerdo a su masa molecular.




2.2 Aspectos generales de las tarantulas (Familia Theraphosidae)

Las arafias, orden Aranae, son artrOpodos venenosos en creciente
investigacion. Este grupo cuenta con alrededor de 46,000 especies distribuidas
en 3988 géneros y 114 familias (Platnick, 2014). La familia Theraphosidae es un
grupo de arafias que destacan por su gran tamafio y son comunmente conocidas
como tarantulas o terafésidos. Esta familia incluye 953 especies distribuidas en
126 géneros (Platnick, 2014). Las tarantulas habitan practicamente en todos los
continentes, exceptuando la Antéartida, pero son mas abundantes en zonas con
clima tropical y subtropical (Escoubas y Rash, 2004).

A pesar de su temible reputacion, provocada por su gran tamafo, hasta el
momento no se ha documentado algun caso de fatalidad en humanos causada
por mordeduras de tarantulas. Algunas especies pueden alcanzar dimensiones
de 10 hasta 30 cm de longitud, como es el caso de Theraphosa blondi que es la
arafia mas grande que se conoce hasta el momento (Herzig y King, 2013).
Estudios realizados en Brasil y Australia han demostrado que las mordeduras de
tarantulas en humanos inducen sintomas localizados leves como dolor, sangrado
en el sitio de la mordedura y en raros casos pueden provocar efectos sistémicos
como nausea y vomito (Lucas y col.,, 1994, Isbister y col., 2003). Solamente
algunas tarantulas australianas exhiben efectos letales en caninos (Isbister y
col., 2003). Algunas excepciones estan representadas por algunas especies de
origen africano y asiatico, en particular las especies del género Poecilotheria,
gue son tarantulas endémicas de la India y Sri Lanka de las que se ha reportado
gue pueden inducir efectos sistémicos de mayor severidad en humanos (Ahmed
y col., 2009; Fuchs y col., 2014). Mas adelante, se describen a detalle los efectos
inducidos por las mordeduras de tarantulas del género Poecilotheria en
humanos.

El sistema productor del veneno en las tarantulas consiste en un par de
glandulas venenosas que se encuentran en el segmento basal de los queliceros
y estan conectadas al extremo de los colmillos mediante un fino conducto. Estas

glandulas estan rodeadas por musculo estriado y estan separadas del epitelio



secretor por una capa de tejido conectivo circundante. Esta capa permite que la
glandula se dilate durante la sintesis de veneno y se comprima durante la
expulsion del mismo. Morfolégicamente las glandulas son descritas como una
estructura cilindrica alargada bien formada (Figura 1). Su cuerpo consta de una
region anterior (cabeza), con un conducto de veneno en el extremo; la longitud y

el diametro varian en funcién de la especie (Rocha-e-silva y col., 2009).

G
£
o
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o
2
o

Queliceros

Figura 1. Aspecto externo y seccion transversal del quelicero de P. nigrocolor.
vg: glandula del veneno, sm: musculo estriado, d: conducto
(tomado de Estrada y col., 2013).

La dieta de las tarantulas es variada y consiste principalmente en
invertebrados como insectos, ademas de pequefnos vertebrados como anfibios,
reptiles, aves y mamiferos (Herzig y King, 2013). A diferencia de las arafas
comunes, las tarantulas no emplean la seda para la captura de sus presas sino
para la construccion de sus madrigueras que establecen principalmente en el
suelo, algunas especies son arboricolas y construyen sus madrigueras en lo alto.
La estrategia de caza de las tarantulas es esperar a la presa en la entrada de su
madriguera para que en el momento en que esta se acerque la capturan
rapidamente con sus colmillos, inmovilizandola mediante la inyeccion del veneno
(Escoubas y Rash, 2004). Ademas, las tarantulas también utilizan su veneno
para ahuyentar a algunos depredadores mediante la induccion de dolor (Herzig y

King, 2013). Esto explica que los venenos de tarantulas contienen toxinas
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activas contra un amplio rango de especies de vertebrados e invertebrados. La
amplia variedad de toxinas que puede encontrarse en el veneno de cada
especie, aunada a la selectividad que presentan algunas toxinas sobre blancos
moleculares especificos, ha hecho que estos venenos sean considerados como
fuentes valiosas de prototipos para el desarrollo de nuevos farmacos, y
herramientas farmacoldgicas y biotecnoldgicas (Escoubas y Rash, 2004; Saez y
col.,, 2010; Herzig y King, 2013). Ademas de la rigueza de compuestos que
presentan estos venenos, las investigaciones farmacologicas con venenos de
tarantulas se favorece debido a que su gran tamafio permite obtener buenos
rendimientos de veneno sin necesidad de sacrificar al animal como se hace con

otros artrépodos (Herzig y King, 2013).
2.3 Composicion del veneno de tarantulas

Las tarantulas utilizan sus venenos principalmente con fines ofensivos. Es
decir, utilizan sus venenos para capturar a sus presas y alimentarse. De tal modo
gue no es de sorprenderse que gran parte de los componentes de sus venenos
actlien sinérgicamente para producir paralisis inmediata en la presa (Fry y col.,
2009). Muchos de estos componentes actian sobre proteinas membranales de
neuronas y células musculares para producir el bloqueo de la generacion y
propagacion del potencial de accion (King y Hardy, 2013; Pineda y col., 2014).
Ademas, las tarantulas también utilizan sus venenos con propésitos defensivos,
por lo que también presentan componentes necesarios para ahuyentar a algunos
depredadores. Por ejemplo, algunas toxinas peptidicas de tarantulas actian
como agonistas de los receptores de potencial transitorio vaniloide tipo 1
(TRPV1), que son canales que generan estimulos de dolor ardiente en
vertebrados (Herzig y King, 2013). Es por esto que estos venenos estan
constituidos por mezclas extremadamente complejas, que incluyen una gran
variedad de compuestos organicos e inorganicos de bajo peso molecular,
péptidos y proteinas (Kuhn-Nentwig y col., 2011).

En general, los péptidos son los componentes principales para la gran

mayoria de los venenos tarantulas; algunas especies contienen mas de 1000
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péptidos Unicos con un rango de masa de 2 a 8 kDa (Escoubas y Rash, 2004;
King y Hardy, 2013). Esto se aplica también para el resto de las arafias; por
ejemplo, un aproximado de 1,000 péptidos de venenos de arafias han sido
descrito para 86 especies, el cual representa aproximadamente el 0.01% de 10
millones de péptidos nuevos estimados para el total de especies de arafas
reportadas (Herzig y col., 2011). Menos de la mitad de los péptidos de venenos
de arafa reportados han sido funcionalmente caracterizados. Sin embargo, los
blancos moleculares conocidos que son afectados por toxinas de arafias, son de
gran relevancia para el campo farmacoldgico. La mayoria de los péptidos
caracterizados poseen alta afinidad por una diana molecular en particular y son a
menudo selectivos para algun subtipo de receptor, por lo que esta selectividad,
diversidad funcional y estabilidad bioldgica hace que los péptidos sean atractivos

compuestos para el desarrollo de farmacos (Saez y col., 2010).

2.3.1Compuestos de bajo peso molecular

2.3.1.1 lones, acidos organicos y nucleotidos

Haciendo referencia a este primer grupo de compuestos, un veneno de arafia
tiene una concentracion especifica de iones y se ha reportado que, en
comparacién con la hemolinfa, los venenos de tarantula contienen
concentraciones elevadas de iones K* y concentraciones bajas de Na'. Por
ejemplo, el veneno de Eurypelma californicum contiene 9.4 mM de Na*, 70.4 mM
de K*, 2.9 mM de Ca™ y 11.2 mM de Mg (Savel-Niemmaan, 1989). A esta
concentracion, el potasio es capaz de inducir una despolarizacion de fibras
axonales alrededor del sitio de inyeccion del veneno lo que se traduce en
provocar la pardlisis de una presa, por lo que el potasio ejerceria un efecto
sinérgico con las neurotoxinas (Kuhn-Nentwig y col., 2011).

El acido citrico también ha sido encontrado en venenos de tarantulas. Existen
cuatro posibles razones de su presencia: 1) por si solo, es eficaz para prevenir el
crecimiento de bacterias a las concentraciones que se produce en diferentes
venenos de arafias (16-147 mM); 2) se puede asumir que sirve como un

promotor para hacer cumplir el efecto de otros antimicrobianos o de otras
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sustancias; 3) como un agente quelante puede inhibir parcialmente la accion de
algunas enzimas como metaloproteasas dependientes de zinc y de calcio, y de
fosfolipasas A2. Después de la inyeccion del veneno en la presa, las
concentraciones de acido citrico se diluyen y las enzimas podrian activarse y 4)
el citrato podria servir como un contraion de los péptidos citoliticos altamente
cationicos y de acilpoliaminas; ademas, podria ser responsable de que el valor
de pH en los venenos de arafias sea entre 5.3 y 6.1 (Kuhn-Nentwing y col.,
2011).

También se han identificado la presencia de nucle6tidos tales como ATP, ADP
y AMP en venenos de tarantulas. Por ejemplo, en E. californicum, Dugesiella sp.
y Aphonopelma sp. (Schanbacher y col., 1973; Chan y col., 1975; Odell y cal.,
1989; Savel-Niemann, 1989; Weisel-Eichler y Libersat, 2004). En un estudio
elaborado por Horta y col. (2013) sobre el veneno de una tarantula brasilefia
Lasidiora sp., se evalud su efecto sobre el tono vascular. En ese estudio se
encontré que el veneno produce un efecto vasorrelajante sobre segmentos
aislados de aorta de rata de una manera dependiente de endotelio. Ese efecto
se debia a un aumento en la actividad de la enzima eNOS (6xido nitrico
sintetasa endotelial) por la fosforilacién del residuo de Ser''””, un sitio de
activacion bien conocido de la enzima. Mediante una estrategia biodirigida, se
purifico el principal componente responsable de la actividad vasorrelajante, el
ADP. Tanto el efecto del veneno, como el del ADP, fueron significativamente
inhibidos por suramina; un antogonista del receptor P2 purinérgico (Burnstock,
2002; Buvinic y col., 2002; Burnstock, 2007; Hess y col., 2009).

2.3.1.2 Aminoacidos, poliaminas y neurotransmisores

Dentro de este segundo grupo, las acilpoliaminas son una clase de
compuestos organicos neuroactivos de bajo peso molecular presentes en
venenos de varias familias de arafas, incluyendo a la familia Theraphosidae.
Estos compuestos presentan un rango de peso molecular de 300 a 1,000 Da e
inhiben la actividad principalmente de receptores ionotropicos de glutamato y de

acetilcolina lo que conduce a un blogueo neuromuscular observado como una
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paralisis rapida tanto en vertebrados e invertebrados (Kuhn-Nentwig y col.,
2011). En cuanto a su estructura, las acilpoliaminas, poseen generalmente, un
grupo acilo aromatico (inddlico o fendlico) terminal en un extremo conectado a
cadena de poliamina, ya sea por la presencia de un aminoacido o no (Figura 2).
La cadena de poliamina se caracteriza por poseer cargas positivas sobre los
grupos aminos libres y secundarios, lo cual explica su actividad bloqueadora de
canales ionicos selectivos a cationes. En general, estas toxinas son activas
sobre canales catiénicos de K*, Ca™ y en canales ionotrépicos de glutamato y de
acetilcolina. Las acilpoliaminas se clasifican en dos grupos, las que contienen un
aminoacido enlazante y las que carecen de éste, como se menciond
anteriormente (ver ejemplos en la Figura 3), pero ambas tienen efecto similar
sobre los receptores de glutamato. En tarantulas, la presencia de acilpoliaminas
sin la presencia del aminoacido enlazante ha sido reportada (Kuhn-Nentwig y
col., 2011).

En insectos, la actividad biolégica de las acilpoliaminas es caracterizada por
provocar una paralisis reversible por el bloqueo, dependiente de la
concentracién, de canales ionotrépicos de glutamato post-sinapticos. El sitio de
interaccion de estos componentes se encuentra localizado en el poro del
receptor ionotrépico cuando es accesible por la activacion del ligando.
Unicamente en presencia de la actividad sinaptica, las acilpoliaminas interactian
con el receptor ya mencionado. Por lo que la presencia del acido glutamico
(aminoacido) también reportada en venenos de tarantulas se considera una
estrategia durante el proceso del envenenamiento para la activacion de los
receptores mencionados lo que explica la eficacia de este tipo de venenos
(Kuhn-Nentwig y col., 2011).

Grupo Amida Cadenade Amina
aromatico poliamina terminal
terminal

0

@__-_JKN/\_.NH/\.-\,W\_-_,NHZ
|
R

Figura 2. Estructura general de las toxinas acilpoliaminas
(Usherwood y Blagbrough, 1991).
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grupo fendlico terminal conectado via asparagina a la cadena de poliamina

(Grishin y col., 1998).

AGEL 489. Acilpoliamina sin un aminoacido enlazante con un grupo inddlico

terminal conectado a la cadena de poliamina (Jasys y col., 1990).
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AGEL 468. Acilpoliamina sin un aminoacido enlazante con un grupo fendlico

terminal conectado a la cadena de poliamina (Jasys y col., 1990).

Figura 3. Ejemplos de toxinas acilpoliaminas caracteristicas en venenos de
arafas (estructuras tomadas de Kuhn-Nentwig y col., 2011).
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En un estudio del 2013, se purificd una acilpoliamina de 728 Da nombrada
VdTX-1, presente en el veneno de la tarantula Vitalius dubius. Esta toxina mostro
una actividad antogonista no competitiva sobre receptores nicotinicos de
acetilcolina en preparaciones musculo-nervio biventer cervicis de pollo (Rocha-e-
Silva y col., 2013). En un estudio reciente realizado por Sutti y col., en el 2015,
se encontré que esta misma toxina presenta actividad antimicrobiana contra 12
especies de microorganismos, inhibiendo su crecimiento e inclusive presentando
un efecto mas rapido que la estreptomicina. Ademas, presenta selectividad, ya
gue no mostrd citotoxicidad contra células sanguineas de linaje mamifero. Por
otra parte, las acilpoliaminas también pueden inhibir a los receptores TRPV1,
mismos que estan involucrados en la nocicepcion y en la deteccion de
temperatura en vertebrados; como se observé con acilpoliminas aisladas del
veneno de la arafia Agelenopsis aperta (Kitaguchi y Swartz, 2005).

La presencia de aminas biogenas como la histamina, serotonina, octopamina
y acetilcolina se ha reportado en venenos de tarantulas (Kuhn-Nentwig y col.,
2011). La histamina es un neurotransmisor y neuromodulador que en artropodos
actia como neurotransmisor de fotoreceptores y mecanoreceptores (Nassel,
1999 y Buchner y col., 1993). La importancia de la histamina en los venenos de
arafias se centra en tres principales aspectos: 1) en la generacion de dolor para
la defensa ante depredadores vertebrados; 2) propiciar un aumento el flujo
sanguineo local y la permeabilidad celular, facilitando la difusién del veneno en el
tejido de la presa y 3) como modulador después del envenenamiento en
insectos. Es decir, que la histamina actie como un potenciador sinérgico de
otras toxinas presentes en los venenos como ya se ha demostrado (Kuhn-
Nentwig y col., 1994; Wullschleger y col.,, 2005). La octopamina ha sido
identificada en muchos artrépodos y se considera una hormona de “lucha o
huida” en insectos; que desempefia un papel importante en la modulacién de
musculos involucrados en el vuelo, por lo que su presencia en venenos podria
afectar la actividad muscular en insectos. Al igual que la histamina, la serotonina
puede estar involucrada en la defensa de las tarantulas mediante la generacion

de dolor (Herzig y King, 2013). La acetilcolina, es el principal neurotransmisor
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excitatorio de receptores quimio y mecano sensoriales en el sistema nervioso de
insectos. La presencia de este neurotransmisor en venenos de tarantulas se cree
gue puede afectar al sistema nervioso de los insectos (Kuhn-Nentwig y col.,
2011).

2.3.2 Miniproteinas

2.3.2.1 Caracteristicas estructurales

Las miniproteinas son péptidos neurotoxicos ricos en enlaces disulfuro que
comprenden un rango de peso entre 2 a 8 kDa (27-65 residuos de aminoacidos)
y son los componentes mas estudiados de los venenos de tarantulas (Escoubas
y col.,, 2006). Estos péptidos han evolucionado a través de un proceso de
duplicacién genético, de modo que cada especie de tarantula produce mdultiples
isoformas de cada péptido, algunas de las cuales, unicamente difieren en un sélo
residuo de aminoécido (Sollod y col., 2005).

Debido a la riqueza de cisteinas (6-14), las miniproteinas adoptan motivos
estructurales de enlaces disulfuro en las cadenas polipeptidicas. En este sentido,
el pliegue mas comun que presentan estos componentes es un nudo de tres
enlaces disulfuro conocido como motivo proteinico ICK (por sus siglas en inglés
inhibitor cystine knot), el cual confiere a las miniproteinas estabilidad quimica,
térmica y biolégica (Herzig y King, 2013). El motivo ICK es definido como una
lamina [ antiparalela estabilizada por un nudo de cistinas. La lamina
comprende tipicamente dos hebras, aunque en algunas ocasiones una tercera
hebra N-terminal puede estar presente (Figura 4A). El nudo de cistinas (cystine
knot) comprende un anillo formado por dos enlaces disulfuro (Cys1l-Cys4 y
Cys2—-Cys5) y un tercer enlace disulfuro (Cys3-Cys6) en las secciones
intermedias de la cadena peptidica principal que cruza el anillo para formar un
pseudo-nudo (Figura 4B). Los dos puentes disulfuro centrales que emanan de
las hebras estan estrechamente empaquetados uno contra el otro y forman el
nucleo hidrofébico compacto en los péptidos (Norton y Pallaghy, 1998). En un
estudio reciente, se demostr6 que el motivo ICK presente en el péptido

insecticida w-hexatoxina-Hvla (Hvla) es notablemente resistente a la
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degradacion quimica. Este péptido es estable en el intervalo de pH 1-8, a
temperaturas de hasta 75 °C y cuando se disuelve en una gama de disolventes
organicos. Por otra parte, se encontré que esta toxina es altamente resistente a
la degradacion proteolitica, con una excelente estabilidad en la hemolinfa de
insectos y de plasma humano, y bajo la accidén de la proteinasa K. Estos altos
niveles de resistencia quimica y proteolitica fueron completamente suprimidos
cuando el motivo ICK de la toxina fue destruido por reduccion y la alquilacion de

los seis residuos de cisteina. (Herzig y King, 2015).

Figura 4. Motivo ICK del péptido w-hexatoxina-Hvla. A. Esquema del motivo
ICK, el cual comprende una lamina B-antiparalela estabilizada por un nudo de
cistinas. Las hebras 3 estan mostradas en verde y los seis residuos de cisteinas
que forman el nudo estan etiquetados. En toxinas de tarantulas, la lamina 3
tipicamente comprende dos hebras B alojando a las Cys5 y Cys6, aunque una
tercera hebra N-terminal abarcando a la Cys2 se encuentra algunas veces
presente. Los dos enlaces disulfuros externos se muestran en verde y el enlace
disulfuro interno en rojo. B. Esquema de estructura tridimensional de la toxina
destacando el motivo ICK. El nudo de cistina comprende un anillo formado por
dos enlaces disulfuro (Cysl-Cys4 y Cys2-Cys5, sefalados en verde) y las
secciones intermedias de cadena principal del polipéptido (en gris), con un tercer
disulfuro (Cys3—Cys6, enrojo) que perfora el anillo para crear un pseudo -nudo.
El nucleo hidréfobo de la toxina se compone principalmente de los dos puentes
disulfuro centrales conectados a las hebras 3 (tomado de Herzig y King, 2015).
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El motivo proteico “Kunitz motif’, es otro arreglo poco descrito en toxinas de
tarantulas, el cual se caracteriza por una hélice N-terminal corta 330, una a-hélice
C-terminal y una [(-estructura antiparalela de tres cadenas con el siguiente
arreglo de puentes disulfuro C*-C® c?-C* C3-C® (Figura 5B). Este motivo ha sido
descrito en pocas miniproteinas del veneno de tarantulas, por ejemplo, en la k-
theraphotoxina-Hhla del veneno de H. schmidti, la cual posee actividad
bloqueadora de un canal de potasio y como inhibidor de proteasa (Peng y col.,
2002). Ademas, este motivo proteico se ha encontrado presente en una
considerable diversidad de péptidos y proteinas tales como en inhibidores de
tripsina pancreatica, neurotoxinas de serpientes, garrapatas, caracoles del
género Conus y anémonas de mar. Otro motivo proteinico presente se denomina
“disulphide-directed B-hairpin” (DDH), que es considerado un motivo ancestral y
se caracteriza por ser una horquilla-B estabilizada por dos enlaces disulfuro
obligatorios. La disposicion de enlaces disulfuro se da como C'-C3, c2-C®, C’-
C® (Figura 5C). Un ejemplo de este arreglo lo presenta la toxina U1l-
theraphotoxina-Hh1la procedente del veneno de Haplopelma schmidti (Shu y col.,
2002). En la Figura 5 se muestran los tres plegamientos reportados para las
toxinas de tarantulas. A) k-TRTXGr3a de Grammostola rosea, que contiene el
motivo proteinico ICK; (B) k-TRTX-Hhla de Haplopelma schmidti, tiene un
pleglamiento de tipo Kunitz y (C) U;-TRTX-Hhla también de Haplopelma

schmidti, presenta un pliegue tipo DDH.
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k-TRTX-Gr3a k-TRTX-Hh1a U4-TRTX-Hh1a

I 1 T 1

C—C—CC—C—C C—C—C—C—C—C C—C—C—C—C—C
1-4, 2-5, 3-6 1-6, 2-4, 3-5 1-3, 2-5, 4-6

Figura 5. Ejemplos de los tres plegamientos reportados para las toxinas
peptidicas de venenos de tarantulas. (A) k-TRTXGr3a, (B) k-TRTX-Hh1 y (C) U;s-
TRTX-Hhla. El nitrégeno (N) y el carbono (C) terminal estan etiquetados en
cada estructura, y los enlaces disulfuro se muestran como tubos gruesos. Las
conectividades de los enlaces disulfuro se muestran debajo de cada estructura
(imagen tomada de Herzig y King, 2013).

2.3.2.2 Efectos farmacoldgicos

En cuanto a la actividad farmacolégica de las miniproteinas, se ha encontrado
gue la mayoria de estas actlua sobre canales ionicos a nivel del sistema
nervioso. En la Figura 6 se muestra una gréfica que resume las actividades
biolégicas de las miniproteinas aisladas de tarantulas de acuerdo a la base de
datos de ArachnoServer (Herzig y col., 2011). En esta se observa claramente
gue la mayoria de las miniproteinas identificadas poseen actividad neurotdxica,
mismas que actlan principalmente sobre canales dependientes de voltaje.
Muchos de estos péptidos son selectivamente insecticidas o modulan la
actividad de varias dianas moleculares de vertebrados, incluyendo de seres
humanos. En particular, como ha sucedido con varias toxinas de varias familias
de arafas, las toxinas selectivas a insectos han sido patentadas para su posible
uso como agentes bioinsecticidas para el control de plagas de insectos fit6fagos
0 vectores de nuevas y reemergentes enfermedades (Windley y col., 2012).
Algunas neurotoxinas han sido empleadas como herramientas moleculares para
la identificacion y caracterizacion de subtipos de canales i6nicos. Otras, incluso

ya han sido patentadas como agentes antiarritmicos y analgésicos (Herzig y
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King, 2013). En la Figura 7, se indican los blancos moleculares descritos para
miniproteinas registradas en la base de datos de Arachnoserver. Ademas de sus
acciones neurotoxicas bien conocidas, las toxinas peptidicas de tarantulas se
han identificado con una extensa gama de otras actividades biologicas
interesantes que incluyen propiedades antimicrobianas, antiparasitarias,

inhibidores de proteasas, entre otras (Herzig y King, 2013).
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Figura 6. Grafica del resumen de las actividades biolégicas reportadas para 450
toxinas peptidicas de la familia Theraposidae. Datos tomados de la base de
ArachnoServer (Herzig y col., 2011).
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Figura 7. Gréfica de los blancos moleculares identificados para las toxinas
peptidicas de la familia Theraphosidae de la base de datos de Arachnoserver
(Herzig y col., 2011).

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nay) son esenciales para la
despolarizacion del nervio y masculo. Estos canales dan inicio a los potenciales
de accidén y son esenciales para su propagacion. Esto hace que este tipo de
canales sean el primer blanco molecular para las neurotoxinas que inducen
pardlisis (Nentwig y Kuhn-Nentwig, 2013). Todas las toxinas aisladas de venenos
de arafias que actlan en sobre este tipo de canales son modificadores
alostéricos que impiden que el poro del canal se ocluya, lo que conduce a un
cambio conformacional alterando el equilibrio entre los estados abierto, cerrado e
inactivado del canal (Klint y col., 2014). Estas toxinas pueden inducir sintomas
excitatorios en su presa que, en Ultima instancia, conducen a la paralisis. En
insectos, Unicamente un solo subtipo de canales Nay ha sido descrito. dada su
importancia, este canal se convierta en un excelente blanco molecular para las
toxinas de las tarantulas que buscan incapacitar a sus presas (King y col., 2008).
En contraste, en mamiferos hay una gran diversidad de canales Nay, a la fecha
se han descrito nueve subtipos Nayl.1-Nay1.9 y se clasifican de acuerdo a su

sensibilidad a la tetrodotoxina. Los canales sensibles a la tetrodotoxina Na,1.3 y
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en especial Nayl.7 y el canal resistente a la tetrodotoxina Na,1.8 estan
involucrados en la sefalizacion del dolor. En la actualidad varios farmacos que
actian sobre los canales Nay como la fenitoina, carbamazepina, lamotrigina y
lidocaina estan siendo evaluados para el tratamiento de enfermedades como la
epilepsia y dolor neuropatico. El canal Nayl.4 se encuentra selectivamente
localizado en células musculares en la funcién neuromuscular y es un blanco
molecular prometedor para farmacos que actian como relajantes musculares
(Oldrati y col., 2013). En este contexto, las miniproteinas presentes en venenos
de tarantulas son prometedoras herramientas farmacoldgicas para el desarrollo
de farmacos contra enfermedades neurodegenerativas y para el tratamiento del
dolor neuropético, entre otras. En la Tabla 3 se indica el subtipo de canales Nay
sobre los que modulan las neurotoxinas procedentes del veneno de tarantulas a
la fecha, en base a la base de datos de Arachnoserver (Herzig y col., 2011). La
toxina mas potente encontrada es la f/w TRTX-Tp2a (protoxina-2) del veneno de
Thrixopelma pruriens con una CI50 de 0.3 nM en canales Nayl1l.7 de humano
(Figura 8A) (Klint y col., 2012).

Tabla 3. Subtipos de canales de Nay de vertebrados sobre los que actian
las miniproteinas procedentes del veneno de tarantulas.

Canal Nav Numero
(vertebrados) | de toxinas
1.1 7
1.2 13
1.3 11
1.4 6
15 15
1.6 4
1.7 11
1.8 8
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Los canales de potasio dependientes de voltaje (K,) constituyen una clase de
canales importantes en la terapéutica. Se encuentran localizados en neuronas
sensoriales, donde se involucran en el proceso de la nocicepcion y en musculo
cardiaco, donde estan implicados en arritmias (Oldrati y col., 2013). El canal de
potasio sensible al voltaje Ky1.3 es un blanco molecular para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos T (esclerosis multiple, artritis
reumatoide y psoriasis), ya que mediante su inhibicién selectiva proporciona un
mecanismo terapéutico sin inducir una inmunosupresion generalizada. ShK-186,
una miniproteina del veneno de una anémona marina gue cuenta una gran
potencia y selectividad e inhibe los canales Ky1.3. Actualmente, este compuesto
se encuentra en etapas clinicas para el tratamiento de esclerosis y artritis
psoriasica (Chi y col., 2012). Dada la participacion de los canales Ky en la
liberacion de neurotransmisores por la induccién de la etapa de repolarizacion, la
modulacion de este tipo de canales por toxinas de tarantulas es moderadamente
comun (como se aprecia en la Figura 7). Los péptidos de venenos de tarantulas
gue se han aislados modulan una variedad de subtipos de canales Ky (King,
2015). A la fecha, el péptido mas potente de venenos de tarantulas es la k-
TRTX-Scla (stromatoxina-1) encontrada en el veneno de Stromatopelma
calceatum (Figura 8B) con una concentracion inhibitoria media (ICso) de 1.2 nM
en canales K,4.2 de vertebrados (Herzig y King, 2013).

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cay) estan involucrados en la
liberacion del neurotransmisor en las sinapsis, en la contraccibn muscular y en
otros procesos como secrecion de hormonas, proliferacion celular y expresiéon de
genes (Flérez, 2008). Dada la importancia de los canales de Cay en los procesos
de contraccién muscular y liberacion de neurotransmisores, este tipo de canales
son excelentes blancos moleculares de las toxinas de tarantulas para inducir un
bloqueo de larga duracion de canales presinapticos y asi generar una paralisis
en las presas. Este tipo de toxinas comunmente son llamadas w-toxinas. La
toxina procedente de venenos de tarantulas mas potente, que actla sobre
canales Cay, es la w-TRTX-Hgla (SNX482) aislada del veneno de Hysterocrates

gigas (Figura 8C) con una ICso de 30 nM en canales de Cay2.3 en vertebrados.
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Hasta el 2013, las toxinas de tarantulas que actuan sobre Cay presentan tres
enlaces disulfuro y un rango de tamafio entre 28-42 residuos de aminoacidos
(Herzig y King, 2013). Las toxinas de tarantulas que modulan canales Cay tienen
una perspectiva interesante para ser investigados para el desarrollo de
analgésicos. En humanos, de los diez subtipos de Cay identificados, los subtipos
Cay2.1, Cay2.2 y Cay2.3 son las dianas farmacoldgicas validadas para el
tratamiento del dolor. Por ejemplo, el medicamento analgésico aprobado por la
FDA, Prialt®, consiste en un péptido ICK del veneno del gasterépodo marino
Conus magus que inhibe la actividad de canales Cay2.2 (King, 2015). Hay varias
toxinas de arafias que muestran modulan la actividad de varios tipos de canales
Cay, es decir, que no son especificas para un subtipo de Cav en particular. A
pesar de ello, muestran actividad analgésica sin causar efectos adversos (King,
2015). Por ejemplo, la toxina, w-ctenitoxina-Pn4a de la arafla Phoneutria
nigriventer muestra actividad en los canales Cayl1.2, Cay2.2, Cay2.1 y Cay2.3; a
pesar de ello, mostro ser eficaz en modelos dolor inflamatorio y dolor neuropatico
en ratas y ratones sin causar alteraciones en el comportamiento de los roedores
e indujo los maximos efectos antinociceptivos (Vieira y col., 2005; Souza y col.,
2008). Ademaés, esta toxina tiene el potencial para ser empleada como
adyuvante en el tratamiento del dolor con opioides, ya que potencia el efecto
analgésico de la morfina y reduce los efectos adversos de dosis repetidas de
morfina, incluyendo tolerancia, estrefiimiento, hiperalgesia y sintomas de
abstinencia (De Souza y col.,, 2011). En particular, la toxina w-TRTX-Hgl del
veneno de la tarantula Hysterocrates gigas que bloquea canales Cay2.3 se
encuentra a la espera de ser evaluada en modelos animales de dolor (Klint y
col., 2014). Por otra parte, el canal Cay2.1 es altamente expresado en el sistema
nervioso central y se cree que juega un rol clave en desérdenes neuroldgicos
como epilepsia, ataxia, degeneracion en la enfermedad de Alzheimer, entre otros
(Nimmrich y Gross, 2012). Las toxinas peptidicas de las tarantulas y en general
de las arafias representan una fuente de moléculas para el desarrollo farmacos

para el tratamiento de este tipo de enfermedades (King, 2015).
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Los canales mecanosensitivos (MSC’s) estan relacionados con varios
procesos fisiolégicos. En las neuronas sensoriales, estos canales estan
involucrados en la mecanotransduccion de estimulos externos como la presion y
el tacto, mientras que en el corazon, se encuentran implicados en condiciones
patolégicas como la fibrilacién auricular (Oldrati y col., 2013). En venenos de
tarantulas también se han encontrado miniproteinas capaces de actuar sobre
este tipo de canales (Herzig y King, 2013). Un potente bloqueador de este tipo
de canales es la toxina M-TRTX-Grlb (GsMTx4) (Figura 8D), procedente de la
tarantula chilena Grammostola rosea, de la que se ha demostrado que bloquea
este tipo de canales sin ningun efecto citotéxico. Actualmente, esta toxina se
estd siendo empleada para estudiar la estructura y la farmacologia de los
MSC’s. Ademas, teniendo en cuenta la implicacion de estos canales en
sensacion de dolor, esta toxina fue sugerida como candidato a farmaco para
reducir el dolor neuropatico y mecéanico (Gottlieb y col., 2004; Park y col., 2008).
Por otra parte, los MSC’s estan involucrados en las arritmias cardiacas, por lo
gue el uso de la toxina GsMTx4 para el tratamiento de este tipo de enfermedad
también podria ser considerado. También, una aplicacion de esta toxina en el
tratamiento de distrofia muscular ha sido propuesta. Esta enfermedad hereditaria
se caracteriza por defectos en las proteinas musculares que impiden el
movimiento y conducen a insuficiencia respiratoria (King, 2015). El bloqueo
selectivo de los canales parece mejorar el rendimiento muscular y mitigar esta
condicion patologica. Otra posible aplicacidon es para el tratamiento de la
xerocitosis hereditaria, ya que la toxina GsMTx4 bloquea al canal
mecanosensitivo selectivo Piezo 1 que asocia a esta enfermedad (Saez y col.,
2010; Bae y col., 2011; Zarychanski y col., 2012).

La familia de canales TRP (Receptores de Potencial Transitorio) son una
diana molecular emergente para el tratamiento de diferentes enfermedades
como el dolor neuropatico, migrafia y enfermedad inflamatoria del intestino
(Holzer, 2011; Eid, 2011; Benemei y col., 2013; Julius, 2013). Los canales TRP
son los responsables de mediar la respuesta a sensaciones tales como el calor,

el frio y la presion y responden a algunos productos quimicos en alimentos
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picantes como a la capsaicina presente en los chiles y el mentol de la menta
(Julius, 2013; Vay y col., 2012). Los receptores TRPV1, TRPV3 y TRPAL son de
particular interés, ya que su modulacion puede generar un efecto analgésico.
Actualmente, una preparacion de capsaicina topica, un agonista de receptores
TRPV1, es empleada para el tratamiento del dolor (Anand y Bley, 2011). El
fundamento de utilizar activadores de la actividad del receptor radica en que
estos compuestos promuevan la desensibilizacion de TRPV1 y generen el efecto
analgésico deseado (Julius, 2013; Vay y col.,, 2012). Con la finalidad de
investigar de una manera mas profunda la estructura y funcién de los canales
TRPV1, herramientas moleculares selectivas son necesarias para ello. Por
ejemplo, la toxina DKTX, recientemente fue empleada para capturar la estructura
del estado abierto del canal TRPV1 (Cao y col., 2013). Las toxinas peptidicas de
tarantulas que actian como agonistas de canales TRPV1 generan la activacion
de este receptor que produce un dolor ardiente en vertebrados, por lo que estas
toxinas pueden jugar un papel defensivo contra los depredadores vertebrados
(Herzig y King, 2013). La toxina promiscua (p/w-theraphotoxina-Tpla), la cual
inhibe la actividad de canales Nay, Cay y Ky, recientemente se encontré que
ademas inhibe la actividad de canales TRPAL (Gui y col., 2014). Estas toxinas
representan una herramienta Gtil para la caracterizacion estructural y el estudio
farmacoldgico de estos canales y que podrian llegar a ser considerados
compuestos lideres para el desarrollo de farmacos con propiedades analgésicas
(King, 2015).

La concentracién de protones, o el pH, es uno de los pardmetros fisiolégicos
mas estrictamente controlados. Las alteraciones fisiologicas al pH estan a
menudo asociadas a condiciones patolégicas, por lo que los mamiferos estan
equipados con sistemas para detectar acidosis (King, 2015). En este contexto,
los canales sensibles al &cido (ASIC) parecen ser los sensores de &acido
primarios en nociceptores humanos (Ugawa y col.,, 2002). Estos canales
pertenecen a la superfamilia ENaC/DEG (epitelial sodium channel/degenerin)
encontrandose principalmente distribuidos en células neuronales y se activan por

una alta concentracion de protones en el medio. Siete subunidades han sido
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identificadas actualmente: ASICla, ASIC11b, ASIC11b2, ASIC12a, ASIC12Db,
ASIC13 y ASIC14 que se combinan para formar canales heterotriméricos u
homotrimétricos que difieren en su sensibilidad al pH, cinética y distribucion
tisular. La subunidad ASIC3 junto con ASIC1la, es la méas sensible al pH y es
altamente expresada en las neuronas sensoriales que inervan la piel, el sistema
muscular y muchos érganos (Deval y col., 2010), y desempefia un papel clave en
el dolor inflamatorio (Deval y col.,, 2008), artritis (Izumi y col., 2012), dolor
postoperatorio y migrafia (Karczewski y col.,, 2010). Informacion reciente
originada de modelos de dolor en roedores, sugiere que la subunidad ASCIb, la
cual es encontrada exclusivamente en neuronas sensoriales periféricas, es
también una diana molecular valida para el desarrollo de analgésicos (Diochot y
col., 2012). La subunidad ASClla es la mas abundante en el sistema nervioso
central y es considera un blanco molecular relacionado en varias condiciones
patoldgicas, incluyendo dolor, accidente cardiovascular isquémico (Xiong y col.,
2004), depresion, glioblastomas de alto grado y enfermedades autoinmunes y
degenerativas como esclerosis multiple (Vergo y col., 2011), enfermedad de
Huntington y Parkinson (Arias y col., 2008; Wong y col., 2008). Por lo anterior,
los inhibidores de ASIC son de gran interés para el desarrollo de farmacos
analgésicos y para el tratamiento de una importante variedad de desérdenes del
sistema nervioso central. La terafotoxina 1-Pcla, también conocida como PcTx1
(Figura 8E), procedente del veneno de la tardntula Psalmopoeus cambridgei esta
constituida por 40 residuos de aminoacidos y tres enlaces disulfuro. Esta toxina
es la mas potente bloqueadora del canal ASIC1a, con una Clso de 0.9 nM en rata
(Saez y col., 2011). En un estudio, se encontré que la administraciéon intratecal o
intracerebroventricular (i.c.v.) de PcTx1 en ratones induce un potente efecto
analgésico, indicando que los canales ASICla presentes en el SNC estan
implicados en el procesamiento de dolor central y que son un blanco molecular
viable para el desarrollo de analgésicos (Pignataro y col., 2007). Por otro lado,
los canales ASICla son una diana terapéutica para el tratamiento del derrame
cerebral, ya que en modelos de roedores de isquemia cerebral, el tamafio del

infarto y los déficits neurolégicos se reducen en gran medida por el bloqueo
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farmacologico de canales ASICla (Xiong y col., 2004; Rooj y cal., 2012). En un
modelo de rata de isquemia focal (oclusion de la arteria cerebral media
transitoria), la inyeccion i.c.v. de la toxina PcTx1, 30 minutos antes y después de
la induccién de la isquemia reduce el tamafio del infarto en un 60%.
Consistentemente con estos resultados, siendo un efecto mediado por los
canales ASIC1la, el tamafio del infarto se redujo de manera similar en un 61% en
ratones knockout de canales ASICla (Xiong y col., 2004). AGn mas interesante
desde una perspectiva terapéutica fue la observacion de que la toxina PcTx1
reduce el tamafio del infarto al 30% cuando es administrada via i.c.v. a las 5
horas después empleando el mismo modelo animal. Por lo tanto, PcTx1 es una
pista prometedora para el desarrollo de nuevas terapias para tratar accidentes
cerebrovasculares (Pignataro y col., 2007).

El blanco molecular sigue siendo desconocido para un poco mas del 50% de
las toxinas reportadas del veneno de tarantulas. La razon principal es que la
mayoria de las secuencias de las toxinas se han derivado de transcriptomas de
la glandula del veneno y no se han realizado estudios sobre su actividad o
identificacion de su blanco molecular. Muchas de estas toxinas podrian actuar
sobre uno de los blancos moleculares ya mencionados. Dada la gran variacion
en el tamafio de las toxinas de tarantulas (de 27 a 116 residuos de aminoacidos)
y en el numero de puentes disulfuro (1-5) se estima que se identifiguen otros

blancos moleculares de accién (Herzig y King, 2013).
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Figura 8. Toxinas mas potentes encontradas en venenos de tarantulas que
modulan diferentes blancos moleculares. (A). B, w-TRTX-Tp2a (protoxina-2), (B).
K-TRTX-Scla (stromatoxina-1), (C). w-TRTX-Hgla (SNX482), (D). TRTX-Grlb
(GsMTx4), (E). m-TRTX-Pcla (PcTx1). Imagenes tomadas de Herzig y col.,
2011.
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2.3.3Enzimas

Las enzimas son componentes constitutivos de los venenos de arafias. En un
analisis realizado por Kuhn-Nentwig y col. (2011) sefiala que se han reportado
diferentes tipos de actividad enzimética en 14 diferentes familias de arafias
(Tabla 4). De acuerdo a esto y con base en el tipo de sustratos sobre los que
actuan, estas enzimas se pueden clasificar en dos principales grupos: enzimas
gue actuan sobre componentes de la matriz extracelular y las que actian sobre
componentes de la membrana celular. Dentro de las enzimas que actian sobre
componentes de la matriz extracelular se encuentran las hialuronidasas, que han
sido reportadas en las familias de arafias Theraphosidae, Sicariidae, Desidae,
Lamponidae, Heridiidae, Ctenidae, Lycosidae. Las colagenasas y otras
metaloproteasas han sido identificadas en los venenos de las familias Araneidae,
Nephilidae, Sparassidae y Lycosidae. Particularmente los venenos de diferentes
especies de arafias del género Loxosceles, bien conocidas como “arafas
violinistas”, han sido investigados con respecto a sus propiedades proteoliticas,
de los cuales se han identificado serina proteasas y metaloproteinasas. Ademas,
enzimas de tipo proteasa han sido reportadas en las familias Hexathelidae,

Theraphosidae, Lycosidae y Lamponidae (Kuhn-Nentwig y col., 2011).

Por otra parte, dentro de las enzimas que actlan sobre componentes de la
membrana celular como fosfolipidos de diversa composicion quimica, se
encuentran las fosfodiesterasas, fosfolipasas y esfingomielinasas tipo D. Estas
ultimas se encuentran particularmente presentes en los venenos de arafias del
género Loxosceles, que son las causantes del efecto necrético que causa su
mordedura en los tejidos afectados. El objetivo de la presencia de estas clases
de enzimas es la de destruir la barrera de la matriz extracelular y las membranas
celulares para facilitar que la distribucion de las toxinas para puedan alcanzar a
su diana molecular y ejercer su efecto de una manera mas rapida en sus presas.
Ademas, la actividad proteolitica de algunas de estas enzimas facilita la digestion

preoral posterior (Kuhn-Nentwig y col., 2011).
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Otros tipos de enzimas han sido reportadas en venenos de arafas. Por
ejemplo, una isomerasa de Agelenopsis aperta que altera la quiralidad del
residuo de Ser46 a la configuracion D de la w-agatoxian IVB y mejora la
actividad de esta toxina en casi dos 6rdenes de magnitud (Heck y col., 1994;
Shikata y col., 1995). Ademas, una ATPasa, que cataliza la desfosforilacion de
ATP a ADP ha sido descrita en los venenos de Loxosceles laeta y L. reclusa
(Geren y col.,, 1976; Schenone y Suarez, 1978). Por otro lado, una cininasa
activadora de la bradiquinina ha sido aislada del veneno de Latrodectus
tredecimguttatus. Esta podria ser identificada como una tiol-endopeptidasa que
actia con gran especificidad en el enlace Pro-Phe de la bradicinina y la
angiotensina | (Akhunov y col., 1996). Las fosfatasas de tipo acido y alcalino
estan relacionadas con una variedad de procesos biologicos, como traduccién de
sefales, regulacion metabdlica y metabolismo energético (Kostrewa y col.,
1999). Este tipo de enzimas han sido identificadas en los venenos de Parawixia
bistriata (Rodrigues y col., 2006) y Loxosceles reclusa (Heitz y Norment, 1974).

Con base en el andlisis elaborado por Kuhn-Nentwig y col., (2011), en la
familia a la que pertenecen las tarantulas (Theraphosidae), las enzimas
representativas son hialuronidasas, fosfodiesterasas y proteasas. Sin embargo,
algunos autores sugieren que la presencia de proteasas en los venenos de
tarantulas se debe a contaminacion por saliva del espécimen al momento de la

extraccion del veneno (Escoubas y Rash, 2004).
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Tabla 4. Enzimas descritas en venenos de diferentes familias de arafas (tomado
de Kuhn-Nentwig vy col., 2011).

Familia Especies Enzima
Agelenidae Agelenopsis aperta Isomerasa de péptidos
_ Eriophora transmarina Colagenasa (proteinasa)
Araneidae S i —
Parawixia bistriata Fosfatasas alcalina y acida
_ Cupiennius salei Hialuronidasa
Ctenidae : : : :
Phoneutria (dos especies) Hialuronidasa, proteasa
Desidae Badumna insignis Hialuronidasa, proteasa
Eresidae Eresus kollari Fosfolipasa A2

Hexathelidae

Atrax robustus

Hialuronidasa, fosfodiesterasa,

proteasa

Hadronyche versuta

Fosfolipasa A

Lamponidae Lampona cylindrata Hialurnidasa, proteasa
_ _ Hialuronidasa, metaloproteasa,
Hippasa (tres especies) _ _
. serinproteasa, fosfolipasa A2
Lycosidae :
_ Hyaluronidasa, proteasa
Lycosa (dos especies) _
(colagenasa), serin proteasa
Miturgidae Cheiracanthium mildei Fosfolipasa A2
Nephilidae Nephila edulis Colagenasa (peptidasa)
Fosfatasa alcalina, ATPasa,
_ esterasa, hialuronidasa,
o Loxosceles (16 especies) ) _
Sicariidae metaloproteinasa, proteasa, serin-

proteasa, fosfolipasa D, chitinasa,

Sicarius (9 especies)

Fosfolipasa D

Sparassidae

Holconia immanis

Colagenasa (proteinasa)

Aphonopelma (3 espeies)

Hialuronidasa, fosfodiesterasa,

Theraphosidae proteasa
Vitalius dubius Hialuronidasa
o _ Hialuronidasa, cinasa,
Theridiidae Latrodectus tredecimguttatus

fosfodiesterasa
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2.3.3.1 Hialuronidasas

Las hialuronidasas son glucosidasas que hidrolizan preferentemente al
hialuronano (polimero del &cido hialurénico), componente de la matriz
extracelular, especialmente de tejido conectivo blando. Estructuralmente, el
hialuronano es un polisacéarido lineal formado por unidades repetidas del
disacarido N-acetil-B-D-glucosamina (GIcNAc) y B-D-&cido glucoronico (GIcUA),
unidos alternadamente por enlaces glicosidicos -1,3 y B-1,4 (Figura 9), que bajo
condiciones fisiologicas se encuentra en rango de peso de 10° y 10’ Da y es
altamente anionico debido a la presencia de grupos carboxilo que le confieren
carga negativa. El acido hialurénico es critico para el ensamblaje y la estructura
de la matriz extracelular tanto a nivel celular y de tejido. El gran tamafio del
hialuronano proporciona rigidez a la matriz extracelular y tiene una funcién de
andamiaje para varios sus constituyentes. Los grupos hidréfilos del hialuronano
atraen el agua para hidratar los tejidos, lubricar las articulaciones, y llenar
espacio. Un hialuronano hidratado, permite a la matriz extracelular facilitar el
movimiento y la proliferacion celular, que es fundamental durante los procesos
de desarrollo temprano, y en la regeneracién y remodelacion de tejidos; como
por ejemplo durante la cicatrizacion de heridas (Triggs-Raine y Natowicz, 2015).
Otra de las funciones, es que el hialuronano y sus proteinas de unién regulan la
expresion de genes inflamatorios, reclutamiento de células y liberacion de
citoquinas inflamatorias, y puede atenuar el curso de la inflamacion,
proporcionando proteccion contra el dafio tisular (Petrey y Carol, 2015). Ademas,
el hialuronano se relaciona en los procesos de ovulacién y fertilizacion (Salustri y
col., 1999). Las funciones del hialuronano dependen de su tamafo; el
hialuronano de masa molecular alta y baja suelen tener efectos opuestos sobre
la transicion epitelio mesénquima, inflamacion y angiogénesis (Erickson y Stern,
2012).

De acuerdo al articulo de revision elaborado por Bordon y col. (2015), las
hialuronidasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
reportandose su presencia en venenos de animales, 6rganos humanos, fluidos

corporales, bacterias, hongos, bacteri6fagos, crustaceos, moluscos,
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sanguijuelas, parasitos (anquilostoma), tejidos animales y ademas en algunos
tumores malignos.

Las hialuronidasas son enzimas que por si mismas no son tdxicas pero
derivado de su actividad enzimatica, al degradar principalmente &acido
hialurénico, reducen la viscosidad del medio y originan que la matriz extracelular
sea menos rigida, aumentando su permeabilidad a toxinas y facilitando su
distribucion. De esta forma, estas enzimas contribuyen al efecto local y sistémico
del veneno de animales en sus presas o victimas (Nagaraju y col., 2007; Ferrer y
col., 2013). Por esta razon, a estas enzimas se les conocio inicialmente con el
nombre de “factores de difusion” (“spreading factors”), un término introducido por
Duran en 1933, que posteriormente a través de ciertas investigaciones seria
comprobado por Tu y Hendon (1983). En este contexto, hay varias
investigaciones que demuestran el efecto potenciador de las hialuronidasas
hacia diferentes toxinas, esto con la finalidad de comprender los mecanismos de
accion bajo el cual diversos venenos actuan y ejercen su efecto toxico. La
hialuronidasa presente en el veneno de la oruga Premolis semirufa tiene un rol
muy importante en la periartritis falangica que ocasiona el envenenamiento por
este animal en Brasil (Villas-Boas y col.,, 2013). Otro ejemplo es de una
hialuronidasa recombinante del veneno de la arafia Loxosceles intermedia, la
cual incrementa el efecto dermonecrético de la toxina, también recombiante,
LiRecDT1 (Ferrer y col., 2013). Similar resultado, se presentd con la
hialuronidasa de la arafia Hippasa partita que potencié la miotoxicidad de la
toxina VRP-PL-VIII (Nagaraju y col., 2007), asi también hay otras investigaciones
gue confirman este rol de las hialuronidasas en diferentes venenos de animales
(Pessini y col., 2001; Volfova y col., 2007; Horta y col., 2014).

Por otra parte, las hialuronidasas se han descrito como componentes
alérgenos en venenos de artrépodos, siendo capaces de inducir reacciones
anafilacticas severas en humanos mediadas por anticuerpos Ig-E; principalmente
en venenos de avispas y abejas sociales. También estas enzimas pueden
originar una potente inflamacion en la zona de la mordedura (Lu y Kochoumian,
1995; Kolarich y col., 2005).
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Hay varios reportes de actividad hialuronidasa en venenos de varias familias
de arafas a la fecha, como se mostré en la Tabla 4. En lo que respecta a la
Theraphosidae, a diferencia de otras familias, no hay gran variedad de reportes
de hialuronidasas presentes en venenos de terafosidos. Curiosamente, la primer
hialuronidasa purificada, fue proveniente del veneno de la tarantula Dugesiella
hentzi (ahora, Aphonopelma hentzi). Esta enzima fue identificada como el
componente mayoritario de este veneno (Schanbacher y col., 1973). Sutti y col.
(2014) lograron purificar una hialuronidasa presente del veneno de Vitalius
dubius. Algunas de las propiedades de estas dos enzimas purificadas se colocan
en la Tabla 5. Ademas, para el veneno de Eurypelma californicum (Savel-
Niemann, 1989) se reportd su actividad hialuronidasa y se identifico el peso
molecular de hialuronidasas de ~40 kDa. Para varias tarantulas del género
Brachypelma y Aphonopelma serratum se identificé actividad hialuronidasa por
zimografia, presentando actividad alrededor de 40 kDa (Clement y col., 2016).
Nuestro grupo de investigacion recientemente reporto la actividad hialuronidasa
en los venenos de C. darlingi, B. epicureanum y P. regalis (Garcia y col., 2015).

En un estudio mas completo se purificé una hialuronidasa del veneno de la
tarantula mexicana Brachypelma vagans. A partir del conocimiento de una parte
de su secuencia de aminodacidos se construyé su oligonucledtido y se expreso la
enzima hialuronidasa en un sistema heterélogo de E. coli. El peso molecular de
esta enzima es de 47.5 kDa (Clement y col.,, 2012). Ademas, en este mismo
trabajo las estructuras primarias de dos hialuronidasas se dedujeron a partir del
ARN total aislado a partir de gldndulas de veneno de las tarantulas Brachypelma
vagans y Brachypelma verdezi empleando transcripcion inversa seguido de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Las secuencias de aminoacidos
deducidas de estas dos enzimas son homodlogas a las hialuronidasas de otras
araflas y también de otros insectos (Figura 9). Lo que indica la presencia de
secuencias altamente conservadas de hialuronidasas entre venenos de

diferentes artropodos.
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Tabla 5. Propiedades de hialuronidasas purificadas de venenos de tarantulas.

PROPIEDADES

Numero de
P.M. pH T . .
Veneno pl o o residuos de Otras Referencia
(kDa) 6ptimo 6ptima o
aminoacidos
. . Schanbacher
Dugesiella hentzi 39,600 6.9 35 N/D 356 N/D
y col.,, 1973
Vitalius dubius ~43 kDa N/D 4-5 37°C N/D Vmax=11.4pg/min Sutti y col., 2014
Km=677.0 pg/mL
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Figura 9. Comparacion de las estructuras de dos hialuronidasas de las especies
del género Brachypelma con hialuronidasas de otros artrépodos. Brachypelma
vagans (tarantula, GenBank ID: AFS33217), Brachypelma verdezi (tarantula, no

publicada),

Loxosceles

intermedia (arafia, GenBank ID:AGH25912),

Apis

mellifera (abeja, Gen Bank ID: L10710.1), Vespula germanica (avispa, GenBank

ID: CAL29818). Los residuos idénticos de marcan en color gris claro;

las

cisteinas se indican en color gris oscuro. Imagen tomada de Clement y col.,

2016.
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A. Clasificacién

De acuerdo al mecanismo de reaccion bajo el cual las hialuronidasas ejercen

su accion enzimatica sobre el acido hialurénico, estas enzimas se clasifican en

los siguientes tres grupos principales (Figura 10):

El primer grupo (EC 3.2.1.35) incluye a las hialuronidasas presentes en
mamiferos y venenos, estas enzimas son endo-B-N
acetilhexosaminidasas, que hidrolizan enlaces B-1,4 glicosidicos del acido
hialurénico entre los residuos N-acetil-B-D-glucosamina (GIcNAc) y B-D-
acido glucorénico (GIlcUA), generando el tretasacéarido -GIcUA-GIcNAc-
GIcNAc- como el principal producto (Figura 11A). Ademas, esta clase de
enzimas puede presentar actividad enzimatica sobre el sulfato de
condroitina (Stern y Jedrzejas, 2006).

En el segundo grupo (EC 3.2.1.36) se encuentran las enzimas endo-3-D-
glucorunidasas que producen el tretasacarido -GIcNAc-GIcUA-GIcNAc-
GIcUA- (Figura 11B) derivado de la hidrdlisis en el enlace p-1,3 glicosidico
entre GIcUA y GIcNAc en el hialuronano. Esta clase de hialuronidasas, ha
sido reportada en glandulas salivales de anélidos como sanguijuelas,
anquilostomas y en ciertos crustaceos (Stern y Jedrzejas, 2006).

El tercer grupo (EC 4.2.2.1) se encuentra representado por N-acetyl-D-
hexosaminidasas que escinden sobre el enlace B-1,4 glicosidico a través
de una reaccion de B-eliminacién y no mediante hidrélisis como las clases
anteriores y pueden actuar sobre el hialuronano, sulfato de condroitina,
sulfato de dermatan, generando disacéaridos insaturados con un doble
enlace entre los carbonos 4 y 5 (Figura 11C). Esta clase de hialuronidasas
se han aislado de varias cepas de microorganismos por ejemplo de
Clostridium, Micrococcus, Streptococcus Yy Streptomyces (Stern vy
Jedrzejas, 2006).
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Figura 10. Estructura del hialuronano (polimero del acido hialurénico). Las
unidades repetidas del disacarido N-acetil-B-D-glucosamina (GIcNAc) y B-D-
acido glucorénico (GIlcUA) unidos alternadamente por enlaces 3-1,3 (marcado en
verde) y B-1,4 (marcado en rojo). Las hialuronidasas EC 3.2.1.36 escinden el
enlace 3-1,3 glicosidico, la clase EC 3.2.1.35 escinde el enlace 3-1,4 glicosidico
y la clase EC 4.2.2.1 actua sobre el enlace B-1,4 a través de una reacciéon de
eliminacion, generando un doble enlace en los residuos producidos (imagen
tomada de Bordon y col., 2015).

A
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0 o o O OH
OH <0 ° OH -0
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COOH CH,OH COOH CH;OH
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OH 0 + OH -
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OH NHCOCH, OH NHCOCH,

Figura 11. Principales productos generados por las diferentes clases de
hialuronidasas (imagen tomada de Cavallini y col., 2013). (A) Producto de las
hialuronidasas presentes en mamiferos y venenos de animales (EC 3.2.1.35).
(B) Producto de las hialuronidasas presentes en anélidos (EC 3.2.1.36). (C)
Producto de las hialuronidasas presentes en bacterias (EC 4.2.2.1).
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B. Aplicaciones terapéuticas

Histéricamente, las hialuronidasas han sido comercializadas con fines
terapéuticos en los Estados Unidos de América desde 1948 (Tabla 6). Las
aplicaciones médicas aprobadas para su uso estan sustentadas en la propiedad
de estas enzimas que, por su accion favorecen la absorcién y distribucion de
farmacos y fluidos administrados por via subcutanea. La terapia por via
subcutanea es limitada debido a los efectos opositores de la matriz extracelular,
la cual restringe el area disponible para la absorcion. El area de absorcion puede
aumentar en gran medida por la coadministracion de hialuronidasas para
degradar el &cido hialuronico presente. Esta accion enzimética permite la rapida
distribucion del farmaco al area blanco y la difusion de fluidos a los vasos
sanguineos. Debido a esto, los efectos locales adversos de los farmacos y
fluidos pueden ser reducidos en tejidos, debido al incremento en el contacto con
los vasos sanguineos. Las hialuronidasas incrementan la difusion de moléculas
de hasta 200 nm en diametro, en una magnitud de 20 veces (Bookbinder y col.,
2006).

Las soluciones aprobadas de hialuronidasa hasta hace algunos afos,
derivaban de extractos crudos de tejido testicular ovino o bovino. Estos extractos
eran impuros (<1% de actividad enziméatica/mg de proteina total) e
inmunogénicos (Bookbinder y col., 2006). Frecuentemente, en estas
preparaciones, las hialuronidasas estaban mezcladas con proteasas,
inmunoglobulinas y factores que incrementaban la permeabilidad vascular y
podian dar lugar a reacciones alérgicas mediadas por anticuerpos Ig-E tras
repetidas administraciones (Pillwein y col., 1998; Eberhart y col., 2004). La dltima
formulacion de hialuronidasa introducida al mercado derivada de una
hialuronidasa recombinante humana aprobada en el 2005 por la FDA, fue la
enzima rHUPH20 bajo el nombre comercial de Hylenex. Esta preparacion fue
introducida al mercado como un intento para incrementar la seguridad y
tolerabilidad, pero por la forma en que se purifica la enzima, abre la posibilidad

de que genere reacciones alérgicas (Yocum y col., 2007). En este sentido, en un
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estudio conducido en ratas y monos para el producto Hylenex, no se reportaron

efectos adversos administrados por via intravenosa, ocular y dérmica (Laurent y

col., 1995). A lafecha, no se han documentado casos de efectos adversos para

esta formulacion en humanos (Dunn y col., 2010).

El uso de preparaciones de hialuronidasas estan aprobados para tres

indicaciones (Dunn y col., 2010):

e Adyuvantes en soluciones para incrementar la absorcién y distribuciéon de

farmacos administrados por via subcutanea.

e En la aplicacién de hipodermoclisis o infusion subcutanea continua, que

consiste en la administraciéon de liquidos en la capa subcutanea de la piel,

donde hay un extenso sistema linfatico y vasos sanguineos a través de

los cuales los liquidos pueden ser absorbidos.

e Adyuvante en la urografia subcutdnea para la mejora en la resorcion de

agentes radiopacos.

Ademas, la hialuronidasa bovina estd aprobada para el tratamiento de

hemorragia vitrea (Dunny col., 2010).

Tabla 6. Formulaciones de hialuronidasas disponibles en el mercado
(tomado de Dunny col., 2010).

Dosis para Dosis para la Urografia
Producto Fuente ) ) o

la absorcion hipodermoclisis Subcuténea

Liofilizado,
Vitrasa ) 50-300 U/150 U* | 150 U/1 L solucién | 75 U por escapula
ovino
Amphadase Bovino 30-300 U/150 U* | 150 U/1 L soluciéon | 75 U por escépula

Hydase Bovino 50-300 U/150 U* | 150 U/1 L solucién | 75 U por escapula
Hylenex Humano 50-300 U/150 U* | 150 U/1 L solucién | 75 U por escapula

* Dosis habitual para adultos.

Una unidad esta definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de N-
acetilglucosamina del HA por minuto a 37°C a un pH de 4. (Dunny col., 2010).
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La aplicacion terapéutica mas importante de las hialuronidasas es su
capacidad para incrementar la absorcién y distribucibn de farmacos
administrados por via subcutanea. Estas enzimas se han empleado ampliamente
como agentes de difusion junto con farmacos quimioterapéuticos, anestésicos
locales y medios de contraste. En quimioterapéutica, las hialuronidasas son
inyectadas junto con el farmaco mejorando su penetracién en el tumor; por
ejemplo, en los tumores cerebrales (Kohno y col., 1994). En cirugia oftalmica, las
hialuronidasas son empleadas para la anestesia retrobulbar (Kempeneers y col.,
1991), mientras que en la terapia del dolor, las hialuronidasas se administran
junto con los anestésicos locales directamente en el sitio del dolor (por ejemplo
en articulaciones o tendones) o a través de via intratecal (Kim y col., 2009). En
radiografia, las hialuronidasas se afiaden al medio de contraste para mejorar la
reabsorcién (Schulze y col.,, 2008). Ademas, hay algunas aplicaciones no
aprobadas para el uso de las formulaciones de hialuronidasas que incluyen la
reduccion del edema vy lisis de adhesiones epidurales para tratar condiciones
cronicas de dolor de espalda baja y dolor irradiado (Racz y col., 2008). Por otra
parte, las hialuronidasas son empleados en la reduccién del edema en el caso
de parafimosis, rechazo de 6rganos trasplantados, hemorragia vitrea, entre otras
(Dunny col., 2010).

En el campo de la cirugia plastica y dermatologia, las hialuronidasas son
comunmente empleadas para potenciar los efectos de anestésicos locales y
disolver acido hialurénico inyectado. La aplicacion mas importante de las
hialuronidasas en el campo de cirugia plastica en la correccion de rellenos de
acido hialuronico (Figura 12) (Cavallini y col., 2013). Dependiendo de la
localizacién y cantidad de relleno de acido hialurénico, en la Tabla 7 se indican
las dosis de hialuronidasas recomendadas dependiendo de la zona de
correccion del relleno de acido hialuroénico.

Asi mismo, las hialuronidasas pueden ser empleadas en complicaciones
derivadas de las inyecciones de acido hialuronico, ya que en algunos casos
pueden causar isquemia cutanea por compresion o embolizacion del plexo

subdérmico (Cavallini y col., 2013).
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Figura 12. Degradacion efectiva de hialuronidasas de rellenos dérmicos
de acido hialuronico (imagen tomada de Cavallini y col., 2013).

Tabla 7. Dosis de hialuronidasas recomendada para la correccion de relleno de
acido hialurénico (tomado de Cavallini y col., 2013).

Region Dosis (Unidades de hialuronidasas)
Piel nasal y perioral 15-30
Area periorbital 30
Area infraorbital 10-15
Parpado inferior 1.5

En el area de desarrollo farmacéutico, la enzima recombinante humana
rHUPH20 estd siendo empleada como componente de tratamientos que
actualmente se encuentran en etapas clinicas; por ejemplo, esta enzima actla
como adyuvante de analogos de la insulina evaluados para el tratamiento de
diabetes mellitus tipo | (Morrow y col., 2013) y para el tratamiento de cancer
pancreatico metastasico, donde la hialuronidasa se administra conjuntamente
con nab-paclitaxel y gemcitabina. Ademas, un producto farmacéutico fue
aprobado en el 2014, conteniendo esta enzima para el tratamiento de

inmunodeficiencia primaria en pacientes adultos (Bordon y col., 2015).
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C. Potencial farmacologico y biotecnoldgico de hialuronidasas

procedentes de artrépodos

Ademas de las aplicaciones meédicas y usos no aprobados de las
hialuronidasas ya mencionados, se encuentran algunas perspectivas
interesantes para el uso de las hialuronidasas en los campos de la terapéutica y
biotecnologia. Entre las hialuronidasas procedentes de artropodos se encuentra
BmHYA1, una hialuronidasa aislada del veneno del escorpion Buthus martensi.
Esta enzima indujo la reduccion de la expresion del receptor CD44 variante 6 en
la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 (Feng y col., 2008). El
hialuronano, ademéas de que tiene su importancia en procesos fisioldgicos, se
involucra en procesos patolégicos como ciertos tipos de cancer, en el cual su
nivel se encuentra sobreexpresado y se correlaciona con la agresividad del
tumor. Asi el hialuronano desempefia un papel importante en la metéstasis y en
la invasién de células cancerosas, esto se debe a su interaccion con el receptor
CD44, un miembro de la gran familia de glicoproteinas transmembranales
involucradas en las conexiones célula-célula y célula-matriz extracelular (Goétte y
Yip, 2006).

Bitencourt y col. (2011) sefalaron que la administracién intranasal en ratones
de la hialuronidasa (de origen bovino o aislada del veneno del escorpion T.
serrulatus) bloguea potentemente la lesién pulmonar y la fibrosis inducida por
bleomicina, presentandose un aumento de células mesenquimales en el fluido
broncoalveolar y una disminucion del factor de crecimiento transformante (TGF)-
B y la deposicién de colageno. Este mismo grupo de investigacion, ha
desarrollado un sistema de administracion intranasal empleando el uso de
microparticulas PLGA (por sus siglas en inglés poly-D,L-lactide-co-glycolide).
Sus resultados indican que con el uso de este sistema de entrega se reduce mas
eficientemente la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (Bitencourt y col.,
2015).

Por otro lado, hay estudios que demuestran que los antigenos recombinantes,

tales como hialuronidasas, tienen un gran potencial inmunogénico en el

44



diagnostico de alergias y en el campo de la inmunoterapia (Jacomini y col.,
2014). Una hialuronidasa del veneno de una abeja fue acomplejada con un
anticuerpo 1gG, este reconocimiento del epitope de la hialuronidasa por el
anticuerpo puede contribuir al desarrollo de nuevas proteinas con
inmunogenicidad reducida para ser usado como un seguro alérgeno especifico
en la inmunoterapia (Padavattan y col., 2007). La inmunoglobulina E (IgE),
presente en el suero de pacientes alérgicos al veneno de la avispa P. polybia
puede reconocer a una hialuronidasa recombinante de este veneno (Pp-Hyal-
rec) expresada en sistema de bacterias E. coli (Jacomini y col.,, 2014). Una
hialuronidasa glicosilada heterdloga rVes v 2 de especies de avispas, expresada
en un sistema celular de insectos, ha sido empleada para identificar a pacientes
alérgicos a venenos de avispa (Balzer y col.,, 2014). Ademas, esta enzima no
glicosilada expresada en un sistema de bacterias E. coli sirvio para discriminar
las alergias de abejas y avispas, lo que permite la correcta prescripcion de la
inmunoterapia (Jacomini y col., 2014).

Los alérgenos recombinantes han sido utilizados con propdsitos terapéuticos y
de diagndstico, ya que se obtienen con una calidad consistente y cantidad
ilimitada (Valenta y Niederberger, 2007). Ademas de eso, pueden ser
modificados para reducir su alergenicidad y promover propiedades
inmunoldgicas beneficiosas con el objetivo de reducir efectos secundarios
mediados por IgE después de la inmunoterapia (Cromwell y col., 2011).

En el futuro, se tiene como perspectivas que moléculas que constan de
péptidos derivados de alérgenos unido a un vehiculo viral podrian ser empleados
en el tratamiento profilactico y terapéutico de las alergias, sin efectos
secundarios mediados por células T y anticuerpos IgE (Valenta y col., 2011).
Finalmente, los inhibidores de la actividad hialurunidasa podrian ser empleados
como agentes de primeros auxilios en las terapias antivenenos ya que las
hialuronidasas tienen un rol relevante en el envenenamiento sistémico (Horta y
col., 2014).
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2.4 Género Poecilotheria

El género Poecilotheria constituye un grupo de tarantulas de gran tamaiio,
endémicas de la India y Sri Lanka. Su habitat se limita principalmente a los
bosques montafiosos aridos y humedos de estos paises. La naturaleza de las
tarantulas de este género es arboricola; es decir, viven en refugios bajo la
corteza o en cavidades de arboles muertos, y a veces en cavidades de arboles
vivos (Figura 13). En la actualidad se han descrito 14 especies de tarantulas

pertenecientes a este género (Tabla 8) (Platnick, 2014).

Tabla 8. Especies de terafdsidos del género Poecilotheria

P. subfusca P. vittata

P. fasciata P. smithi

P. formosa P. rajaei

P. regalis P. rufilata

P. hanumavilasumica P. striata
P. metallica P. tigrinawesseli

P. miranda P. ornata

El comportamiento de las especies de tarantulas de este género suele ser
muy timido y tienden a esconderse. Cuando se sienten en peligro, muestran una
postura amenazante, elevando sus patas delanteras, mostrando asi sus
coloridas rayas en los lados laterales de estas extremidades. Por el contrario, el
patrén del color dorsal de estas tarantulas corresponde a su camuflaje.
Peculiarmente, corren muy réapido y su velocidad puede ser confundida con la

agresividad. La situacion poblacional silvestre del género es desconocida, ya que
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no se han realizado estudios cientificos en la naturaleza sobre ninguna de las
especies (Von Wirth, 2006).

La mayoria de las especies de tarantulas del género Poecilotheria se
comercializan como mascotas. En una intensa busqueda bibliogréfica, 26
informes de mordeduras fueron verificados y rastreados, trece casos de
mordeduras se refieren a P. regalis, cuatro a P. fasciata, dos a P. pederseni
(actualmente aceptado como P. vittata), y un caso para P. rufilata, P. subfusca,
P. striata y P. ornata. En tres casos el nombre de la especie no se refirié. En
todos los casos, las mordeduras se presentaron debido a la incorrecta
manipulacién de las tarantulas por parte de los coleccionistas. Un total de 13
mordeduras se presentaron en algun dedo, 7 casos en la mano o en el brazo, y
en una ocasion en la mejilla, en la pierna y en el hombro; en tres reportes no se
referencio el lugar de la mordedura. De este analisis, para todas las mordeduras
se reportaron los sintomas, pero no se informé de algun caso de una victima
mortal. Con base en sus sintomas, las victimas se pueden clasificar en dos
clases: las victimas que presentaron calambres musculares y los que no. Un
42% de las mordeduras no provocaron calambres musculares, presentandose
los siguientes sintomas: Inflamacion local, eritema y dolor moderado con una
severidad promedio de 1.1 (escala 1-3). Otros sintomas presentados son
sensaciones como nauseas, sudoracion, rodillas rigidas, picazon o ardor en los
dedos, el cuello o en los hombros y respiracion lenta (una mencion cada uno).
Después de 1-4 horas de la mordedura (un paciente después de un dia) los
pacientes ya no presentaron sintoma alguno. Por otra parte, un 58% de las
mordeduras provocaron calambres musculares. En este grupo, los sintomas
presentados fueron inflamacion local, eritema y dolor severo con una severidad
media de 2.3 (escala 1-3). Otros sintomas adicionales que se presentaron fueron
sensaciones de ardor, calor, fiebre, mialgia similar a la de la gripe, respiracion
pesada, aumento del ritmo cardiaco y pérdida de la conciencia. Los calambres
comenzaron en promedio 10 horas después de la mordedura (rango 0-24 horas,
ademas, dos registros de 6 y 7 dias). Terminaron en promedio 7.6 dias después

de la mordedura (rango 1-14 dias, ademas, en un caso se registré la duracién de
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hasta 4 semanas). Para contrarrestar estos sintomas las victimas de las
mordeduras tomaron varias medidas que van desde apretar la zona de la
mordedura para expulsar el veneno, mantener la parte mordida con hielo o
colocarse parches calientes para destruir el veneno; todos fueron poco efectivos.
De igual manera algunas victimas se administraron dosis altas de magnesio y de
calcio para reducir los calambres musculares (Fuchs y col., 2014).

Los estudios relacionados con la toxicidad de las especies del género
Poecilotheria son escasos. En un estudio publicado en el 2002, se observé que,
de 55 especies de tarantulas de diferentes regiones, las especies arboricolas de
los géneros Poecilotheria, Heteroscodra y Stromatopelma indujeron una muerte
en segundos después de la inyecciéon de 0.1 uL por via i.c.v. en ratones. Esta
observacion de mayor toxicidad concuerda con lo reportado para algunas de
estas especies. La alta toxicidad podria correlacionarse con la necesidad para
paralizar rapidamente a sus presas, ya que las especies arboricolas al
enfrentarse a una presa grande en un ambiente aéreo sin el uso de dispositivos
de inmovilizacibn como la seda, el efecto paralitico de su veneno debe ser
extremadamente rapido (Escoubas y Rash, 2004). En un estudio reciente,
nuestro grupo de trabajo realiz6 un trabajo en el que abarcé ciertos aspectos
farmacologicos del veneno de P. regalis, en el que reporté la toxicidad en grillos,
actividad hialuronidasa, y evalué su actividad edematogénica y nociceptiva
(Garciay col., 2015).
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Figura 13. Imagenes de especies de tarantulas del género Poecilotheria
(tomadas de Von Wirth, 2006).
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3. JUSTIFICACION

Los venenos provenientes de tarantulas estan constituidos por mezclas
extremadamente complejas de compuestos con efectos biologicos y propiedades
estructurales interesantes. La mayor parte de estos compuestos tiene la
peculiaridad de actuar con gran eficacia sobre algin blanco celular especifico.
Es por esto que los venenos de tarantulas son considerados como fuentes
importantes de nuevos compuestos bioactivos que podrian ser aprovechados
como modelos en el desarrollo de nuevos farmacos, asi como de herramientas
biotecnoldgicas. Sin embargo, de la gran cantidad de especies de tarantulas que
se conocen hasta el momento, muy pocas han sido estudiadas con el fin de
investigar la composicién y propiedades de sus venenos. De esos estudios, la
mayor parte se han enfocado en el aislamiento y caracterizacion de las toxinas
peptidicas. En contraste, las enzimas contenidas en estos venenos han recibido
relativamente poca atencién. Las principales enzimas que se han reportado en
los venenos de tarantulas son las hialuronidasas. Estas enzimas, por su
capacidad de hidrolizar el acido hialuronico de la matriz extracelular, facilitan la
difusiéon de toxinas en los tejidos de las presas, potenciando de manera indirecta
el efecto global del veneno.

Las hialuronidasas han sido empleadas como adyuvantes para incrementar la
absorcion y distribucién de farmacos que son administrados por via subcutanea.
Ademds, se ha propuesto su uso potencial para otras aplicaciones como la
reduccion de edema; en cosmetologia se ha utilizado con fines estéticos
correctivos y en inmunologia para el diagnéstico de alergias. Es por esto que
algunos grupos de investigacion han resaltado la importancia de buscar en la
naturaleza nuevas fuentes de hialuronidasas, destacando a los venenos de
artrépodos como una fuente potencial de este tipo de enzimas. Por otro lado, el
conocer las propiedades estructurales y funcionales de las hialuronidasas
provenientes de venenos, podria ser de utilidad para comprender mejor el papel

gue juegan estas enzimas en el proceso de envenenamiento de las presas.
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4. HIPOTESIS

Los venenos de las especies del género Poecilotheria presentan una mezcla de

diferentes isoformas de enzimas con actividad de hialuronidasa.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Caracterizar las propiedades bioquimicas de hialuronidasas presentes en

los venenos de tarantulas del género Poecilotheria.

5.2 Objetivos especificos

Comparar la actividad enzimatica de hialuronidasa de los venenos de las
especies del género Poecilotheria con venenos de otros géneros de
tarantulas.

Identificar el peso molecular relativo de las hialuronidasas presentes en
los diferentes venenos estudiados.

Establecer las condiciones de pH y temperatura 6ptimos de la actividad de
hialuronidasa de los venenos de las especies del género Poecilotheria.
Determinar si los venenos de las especies del género Poecilotheria
presentan diferentes isoformas de hialuronidasas.

Identificar de una manera parcial la estructura primaria de algunas

hialuronidasas presentes en los venenos del género Poecilotheria.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion y mantenimiento de los especimenes

Las diferentes especies de tarantulas estudiadas en este trabajo fueron
adquiridas en Tarantulas de México® (SEMARNAT-UMA-IN-0062-JAL) y en la
Unidad de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre ARACHNIDA®
(DGVS-PIMVS-CR-IN-0977-DV08).  Estos  ejemplares se  mantuvieron
individualmente en jaulas de acrilico con fibra de coco molida como sustrato y un
recipiente para agua. Las tarantulas se alimentaron semanalmente con grillos
(Acheta domesticus). En la Tabla 9, se muestran las diferentes especies de
tarantulas que fueron estudiadas en este trabajo, sus habitos de caza y se indica

el pais en donde se encuentran distribuidas de manera natural.

Tabla 9. Especies de tarantulas estudiadas.

ESPECIE DISTRIBUCION HABITOS DE CAZA

Poecilotheria ornata

Poecilotheria vittata India y Sri. Lanka Arboricola

Poecilotheria regalis

Poecilotheria rufilata

Brachypelma boehmei

Brachypelma smithi México Terrestre

Brachypelma epicureanum

Lasiodora klugi Terrestre y arboricola
Nhandu chromatus Brasil Terrestre
Grammostola porteri Chile Terrestre
Ceratogyrus darlingi Paises del sur de Africa Terrestre

Sur de Estados Unidos,
Aphonopelma sp. Norte de México, paises Terrestre
de Centroamérica
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6.2 Extraccion del veneno

Los venenos se extrajeron mediante estimulacion eléctrica bajo las
condiciones previamente reportadas por nuestro grupo de investigaciéon (Garcia
y col., 2015). Para ello, la tarantula se anestesio en una atmoésfera de isoflurano
al 15% en éter etilico. El tiempo de exposicion variéo de acuerdo al tamafio del
ejemplar (10 min. en promedio). Una vez anestesiada, la tarantula se colocé en
una cama de esponja adecuada sujeta con ligas de goma. Las puntas de los
colmillos se posicionaron en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad
previamente pesados, evitando cualquier tipo de contaminacion con la saliva de
las tarantulas. Con el apoyo de dos electrodos humedecidos con amortiguador
de corrida para electroforesis, se aplicaron varios periodos de estimulacion
eléctrica entre 12-15 V en los queliceros. Una vez obtenido el veneno, se peso el
microtubo para determinar el peso del veneno obtenido. Inmediatamente
después, se almaceno en un ultracongelador a una temperatura de -70° C. La
extraccion del veneno para cada tarantula se realiz06 mensualmente con la
finalidad de dar tiempo suficiente para que este se restableciera en las

cantidades adecuadas.

6.3 Cuantificacion de proteina

El contenido de proteina del veneno de cada extraccion se determino
mediante el método colorimétrico de Bradford (1976), preparando una curva de
calibracion por triplicado con albumina sérica bovina (Bio-Rad) como estandar.
Para la preparacion de la muestra, por cada mg de veneno obtenido en la

extraccion se agregaron 70 puL de agua grado HPLC.
6.4 Determinacién de la actividad de hialuronidasa

La actividad de hialuronidasa se determin6 de acuerdo al método
turbidimétrico de Di Ferrante (1956) con algunas modificaciones. Para ello, se
prepararon soluciones de diferentes concentraciones del veneno (0.0, 1.0, 2.5,
5.0, 7.5, 10.0, 15.0, 20.0 y 25.0 pg proteina/mL) disueltas en 150 pL de
amortiguador de acetato (acetato de sodio 0.2 M, pH 6.0, NaCl 0.15 M) y
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adicionadas con 100 pL de sustrato (1 mg de acido hialurénico de Streptococcus
equi disuelto en 1 mL de agua destilada); dando un volumen final de reaccion de
250 pL. Posteriormente, estas muestras se incubaron a una temperatura de 37
°C durante 15 minutos. Después de este periodo de incubacion, con la finalidad
de detener la actividad enzimética, se agregé 1 mL de una soluciéon al 2.5% de
hexadecil-trimetil-amonio en NaOH al 2%. La turbidez resultante fue leida a 400
nm en un espectrofotdmetro de microplacas (Benchmark Plus, Bio-Rad) después
de 30 min de reposo a temperatura ambiente. Como referencia de la actividad de
hialuronidasa, se emple6 como control positivo la hialuronidasa de testiculos
bovinos tipo IV-S (Sigma). La actividad enzimética se expres6 como la media +
SEM (n =3) en unidades de reduccién de turbidez (TRU) por mg de sustrato. Una
unidad de actividad corresponde a la cantidad de enzima que reduce en un 50%
la turbidez generada por 0.1 mg de sustrato bajo las condiciones descritas

anteriormente.

6.5 Determinacion de las condiciones Optimas para la actividad de

hialuronidasa

Se establecieron las condiciones Optimas de pH y temperatura para los
venenos de las cuatro tarantulas del género Poecilotheria. El pH se determiné
mediante la evaluacion de la actividad de hialuronidasa en un rango de 3 a 8. Se
emplearon diferentes soluciones amortiguadoras: Para pH 3, citrato de sodio 0.1
M; para los pH 4, 5y 6 acetato de sodio 0.2 M; para pH 7 y 8 Tris-HCI| 0.1 M
(todas estas soluciones con 0.15 M de NaCl). Para la determinacion de
temperatura Optima, la actividad enzimatica se evalu6 modificando la
temperatura de incubaciéon (a un pH de 6). Las diferentes temperaturas
evaluadas fueron 20, 30, 37, 50, 60 y 70 °C.

6.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida Tricina-SDS-PAGE

Con la finalidad de obtener un perfil electroforético que permitiera observar
una buena resolucién de la zona de bajo peso molecular, se corrieron las

muestras en geles de electroforesis de tricina-SDS-PAGE, siguiendo la
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metodologia establecida en el protocolo de Schagger (2006). Para ello, 15 pg de
cada veneno diluidos 1:1 con amortiguador de muestra bajo condiciones no
reductoras, fue colocada en geles constituidos en tres partes: un gel
concentrador al 4% de poliacrilamida, un gel resolvedor al 16% de poliacrilamida
con 6 M de urea, y un gel espaciador al 10% de poliacrilamida entre estos dos.
Los geles se corrieron empleando como amortiguador de anodo Tris-HCI 0.1 M,
pH 8.8 y como amortiguador de céatodo Tricina 0.1 M/ Tris-HCI 0.1 M. Las
muestras se corrieron a 30 V hasta que esta saliera del gel concentrador,
posteriormente a 90 V hasta terminar la corrida; todo a una temperatura de 4 °C.
Como referencia de peso molecular, se empleé un marcador de amplio rango de
peso molecular pretefiido (Bio-Rad, Cat #161-0377). Las bandas en los geles se
visualizaron mediante la tincion de Coomassie, empleando azul de Coomassie
G-250 (Bio-Rad, Cat #161-0787).

6.7 Zimografia en una dimension

Con lafinalidad de determinar el peso molecular relativo de las hialuronidasas
de los diferentes venenos de tarantulas se empled la técnica de zimografia
(Kupai y col., 2010) basada en las condiciones previamente reportadas por da
Silveira y col. (2007), con algunas modificaciones. Se prepararon geles
convencionales de poliacrilamida SDS-PAGE al 14% (Laemmli, 1970) con acido
hialurénico incorporado a una concentracién final de 340 pug/mL. Los venenos
(10 pg de proteina para el veneno de C. darlingi y 5 pug de proteina para el resto
de los venenos) se diluyeron en el amortiguador de muestra en razon 1:1, bajo
condiciones no reductoras y se corrieron a 120 V a una temperatura de 4 °C.
Posteriormente, los geles se lavaron dos veces con solucién al 2.5% de Triton X-
100 durante 30 min para remover el SDS; se realizaron dos lavados con agua
destilada por 15 min para remover el excedente de Triton y finalmente se
incubaron a 37 °C en una solucién de Tris-HCI 50 mM (pH 6) durante 7 horas. Al
finalizar el proceso de incubacion, los geles se tifieron durante 3 h con una
solucion al 0.5% del colorante azul alcian en etanol al 30% y acido acético al

10%. Las zonas claras resultantes indicaron la actividad enzimatica de
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hialuronidasa. Como control positivo se empleo la hialuronidasa de testiculos
bovinos tipo IV-S en una cantidad de 40 pg y como control negativo se utilizaron
40 ug de albumina sérica bovina. Para referencia del peso molecular, se utilizé

un marcador pretefiido de amplio rango (Bio-Rad, Cat #161-0318).
6.8 Electroforesis bidimensional

Para obtener el perfil proteico bidimensional de los venenos de las cuatro
especies del género Poecilotheria se emplearon tiras IPG de 7 cm con un rango
lineal de pH de 3-10 (Bio-Rad, Cat #163-2001). Se disolvieron 85 ug de proteina
de cada veneno, previamente liofilizado, en 125 pL de amortiguador de
rehidratacion bajo condiciones no reductoras (urea 8 M, CHAPS 2%, anfolitos
3/10 0.5%). Posteriormente, las muestras de cada veneno se aplicaron en las
tiras IPG y se colocaron en la camara de isoelectroenfoque (Protean i12 IEF
system). Para la etapa de rehidratacién de las tiras, el equipo se programé a 12
h a una corriente constante de 50 V. Terminada esta etapa, el isoelectroenfoque

se llevo acabo empleando el siguiente programa de corrida:

Etapa Voltaje Gradiente  Corriente (mA) Tiempo Unidades
1 250 Lineal 50 0:20 HH:MM
2 4000 Lineal 50 2:00 HH:MM
3 4000 Rapido 50 10000 Volt hr
4 500 Sostenido 50

Después de la etapa de isoelectroenfoque, las tiras IPG se lavaron durante 20
min con amortiguador de equilibrio (urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCIl 75 mM pH 8.8,
glicerol 30%). Para la etapa de la segunda dimension, las tiras se colocaron en
geles de poliacrilamida al 14% (Laemmli, 1970) y se corrieron a 150 V y a una
temperatura de 4°C. Los geles resultantes se lavaron dos veces con agua
destilada durante 15 min y se tifieron con azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad,
Cat #161-0787).
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6.9 Zimografia en dos dimensiones

Para determinar si los venenos de las cuatro especies del género
Poecilotheria presentan diferentes isoformas de hialuronidasas, se realizo la
zimografia en dos dimensiones. Para esto, se emplearon muestras 85 ug de
proteina de cada veneno, previamente liofilizado, y se llevaron a cabo los
procesos de rehidratacion y de isoelectroenfoque bajo las mismas condiciones
descritas en el punto anterior. Al término del proceso de isoelectroenfoque las
tiras IPG fueron lavadas durante 20 min en amortiguador de equilibrio bajo
condiciones no reductoras (SDS 2%, Tris-HCI 75 mM pH 8.8, glicerol 30%). Para
la etapa de la segunda dimension, las tiras se colocaron en geles de
poliacrilamida al 14% (Laemmli, 1970) con acido hialurénico incorporado, a una
concentracioén final de 340 pg/mL, y se corrieron a 150 V a una temperatura de
4°C. Después de la electroforesis, los geles se lavaron dos veces con solucién al
2.5% de Tritobn X-100 durante 30 min para remover el SDS. Posteriormente, se
realizaron dos lavados con agua destilada por 15 min para remover el excedente
de Triton y finalmente se incubaron a 37 °C en una solucién de Tris-HCI 50 mM
(pH 6) durante 15 min. Después de este proceso, estos geles se tifieron de la
misma manera que en la zimografia en una dimension. Las zonas claras

resultantes indicaron la actividad enzimatica de hialuronidasa.

6.10 Purificacion y secuenciacion parcial de las hialuronidasas

Por cantidad de muestra, este procedimiento se realiz6 Unicamente con el
veneno de P. vittata. Se tomaron 1,100 pg de proteina del veneno liofilizado y se
disolvieron en 4.9 mL de agua grado HPLC. Esta solucion se fraccion6 con filtros
Amicon® de 0.5 mL con un punto de corte de 30 kDa bajo las condiciones
recomendadas para estos filtros (11,000 xg durante 15 min a 4 °C). Para evitar la
saturacion de la membrana, al finalizar el primer filtrado se agregaron 450 uL de
agua para remover el contenido del filtro, este proceso se repitio tres veces mas.
Para recuperar la fraccion que contenia los componentes mayores de 30 kDa, se
agregaron 300 pL de agua al tubo donde se encuentra la membrana y se

centrifugd a 1,000 xg durante 5 min a 4°C. La fraccién de alto peso molecular
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obtenida se liofilizd y se cuantificd la concentracion de proteina para determinar
el rendimiento. Esta fraccién se sometié a un proceso de separacion mediante
electroforesis bidimensional siguiendo la metodologia previamente descrita. Se
realizo una tincion de Coomassie para visualizar las proteinas y se cortaron los
puntos proteicos mas prominentes que correspondian a la zona en donde se
encuentran las hialuronidasas.

Los puntos seleccionados se analizaron mediante Cromatografia de Liquidos
acoplado a Espectrometria de Masas (CL-EM). Para ello, las muestras fueron
previamente reducidas con ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich) y alquiladas con
iodoacetamida (Sigma-Aldrich). Posteriormente se digirieron con tripsina
(Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En el
procesamiento de la muestra con tripsina, se utiliz6 una solucién de reaccion
conteniendo 50 mM bicarbonato de amonio (pH 8.2). El proceso de incubacion
fue de 18 horas a 37 °C. Asi también, cada muestra fue digerida con la proteasa
del &cido glutamico (Glu-C), grado secuenciacion (Roche, No. catalogo
11047817001). Los péptidos obtenidos por clivaje enzimatico fueron desalados
con Zip Tip C18 (Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-EM,
compuesto de una bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Fisher Co.; San
Jose, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo nano-
electrospray (ESI). En la cromatografia de liquidos de nanoflujo en linea se
utilizé un sistema gradiente de 10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1%
de acido férmico) en 120 min utilizando una columna capilar hecha (ID 0.75 pm y
10 cm largo RP-C18). El flujo del sistema fue de 300 nanolitros/minuto. La
fragmentacion de los péptidos se realiz0 aplicando los métodos de CID
(Callision-Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation).
Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccién positivo.

La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de
forma dependiente del escaneo total de iones, segun las cargas pre-
determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colisién

normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
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activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de 10 milisegundos
por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos se utilizé la
exclusiéon dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de
pre-exclusion de 30 segundos VY (iii) tiempo de exclusion de 300 segundos. Los
datos fueron sometidos a busqueda a través el software Proteome Discoverer
1.4 (Thermo Scientific).

6.11 Adquisicién de imagenes y analisis estadisticos

Todas las imagenes de los geles de electroforesis y zimogramas fueron
tomadas con un sistema para captura de imagenes “ChemiDoc MP” asistido por
el software “Imagelab” de Bio-Rad.

Todos los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la
media (SEM) de tres repeticiones (n=3). Los valores de actividad enzimatica se
estimaron mediante el programa estadistico “Prism 5.0” utilizando un ajuste no
lineal. Las comparaciones multiples se realizaron mediante un analisis de

varianza (ANOVA) de una via, seguido por un analisis de Tukey (p<0.05).
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Para los venenos de las 12 especies de diferentes
géneros:
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8. RESULTADOS

8.1 Determinacién de la actividad de hialuronidasa

Mediante la determinacion de la actividad de hialuronidasa de los venenos se
encontré que todos ellos presentan mayor actividad que la hialuronidasa de
testiculos bovinos empleada como control positivo, con excepcién del veneno de
B. boehmei (ver Tabla 10). El veneno de P. ornata fue el que presentdé mayor
actividad enzimatica, con un valor de 27.560 + 0.9073 (n=3). En el caso
particular del veneno de G. porteri, no se encontré actividad de hialuronidasa
bajo las concentraciones y condiciones empleadas en este trabajo. Poniendo
atencion en los venenos de las tarantulas del género Poecilotheria, seguido de
P. ornata, el veneno de P. rufilata presentd mayor actividad enzimatica, mientras
gue los venenos de P. regalis y P. vittata mostraron estadisticamente la misma
actividad enzimatica.

Tabla 10. Resultados de actividad hialuronidasa.

Actividad Actividad
Especie hialuronidasa Especie hialuronidasa
(TRU/mg) n=3 (TRU/mg) n=3

P. regalis 73.920 + 1.3710° | B. boehmei 199.500 + 1.5420
P. ornata 27.560 + 0.9073% | G. porteri N/D
P. vittata 75.170 £ 1.6660° | L. klugi 73.210 + 1.6720°
P. rufilata 50.150 + 1.3620° | C. darlingi 99.700 + 1.9000*¢
B. smithi 50.200 + 1.4580° | N. chromatus 48.900 + 0.6608"
B. epicureanum 99.600 + 1.9000*¢ | Aphonopelma sp. 75.510 + 3.2990°
Control 149.100 + 1.5370°

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(ANOVA de uma via seguido de Tukey, p<0.05). N/D = No determinada
*Valores tomados del articulo publicado por nuestro grupo de investigacion
(Garciay col., 2015).
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8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (Tricina-SDS-PAGE)

Con la finalidad de analizar la complejidad de los venenos y como apoyo en la
determinacion del peso molecular relativo de sus hialuronidasas, se obtuvieron
sus perfiles electroforéticos. En la Figura 14 se muestran los perfiles proteicos de
los 12 venenos. Se puede apreciar que, de manera general, los venenos
presentan riqueza proteica en dos zonas de peso molecular: una zona que se
encuentra en el rango de peso entre 6 a 15 kDa y la otra alrededor de 38 a 100
kDa. Particularmente se observa que para todos los venenos se encuentra una
banda proteica muy prominente alrededor de 40 kDa (4&rea marcada en la

Figural4), con excepcion del veneno de C. darlingi.
8.3 Zimografia en una dimension

Al estandarizar los parametros adecuados para realizar la zimografia en una
dimensién para estos venenos, se logré detectar la actividad de hialuronidasa.
En la Figura 15, se aprecian los zimogramas obtenidos de ambos controles
(positivo y negativo) y de los venenos. La actividad de hialuronidasa de los
venenos se observa con halos de actividad enzimatica que abarcan una zona de
peso molecular entre 33 y 41 kDa. En esta figura, se indica el peso molecular
relativo obtenido del valor medio de la zona de actividad para cada veneno. A
diferencia del resto de los venenos, el veneno de N. chromatus mostré actividad
enzimatica de también en la zona de 60 kDa. Estos resultados indican, que la
banda muy marcada alrededor de 40 kDa, observada en los perfiles
electroforéticos de cada veneno (Figura 14), se encuentra presente una 0 mas

enzimas con actividad de hialuronidasa.
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Figura 14. Perfiles electroforéticos en una dimension de los venenos. Geles de electroforesis mixtos de 10 y 14% de
poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie. Std (marcador de peso molecular). Venenos de P. regalis (Pre), P. ornata
(Por), P. rufilata (Pru), P. vittata (Pvi), B. smithi (Bsm), B. epicureanum (Bep), B. boehmei (Bbo), G.porteri (Gpo), L. klugi
(LK), C. darlingi (Cda), N. chromatus (Nch), Aphonopelma sp (Aps).

64



kDa

2024 rem—

113.0 =
82.2 ——

46.4 —

33 [ m—

26.8 =

17.3 —

Std

C ()

C(+)

Pre

Por

Pvi

Pru

Bsm

Bep Bbo Gpo Lkl Cda Nch Asp

Figura 15. Zimogramas en una dimension para la actividad hialuronidasa de los venenos. Geles de electroforesis al
14% de poliacrilamida adicionados con acido hialurénico. Std (marcador de peso molecular), albumina de suero

bovino (C -), hialuronidasa de testiculos bovinos tipo IV-S (C+).

Venenos de P. regalis (Pre), P. ornata (Por), P.

rufilata (Pru), P. vittata (Pvi), B. smithi (Bsm), B. epicureanum (Bep), B. boehmei (Bbo), G.porteri (Gpo), L. klugi (Lkl),
C. darlingi (Cda), N. chromatus (Nch), Aphonopelma sp. (Aps).
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8.4 Determinacion de condiciones Optimas para la actividad de

hialuronidasa

Se determinaron las condiciones Optimas de pH y temperatura de la actividad
de hialuronidasa para los venenos de las especies del género Poecilotheria. En
cuanto a la temperatura 6ptima, el veneno de P. ornata mostré mayor actividad al
incubarse a 37°C, los venenos de P. regalis y P. vittata a 50 °C; el veneno de P.
rufilata se encontré una actividad enzimética estable a un rango de temperaturas
evaluadas; desde 30 a 70°C (Figura 16).

En cuanto al pH oOptimo, los cuatro venenos mostraron tener mayor actividad
enziméatica en los valores de 3, 4 y 5, sin mostrar diferencia significativa entre los
valores obtenidos en este rango de pH. A partir de un valor de pH de 6 la actividad
disminuy6 considerablemente, de tal forma que a un pH de 8 la actividad fue nula
(Figura 17). Los valores de TRU/mg obtenidos para estas gréficas se muestran

como material adicional en los anexos.
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Figura 16. Graficas del comportamiento de la actividad hialuronidasa evaluada a diferentes temperaturas (pH 6) para los
venenos de tarantulas del género Poecilotheria. A. P. regalis, B. P. ornata, C. P. rufilata, D. P. vittata. Letras diferentes

indican diferencia estadisticamente significativa (ANOVA de una via seguido de Tukey, p<0.05).
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Figura 17. Graficas del comportamiento de la actividad hialuronidasa evaluada a diferentes valores de pH (37 °C) para
los venenos de tarantulas del género Poecilotheria. A. P. regalis, B. P. ornata, C. P. rufilata, D. P. vittata. A.N.: Actividad
nula. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (ANOVA de una via seguido de Tukey, p<0.05).

68




8.5 Electroforesis bidimensional

Se obtuvieron los perfiles de electroforesis bidimensional de los venenos de las
especies del género Poecilotheria, con la finalidad de analizar a profundidad el
grado de complejidad de los venenos. Como se esperaba, los cuatro venenos
presentaron una riqueza peptidica importante. En la zona de alrededor 40 kDa,
destacé la presencia de manchas con un punto isoeléctrico en un rango de 6 a 7
(Figura 18). Los hallazgos obtenidos hasta esta etapa sugirieron la existencia de al
menos dos isoformas de hialuronidasas altamente conservadas entre los venenos

de tarantulas del género Poecilotheria.

8.6 Zimogramas obtenidos por electroforesis bidimensional para la
actividad hialuronidasa de los venenos de tarantulas del género

Poecilotheria

Al estandarizar las condiciones adecuadas para realizar la zimografia
bidimensional, con los geles resultantes se comprobd la existencia de varias
isoformas de hialuronidasas en los venenos de las cuatro especies de tarantulas
del género Poecilotheria, con un peso molecular relativo de 40 kDa y con pl entre
6y 8 (Figura 19).
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Figura 18. Perfil de electroforesis bidimensional para los venenos de las tarantulas
del género Poecilotheria. A. P. regalis, B. P. ornata, C. P. rufilata y D. P. vittata.
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Figura 19. Zimogramas bidimensionales obtenidos para la actividad hialuronidasa
de los venenos de tarantulas del género Poecilotheria. A. P regalis, B. P. ornata,
C. P. rufilata y D. P. vittata.
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8.7 Purificacion y secuenciacion parcial de hialuronidasas

La efectividad del fraccionamiento mediante filtracion en membranas con punto
de corte de 30 kDa se verific6 mediante electroforesis unidimensional (imagen
pequeiia de la Figura 20). Se observd que, efectivamente, la presencia de
péptidos en la fraccion de alto peso molecular disminuyé de manera considerable.
Esta fraccion se sometié a un analisis por electroforesis bidimensional. En la zona
donde se detectdé la presencia de hialuronidasas, en base a los resultados
anteriores, se observaron varios puntos proteicos con un valor de punto
isoeléctrico entre 6 y 8; se seleccionaron los dos mas prominentes (sefialados
como A y B en la Figura 20). Cabe mencionar que en este gel se observaron
compuestos menores de 30 kDa, por lo que el empleo de los filtros no garantiza
una optima separacion. Estas dos muestras se analizaron por cromatografia de
liguidos acoplada a espectrometria de masas con la finalidad de determinar su

secuencia parcial.
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Figura. 20. Gel de electroforesis bidimensional de la fraccion de alto peso
molecular (110 pg de proteina) obtenida por centrifugacion en membranas con
punto de corte de 30 kDa del veneno de P. vittata. La efectividad del
fraccionamiento por filtracibn con membranas se verific6 mediante electroforesis
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en una dimension. FA = fraccion de alto peso molecular, FB = fraccion de bajo
peso molecular.
En las Figuras 21 y 22 se muestran respectivamente los resultados de la

secuencia parcial de las muestras A y B obtenidas de la electroforesis
bidimensional de la fraccion de alto peso molecular del veneno de P. vittata. En
cada una de estas figuras, se muestra en la parte inferior la secuenciacion de novo
de los fragmentos obtenidos en la digestion enzimatica de cada muestra. Al lado
de cada secuencia se observa la identidad que present6 cada fragmento con las
secuencias de otras proteinas mediante un analisis en BLAST. En ambos casos,
se indica que la mayoria de las secuencias obtenidas presentaron similitud con
secuencias de una hialuronidasa de Brachypelma vagans previamente
secuenciada. En la parte superior de las figuras se muestra un andlisis con el
programa Proteome Discoverer 1.4 que muestra la secuencia de la hialuronidasa
del veneno de B. vagans, sombreando en verde las partes de la secuencia con las
gue los fragmentos de la muestra presentan identidad. Estos resultados, confirman

gue cada veneno presenta diferentes isoformas de hialuronidasas.
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e Identificacion parcial de la proteina a traves del programa Proteome
Discoverer 1.4

Hialuronidasa, parcial Brachypelma vagans

KDPQVFAVRW NVPTIOCRKT YGMDFVPLLK SYGILVNSED EFKGEVNTIF YEGQLGLYPH
LDQSGQRVNG GIPQLGDLPE HLKKAREDIN KAIPDVNENG LGIIDWESWR PVWNENWGAL
KKYQDESFEE ALKQHPGRTN DSLWQLAQQE WETSAKNFML ETLRLAQTMR PNSLWCYYLF
PDCYNYNGQT PQEFRCPSIV VTGNNQLSWL WHESKAVCPS LYVADGYLOK YTFEQRTWYV
DGRLKEALRV APNSQLYPYV GYGYGVTPGA MVPEDDFWRI LAQVASAGSS GTVIWGASAT
LRSRDNCQLL QQYVKDILGP SVKTVKENAE RCAKTVCNGK GRCTWPNDPN WVVAWRVYILDR
NKHPFQRSEI TCHCVEGYSG RYCDVKSGIT NQTKRVSFKI SELYTYLRRL LDN
Acceso Descripcién Score Cobertura # Péptidos
406065863 hialuronidasa, parcial 494.23 8.95 7
(Brachypelma vagans)
MW (kDa) Secuencia Modificaciones Carga MH+ [Da]
475 AVCPSLYVADGYLQK  C3(Carbamidometil) 2 1683.83525
WNVPTIQCR C8(Carbamidometil) 2 1173.57903
CTWPNDPNVVAWR C1(Carbamidometil) 2 1614.74285
e Secuenciacion manual de novo
I6n (m/z)  Secuencia Homologia
574.80 EDPTVFSVR Sin homologia
587.29 VPTLQCR Hialuronidasa-Pkla
VPTLQCR (BLAST) (Phoneutria keyserlingi)
681.35 VWNFNWGTLK Parcial de hialuronidasa
VWNFNWGALK (BLAST) (Brachypelma vagans)
753.92 DDDLLGPSVVTVK Sin homologia
927.39 LTSYGILVNNGDEFK Parcial de hialuronidasa
LKSYGILVNSEDEFK (BLAST) (Brachypelma vagans)
960.47 YLETLQLAQNMR Parcial de hialuronidasa
YLETLRLAQTMR (BLAST) (Brachypelma vagans)
1097.09 QTASAGSSGTVIWGASATLK Parcial de hialuronidasa
QVASAGSSGTVIWGASATL (BLAST) (Brachypelma vagans)
113252 GLTPQMQELANYGNR Sin homologia
1390.68  VPLLTSYGILVNN Parcial de hialuronidasa

VPLLKSYGILVN (BLAST) (Brachypelma vagans)

Figura 21. Resultados de la secuenciacion parcial de la muestra A obtenida
mediante electroforesis bidimensional de la fraccion de alto peso molecular del
veneno de P. vittata.
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e Identificacion parcial de la proteina a través del programa Proteome
Discoverer 1.4

Hialuronidasa, parcial Brachypelma vagans

KDPQVFAVRW NVPTIQCRKT YGMDFVPLLK SYGILVNSED EFKGEVNTIF YEGQLGLYPH
LDQSGQRVNG GIPQLGDLPE HLKKAREDIN KAIPDVNENG LGIIDWESWR PVWNENWGAL
KKYQDESFEE ALKQHPGRTN DSLWQLAQQE WETSAKNFML ETLRLAQTMR PNSLWCYYLF
PDCYNYNGQT PQEFRCPSIV VTGNNQLSWL WHESKAVCPS LYVADGYLOK YTFEQRTWYV
DGRLKEALRV APNSQLYPYV GYGYGVTPGA MVPEDDFWRI LAQVASAGSS GTVIWGASAT
LRSRDNCQLL QQYVKDILGP SVKTVKENAE RCAKTVCNGK GRCTWPNDPN VVAWRVYLDR
NKHPFQRSEI TCHCVEGYSG RYCDVKSGIT NQTKRVSFKL SELYTYLRRL LDN
Acceso Descripcion Score Covertura # Peptidos
406065863  Hialuronidasa, parcial de 448.74 1210 6
Brachypelma vagans
MW (kDa) Secuencia Modificaciones Carga MH+ [Da]
475 AVCPSLYVADGYLQK C3(Carbamidomethyl); 2 1684.84416
Q14(Deamidated)
CTWPNDPNVVAWR Cl(Carbamidomethyl) 2 1614.74736
WNVPTIQCR C8(Carbamidomethyl) 2 1173.58269
TWYVDGR 2 896.42467
LKEALR 2 729.46105
e Secuenciaciéon manual de novo
Ion (m/z)  Secuencia Homologia
574.80 DPTVFSVR Sin homologia
587 30 NVPTLQCR HiaIuronid_asa-Pk1 a
' NVPTLQCR (BLAST) (Phoneutria keyserlingi)
682 86 VWNFNWGTLK Parcial de hialuronidasa
' VWNFNWGALK (BLAST) (Brachypelma vagans)
753.92 DDDLLGPSVVTVK Sin homologia
752.42 DDDLLGPSVVTVK Sin homologia
1021.83 TLVTYWLWSESK Sin homologia
1096.60 8&2?8223%:%2?2%? Parcial de hialuronidasa
' (BLAST) (Brachypelma vagans)
1391.18 LTSYGILVNN Parcial de hialuronidasa

LKSYGILVN (BLAST) (Brachypelma vagans)

Figura 22. Resultados de la secuenciacion parcial de la muestra B obtenida
mediante electroforesis bidimensional de la fraccion de alto peso molecular del
veneno de P. vittata.
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9. DISCUSION

Las hialuronidasas son enzimas que se encuentran distribuidas ampliamente en
la naturaleza y han sido reportadas en animales venenosos, tejidos humanos,
organismos patdgenos, tumores malignos, entre otros. El sustrato principal de las
hialuronidasas es el &cido hialurénico, también Illamado hialuronano, un
componente mayoritario presente en la matriz extracelular de tejido conectivo
blando (Bordon y col., 2015). El acido hialurénico desempefia un papel importante
como lubricante de articulaciones, protector de impactos y en el mantenimiento de
la microarquitectura de la matriz extracelular (El-Safory y col., 2010).

La principal funcién de las hialuronidasas en los venenos de animales, es la de
facilitar la difusion de componentes téxicos a través de los tejidos de las presas,
potenciando su efecto y contribuyendo asi a los efectos locales y sistémicos del
veneno (Ferrer y col.,, 2013). Las hialuronidasas procedentes de venenos de
tarantulas actian como endo-p-N acetilhexosaminidasas, que hidrolizan enlaces
B-1,4 glicosidicos del acido hialurénico entre los residuos N-acetil-B-D-
glucosamina (GIcNAc) y B-D-acido glucoronico (GIcUA), generando el
tretasacarido -GIcUA-GIcNAc-GIcNAc- como el principal producto (da Silveira y
col., 2007; Bordon y col., 2015).

En este estudio, enfocado al estudio de las hialuronidasas presentes en los
venenos del género Poecilotheria, se compard la actividad de hialuronidasa de los
venenos de las especies de este género con especies de otros géneros. El veneno
de P.ornata fue el que presenté mayor actividad enzimatica en las condiciones del
ensayo descritas. Una mayor actividad de hialuronidasa esta asociada con
venenos integrados por abundantes componentes de alto peso molecular porque
se cree que requiere una mayor actividad enzimatica para tener mayor
permeabilidad para promover tales componentes. En cambio, cuando un veneno
presenta un predominio de compuestos de bajo peso molecular como péptidos, no
se requiere una actividad alta de hialuronidasa (Sutti y col., 2014). En este sentido,
en todos los perfiles electroforéticos de los venenos (Figura 14) se observan dos
bandas de proteinas de ~64 y 107 kDa, con un rango variable de péptidos. Esto

podria ser la razén de que los venenos de las tarantulas tengan una mayor
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actividad de hialuronidasa que otras especies de arafias. A la fecha, proteinas con
actividad bioldgica de peso molecular alto (110-140 kDa) han sido reportadas en
venenos de arafias de los géneros Latrodectus, Steatoda y Achaearanea (Kuhn-
Nentwig y col.,, 2011). Particularmente las arafias del género Latrodectus,
conocidas comunmente como “viudas negras”, poseen proteinas llamadas
latrotoxinas con un rango de masa entre 110 y 140 kDa. Las a-LTX (o-
latrotoxinas), selectivas a vertebrados, forman un poro en la membrana lipidica de
células del nervio, que actia como un canal cationico no selectivo que permite un
fluo masivo de Ca'?>. Esto conduce a una exhaustiva liberacién de
neurotransmisores en una gran cantidad de nervios, lo que agota las vesiculas
sinapticas, bloqueando la neurotransmision y causando finalmente pardlisis
(Rohou y col., 2007).

Como era de esperarse, los perfiles proteicos obtenidos en una dimension para
los diferentes venenos muestran la riqgueza de péptidos que se muestran
distribuidos entre 6 y 15 kDa. Particularmente, se observd una banda proteica de
aproximadamente 40 kDa muy marcada para todos los venenos. Los resultados
obtenidos por zimografia en una dimension (Figura 16) mostraron que los doce
venenos presentan hialuronidasas con un rango de peso molecular de alrededor
de 38 a 42 kDa. Esto demuestra que los venenos de las tarantulas son una rica
fuente de enzimas con esta actividad. En particular, los cuatro venenos del género
Poecilotheria tienen hialuronidasas de alrededor de 40 a 41 kDa. Este rango de
masa molecular es muy similar al que presentan las hialuronidasas de varios
venenos de tarantulas del género Brachypelma y de Aphonopelma serratum
identificadas por zimografia (Clement y col., 2016) y con la enzima de Eurypelma
californicum (Savel-Niemann, 1989) con masas moleculares de ~40 kDa, similar a
las hialuronidasas purificadas de los venenos de Dugesiella hentzi, Vitalius dubius,
y Brachypelma vagans con masas de 39.6, 43 y 45 kDa respectivamente
(Schanbacher y col., 1973; Sutti y col., 2014; Clement y col, 2012). Ademas de la
zona de actividad enzimatica comdn entre estas especies, el veneno de N.

chromatus presenté una segunda zona de actividad de alrededor de 60 kDa. El
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veneno de C.darlingi no mostré esa zona marcada de actividad como el resto de
los venenos.

Mediante el perfil electroforético y la zimografia bidimensional, se identificé la
presencia de al menos dos isoformas de hialuronidasas conservadas para los
cuatro venenos de Poecilotheria, las cuales presentan similar peso molecular y un
punto isoeléctrico de valor de pH alrededor de 6 y 7. Particularmente en el
zimograma del veneno de P. rufilata, se observaron cuatro halos bien definidos de
actividad enzimatica en formas circulares consecutivas con un valor de punto
isoeléctrico entre 6.5 y 7.5 (Figura 19C). Para precisar los valores de pl, podrian
emplearse tiras IPG con un rango de pH adecuado mas cerrado, que se encuentre
entre 6 y 8. El rango de pl de las hialuronidasas de los venenos de Poecilotheria
es similar al de la hialuronidasa de Dugesiella hentzi con un valor de 6.9
(Schanbacher vy col., 1973). Es importante sefalar que no hay reportes previos a
esta investigacion, que indiquen la presencia de isoformas de hialuronidasas en
venenos de tarantulas. En un estudio proteémico del veneno de la avispa social
Polybia bautista, se identificaron cuatro isoformas de hialuronidasas de similar
peso molecular (~45 kDa) con un valor de pl de 9 (dos Santos y col., 2010).

Con la secuenciacion de los dos puntos proteicos seleccionados, procedentes
de la fraccion de alto peso molecular del veneno de P. vittata, se determind que
ambos presentaron homologia con la secuencia de la hialuronidasa del veneno de
la tardntula mexicana B. vagans. Este resultado confirma la presencia de
diferentes isoformas de hialuronidasas en el veneno de P. vittata. Cabe mencionar
gue la hialuronidasa de B. vagans presenta homologia con enzimas de los
venenos de otros artropodos (Clement y col., 2016).

Los cuatro venenos de tarantulas del género Poecilotheria mostraron un pH
Optimo de actividad hialuronidasa en el rango de 3 a 5. En comparacion con
hialuronidasas purificadas de venenos de otras tarantulas, se presenta un
comportamiento similar. La hialuronidasa aislada del veneno de la tarantula V.
dubius tiene un pH éptimo entre 4 y 5 (Sutti y col., 2014), el mismo descrito que
para las hialuronidasas de los venenos de los escorpiones Buthus martensi y

Palamneus gravimanus (Morey y col., 2006; Feng y col., 2008). El pH éptimo de la
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hialuronidasa de la tarantula Dugesiella hentzi es de 3.5 (Schanbacher y col.,
1973). Las hialuronidasas comunmente son clasificadas en dos grupos principales,
como enzimas acido activas con un pH oOptimo de actividad entre 3 y 4, y en
enzimas neutro activas, con un pH o6ptimo de actividad entre 5 y 6 (Girish y
Kemparaju, 2007). El comportamiento del pH 6ptimo de actividad para los venenos
del género Poecilotheria se ajustan a esta clasificacion.

Para el veneno de P. ornata, la temperatura Optima de la actividad
hialuronidasa fue de 37 °C, la misma que para las hialuronidasas purificadas de la
tarantula V. dubius (Sutti y col., 2014) y de la arafia Hipassa partita (Nagaraju y
col., 2007). Los mamiferos pequefios como los roedores también mantienen una
temperatura corporal de 37 °C y suelen ser presas de las tarantulas (Dias y
Brecovit, 2003). Los venenos de P. regalis y P. vittata presentaron una
temperatura de méaxima actividad de 50 °C, igual que las enzimas BmHYAL del
escorpion Buthus martensi y la hialuronidasa testicular bovina (Feng y col., 2008).
Por dltimo, el veneno de P. rufilata tuvo una actividad enzimatica estable en el
rango de temperaturas evaluadas de 30 a 70 °C. Cabe mencionar que en el rango
de temperatura evaluado no se anuld la actividad hialuronidasa, como si ocurrio
con la evaluaciéon a un pH de 8 en la determinacion del pH 6ptimo. Esto nos indica
la estabilidad de las hialuronidasas a altas temperaturas. En cambio, hay
hialuronidasas aisladas de escorpiones en las que se pierde su actividad
enzimatica al rebasar los 40 °C (Bordon y col., 2015). En el caso de la enzima
aislada de V. dubius, a 60 °C se perdié completamente su actividad (Sutti y col.,
2014).
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10. CONCLUSIONES

Los hallazgos encontrados en este este estudio muestran que los venenos de
tarantulas representan una fuente importante de enzimas con actividad de
hialuronidasa, todas con pesos moleculares relativos entre 38 y 42 kDa. Ademas,
el veneno de N. chromatus, presenté hialuronidasas de aproximadamente 60 kDa.
Los venenos de las tarantulas del género Poecilotheria poseen varias isoformas
de hialuronidasas con un rango de pl entre 6 y 8 y pesos moleculares cercanos a
40 kDa. Estas enzimas actiuan en condiciones de pH y temperatura similares a
otras hialuronidasas ya reportadas, con pH de 3 a 5 y temperatura variable entre
20y 70 °C.

En este trabajo, se establecieron por primera vez las condiciones para analizar
los venenos del género Poecilotheria mediante electroforesis bidimensional y
zimografia en dos dimensiones. Esto abre la perspectiva para continuar con los
procesos de purificacion y andlisis de las hialuronidasas de los venenos de estas
especies.
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12. ANEXOS

12.1 Valores de la Actividad hialuronidasa para el veneno de P. ornata a

diferentes valores de pHy Temperatura.

Temperatura Actividad Actividad
. hialuronidasa Valor de pH hialuronidasa
€ TRU/mg (n=3) TRU/mg (n=3)
20 73.560 + 1.4030 3 8.122 + 0.4779
30 52.250 + 1.2600 4 9.113 +1.0470
37 27.560 £ 0.9073 5 10.270 £ 0.5218
50 49.950 + 0.7803 6 27.560 + 0.9073
60 48.750 + 1.1310 7 101.800 £ 2.1100
70 49.220 £ 2.3780 8 Actividad nula

12.2 Valores de la actividad hialuronidasa para el veneno de P. regalis a

diferentes valores de pHy Temperatura.

Actividad Actividad
Temperatura

¢0) hialuronidasa Valor de pH hialuronidasa

TRU/mg (n=3) TRU/mg (n=3)
20 101.200 + 1.2160 3 16.900 + 0.5770
30 102.000 + 1.3630 4 20.920 + 2.7990
37 75.400 + 1.6610 5 19.900 + 0.8171
50 50.960 + 1.7410 6 73.920 + 1.3710
60 74.410 + 1.7960 7 148.900 + 2.9230
70 73.920 £ 1.3710 8 Actividad nula
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12.3 Valores de la actividad hialuronidasa para el veneno de P. rufilata a

diferentes valores de pHy Temperatura.

Temperatura Actividad Actividad
¢0) hialuronidasa Valor de pH hialuronidasa
TRU/mg (n=3) TRU/mg (n=3)
20 75.860 = 1.4750 3 10.500 £ 0.2971
30 52.950 + 1.5970 4 4.7970 + 0.3009
37 50.150 *+ 1.3620 5 8.5140 = 0.4040
50 51.610 + 1.4140 6 50.1500 +£1.3620
60 48.150 + 1.0020 7 195.2000 * 3.9660
70 47.0600 + 1.1930 8 Actividad nula

12.4 Valores de la actividad hialuronidasa para el veneno de P. vittata a

diferentes valores de pHy Temperatura.

Temperatura Actividad Actividad

. hialuronidasa Valor de pH hialuronidasa

= TRU/mg (n=3) TRU/mg (n=3)
20 99.130 + 1.9540 3 16.460 + 0.6692
30 72.930 + 1.9130 4 20.150 + 0.3348
37 75.170 £ 1.6660 5 24.720 £ 1.0950
50 50.210 + 1.5140 6 75.170 + 1.6660
60 73.990 + 1.8980 7 152.600 £ 1.9540
70 99.390 + 1.6190 8 Actividad nula
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