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RESUMEN

Loxosceles laeta, conocida como “arana del rincdn” o “arafia casera”, es el
principal artrépodo de importancia clinica en nuestro pais debido a las graves
alteraciones fisiolégicas, con secuelas irreversibles que produce su mordedura
en humanos pudiendo llevar a la muerte. El objetivo de este trabajo fue
explorar y caracterizar parcialmente las enzimas proteoliticas presentes en
este veneno; las enzimas evaluadas fueron proteoliticas sobre caseina y
dimetilcaseina (DMC), asi como la accion pro-coagulante sobre plasma
humano citratado. EI veneno fue fraccionado usando una columna
cromatografica de filtracibn molecular sobre Sephadex G-100, equilibrado con
buffer acetato de amonio 0,05M pH 5,0. Mediante PAGE-SDS se determin6
que la proteasa que hidroliza DMC es de naturaleza monomeérica, con un peso
aproximado de 35 kDa. En los ensayos de inhibicion, con el agente quelante
EDTA y el inhibidor de serinoproteasas (PMSF), se obtiene una inhibicion de
60,4% de la actividad proteolitica usando 5 mM de EDTA y empleando 5 mM
de PMSF la actividad pro-coagulante se redujo al 6,7%. Las pruebas de
inmunodifusion doble, usando el antiveneno loxoscélico comercial (INS-Peru)
mostraron la antigenicidad de las proteasas en estudio, asi como del
antiveneno total. Se concluye que el veneno de la arafia L. laeta contiene por lo
menos 2 tipos de proteasas, una del tipo metaloproteasa y la otra
serinoproteasa, siendo ambas enzimas reconocidas por el antiveneno

loxoscélico comercial.

Palabras clave: veneno, arafia, proteasas, pro-coagulante y TNBS



Abstract

In Peru, Loxosceles laeta known as “arafia del rincon” is the main spider which bite
causes local and systemic physiological disorders with irreversible consequences
and in some cases it could be deathly .The main objective of this work was to
identify and partially characterize enzymes with protease activity present in the
whole venom. For this reason total gland extraction method was used to obtained
the venom, then it was analyzed in its content and to find the most important
enzymatic activities, including protease activities upon casein and dimethylcasein
(unspecific proteases), and pro-coagulant action (specific protease) upon citrated
human plasma. Furthermore, venom was fractionated in Sephadex G-100 in
ammonium acetate buffer 0,05M pH 5,0 and exploring the protease and pro-
coagulant activities in each faction. The results of SDS-PAGE determinate that the
unspecific protease is a monomeric protein and has 35 kDa of molecular weight.
Additionally, assays with chelating agent (EDTA) and serine proteases inhibitor
(PMSF), resulting in inhibition of 60,4% of the unspecific protease using 5mM
EDTA, meanwhile, with 5mM PMSF pro-coagulant activity was reduced until 6,7%.
Double inmunodifssion assay using anti-venom anti-loxoscélico (INS-Peru) showed
the antigenic property of the proteases under study, as well as, the whole venom.
In summary the Loxosceles laeta has 2 kinds of proteases, one of them a
metaloprotease and the other one a serine protease, resulting both of them

recognized by the anti-loxoscélico serum.

Keywords: venom, spider, proteases, pro-coagulant and TNBS



INTRODUCCION

El orden Araneae comprende 110 familias, 3 600 géneros y cerca de 39 000 especies en
el mundo (Platnick, 2005; Ubick, 2005). Estos artrépodos son los principales controladores
biol6gicos de insectos, principalmente de moscas y zancudos, al alimentarse tanto de los

estadios larvales como adultos.

No obstante, las arafias también representan un considerable problema de salud publica
debido a los casos de mordedura a las personas que habitan tanto en las zonas rurales
como urbanas. Solo cuatro géneros de arafias, Phoneutria (Sudamérica), Atrax
(Australia) Loxosceles y Latrodectus (a nivel mundial) son los principales responsables de

aracneismo, cuadro denominado a la mordedura en humanos, con consecuencias fatales.

En América, las arafias del género Loxosceles sp (Familia Sicariidae, subfamilia
Loxoscelinae, Platnick, 1991) son las principales causantes de aracneismo (Zavaleta,
1987; Vetter, 2008; Quintana y Otero, 2010); debido a que estos artrépodos presentan
caracteristicas sinantropicas es decir, se desarrollan en ambientes habitados por el

hombre o cercanos a ellos, lo que incrementa la posibilidad de las mordeduras.

Estas aranas comuUnmente conocidas como “arafa marrén”, “arafna de los rincones”,
“arafa violin” o “arafa casera”; poseen un tamafo promedio de 8-15 mm (desde el
cefalotdrax hasta el abdomen) y 35 mm considerando las patas, de color marrén, marrén
grisaceo, marrén oscuro 0 negruzco. En el dorso del cefalotérax posee una depresion
mas oscura en forma de violin. Poseen tres pares de ojos en forma de “V” (Zavaleta,
1983; Zavaleta, 1987; Sanabria y Zavaleta, 1997; Parra et al., 2002), son lucifugas y
sensibles a la humedad, pueden habitar el interior de las viviendas por lo que se las halla

en lugares poco iluminados, entre junturas de ladrillos, muebles en desuso, ropa



guardada, detrds de cuadros, muebles y espejos. La mordedura se produce por defensa

ante la imposibilidad de huida o cuando resulta atacada.

Clinicamente el envenenamiento causado por arafias del género Loxosceles sp es
conocido como loxoscelismo, el cual desencadena un cuadro de alteraciones fisiol6gicas
severas ocasionadas por la accion de los distintos componentes del veneno. En América
del Norte, los cuadros de loxoscelismo son causados por las especies: L. reclusa, L.
deserta, L. arizonica y L. apachea (Millikan, 1974; Vetter, 2008). Para el caso de América
del Sur sélo 3 de las 34 especies de Loxosceles (Gertsch, 1967; Gertsch et al., 1983;
Platnick, 2005), son las causantes de los cuadros de envenenamiento, estas son: L. laeta,
presente en toda la regién; L. guacho, localizada en Brasil y L. intermedia, localizada

principalmente en Brasil y Argentina.

En el Perd, el loxoscelismo es causado por la especie Loxosceles laeta (Nicolet, 1849) y
es considerado como el principal problema de salud publica causado por artropodos
(Zavaleta, 1983), los casos de loxoscelismo se dan con mayor frecuencia en la franja
costera del pais, siendo las ciudades mas afectadas Trujillo, Arequipa, Lima y Callao
(Sanabria y Zavaleta, 1997; DISA | Callao, 2008; INS, 2007), especialmente en la época
de calor. De la poblacién tratada por loxoscelismo, los pacientes menores a 13 afios son
los que presentan mayor vulnerabilidad al transtorno. (Zavaleta, 1987; Schenone et al.,

1989; Sanabria y Zavaleta; 1997).

Existen dos manifestaciones clinicas de loxoscelismo: el cutaneo o dermonecroético y el
cutaneo-visceral o viscerohemolitico. La primera es la mas frecuente, oscila entre el 80 al
90% de casos totales de acuerdo a los reportes de loxoscelismo a nivel global (Yarlequé
et al., 1985; Zavaleta, 1987; Schenone et al.,, 1989; Parra et al., 2002; MINSA, 2003;
Swanson et al., 2006; Bowles y Swaby, 2006; Zaragoza et al., 2008). La mordedura suele

producir dolor de poca intensidad inicialmente y muchas veces la victima no sabe precisar



cuando ocurrié. La lesion inicial se caracteriza por edema, eritema y a veces dolor urente.
Evoluciona de 24 a 36 horas a la caracteristica “placa marmérea” o “liveloide” (areas
intercaladas de palidez y equimosis) de bordes irregulares, circundada por eritema y
edema indurado, dolorosa a la palpacion. Las lesiones presentan un patrén de necrosis
hemorragico gravitacional, posiblemente relacionado a la accién conjunta de las
proteasas, hialuronidasas, nucleasas y esfingomielinasas, entre otras enzimas presentes
en el veneno. Entre el quinto y séptimo dia la lesion cutdnea se circunscribe a la
formacion de una escara negra, que comienza a desprenderse a partir de la segunda
semana. Esta deja una ulcera con fondo de granulacién que tarda varios meses en

cicatrizar y puede requerir cirugia reparadora.

La manifestacién cutaneo-visceral, la cual se considera un cuadro mas grave, pero menos
frecuente con el 10 al 20% de los casos de loxoscelismo reportados se caracteriza por
generar hemolisis intravascular y coagulacion intravascular diseminada (CID) asociadas a
la lesién cutanea (Yarlequé et al., 1985; Zavaleta, 1987; Schenone et al., 1989; Parra et
al., 2002; MINSA, 2003; Swanson et al., 2006; Bowles y Swaby, 2006; Zaragoza et al.,
2008). Se presenta entre 6 a 24 horas posteriores a la mordedura y menos
frecuentemente 48 horas mas tarde. Las manifestaciones sistémicas son fiebre,
escalofrios, decaimiento, ictericia y orina oscura (hemoglobinuria, hematuria), aumento
de bilirrubina y descenso del hematocrito como consecuencia del efecto hemolitico del
veneno (Bowles DE y Swaby JA, 2006). Pueden observarse petequias y equimosis si
existe CID. Las victimas pueden evolucionar a una insuficiencia renal aguda (IRA), que es

la principal causa de muerte por loxoscelismo.

Los mecanismos por los cuales las arafias del género Loxosceles sp producen los
cuadros clinicos locales y/o sistémicos, se deben a las toxinas proteoliticas presentes en

el veneno, capaces de degradar fibrinégeno, fibronectina, entactina y provocar



alteraciones en las estructuras de las membranas basales que estdn asociadas a la
hemorragia local, efectos necréticos, asi como a la difusion gravitacional de la lesién
necroética y los problemas sistémicos como la coagulacién intravascular diseminada y

desordenes renales (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 2000; da Silveira et al., 2002).

El componente principal del veneno es una esfingomielinasa del tipo D (SM-D), clasificada
como una fosfolipasa del tipo D (PLD), a la cual se le atribuye participacion directa tanto
en el proceso dermonecrdtico como en el viscero-hemolitico; sin embargo, otras
proteasas presentes en la ponzofia también tienen un rol importante, ya que, en los
ultimos afios varios autores han realizado importantes estudios para explicar sus
implicancias en el proceso de envenenamiento por tratarse de enzimas hidroliticas de
proteinas plasmaticas y/o tisulares, que pueden agudizar el envenenamiento (Suarez et
al., 1983; Barbaro et al., 1992; Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 2000; da Silveira et al.,

2002; Kalapothakis et al., 2007; Vetter, 2008; Chaim et al., 2011;).

Las proteasas detectadas en el veneno de la arafia del género Loxosceles corresponden

principalmente a 2 grupos:

a) Metaloproteasas; que tienen una accion de amplio espectro.

b) Serinoproteasas; que estan involucradas en los desdrdenes de coagulacion.

Otros componentes enziméticos como hialuronidasas, nucleasas, factores de agregacion
plaguetaria, activadores del complemento entre otros, estan siendo estudiados por

diversos autores con distintas especies.

Las investigaciones que se han realizado en el Pert con L. laeta han demostrado la
existencia de componentes como hialuronidasa, fosfatasa alcalina, proteasa, actividad

pro-coagulante (Yarlequé et al., 1985, 1986; Zavaleta, 1987; Heredia, 1989), siendo todos



estos trabajos obtenidos a partir del veneno total, no llegandose a aislar ninguno de los
componentes que se encontraron en el veneno, esto representa un punto de partida para

poder trabajar y aislar una de estas enzimas.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue aislar y purificar, al menos, una de
las proteasas presentes en el veneno de Loxosceles laeta del Pera. Cabe resaltar, que
este es el primer trabajo en aislar y caracterizar enzimas presentes en el veneno de esta
arafia, una de las mas abundantes en nuestro pais, que tiene contacto con el hombre y

sin embargo, la informacion que se tiene acerca de su veneno es escasa.



MARCO TEORICO

Las investigaciones sobre los componentes del veneno de las arafias del género
Loxosceles sp en nuestro pais son escasas, encontrandose datos preliminares sobre la
presencia o0 ausencia de determinadas enzimas en el veneno crudo y algunas
caracteristicas de sus patrones electroforéticos (Zavaleta et al., 1984; Yarlequé et al.,
1985; Yarlequé et al., 1986; Heredia et al. 1989), sin embargo, no se encuentra

informacién con enzimas aisladas.

Los trabajos méas detallados son los que se encuentran en el estudio de la especie
norteamericana L. reclusa (Futrell, 1992), esto ha permitido que otros autores los hayan
tomado como base para sus investigaciones. El pais sudamericano que tiene un mayor
namero de trabajos al respecto es Brasil, donde se han estudiado especies endémicas
como L. intermedia y L. gaucho; del mismo modo, se ha estudiado a la L. laeta brasilera,
que es diferente a la peruana tanto en su morfologia como en varios aspectos

bioquimicos de su veneno (Guimaraes et al., 2013).

En cuanto al estudio de proteinas hidroliticas o proteasas, se encontraron dos
metaloproteasas Loxolisina A y Loxolisina B, de 20-28 y 32-35 kDa de peso molecular
respectivamente, en el veneno total de L. intermedia (Feitosa et al.,, 1998); estas
proteasas son capaces de hidrolizar tanto gelatina, fibronectina y fibrin6geno usados
como sustratos en ensayos con zimogramas. La naturaleza metaloproteasa de las
enzimas, fue demostrada al utilizar agentes quelantes como el EDTA y la 1,10
fenantrolina, que inhibieron totalmente la actividad proteolitica sobre los mencionados

sustratos.

En algunos trabajos, la accién proteolitica se evidencio al agregar tripsina para activar a la

enzima proteolitica en estudio, lo que habla de la naturaleza zimégena que pueden llegar



a presentar algunas proteinas del veneno, teniendo que ser procesadas antes de generar

su forma activa.

Al realizar las primeras investigaciones con el veneno, la incertidumbre que surgié fue con
respecto a la diferencia en la manera de obtener el veneno; basicamente ésta se centraba
en el método empleado, desde entonces se ha contado con dos métodos: extraccion por
estimulacion eléctrica (EE) y extraccion glandular total (EGT). En la primera, se utiliza un
estimulador eléctrico y descargas de pequefios voltajes a nivel ventral del cefalotérax que
hacen que la arafa expulse el veneno a través de sus queliceros, siendo recogidos con la
ayuda de una micropipeta, con este método los investigadores tenian la ventaja de no
destruir todo su material biolégico de trabajo, quedandose con porcentajes variables del
mismo para futuras extracciones, el problema residia en el hecho que con este método la
cantidad que se obtiene de veneno por arafia era cercana a los 10 yL por espécimen,
necesitandose de una gran cantidad de arafias (Bucherl, 1969). La principal observacion
que varios cientificos han formulado al uso de este método consistia en el riesgo que se
corria de contaminar el veneno obtenido con los jugos gastricos del artrépodo (Zavaleta,

1983).

Con el método de extraccion glandular total (EGT), se obtienen las glandulas venenosas
completas, las cuales son lavadas con buffer isoténico, homogenizadas y luego llevadas a
centrifugacion para separar las impurezas y restos de queliceros del extracto glandular,
conservandose en condiciones de temperatura adecuada. En este caso no hay posible
contaminacién con jugos gastricos y aun mas, para saber si las enzimas proteoliticas
digestivas intervenian en la actividad del veneno, Da Silveira en el 2002, hizo pruebas con
venenos de L. intermedia y L. laeta obtenidos por los dos métodos, ensayados sobre
gelatina en zimogramas. El resultado fue la demostracion de que las proteasas tenian la

misma actividad independientemente del método de obtencién. Este resultado fue



corroborado posteriormente por Nagaraju et al., 2007; Devaraja et al., 2008 y Suarez et

al., 1983.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipotesis nula:
El veneno de la “arafia casera” Loxosceles laeta no presenta enzimas proteoliticas.

Hipotesis alternativa:

El veneno de la “arafia casera” Loxosceles laeta presenta enzimas proteoliticas.

Formulacion de Objetivos general y especificos

Objetivo general:

e Purificar y caracterizar bioquimicamente las proteasas del veneno de la

“arafna casera” Loxosceles laeta

Objetivos especificos:

e Determinar la presencia in vitro de enzimas proteoliticas en el veneno total,
usando caseina y otros sustratos.

e Estandarizar un protocolo de purificacién de proteasas, usando sistemas
cromatograficos.

e Caracterizar bioquimicamente a la o las metaloproteasas vy
serinoproteasas, purificadas previamente.

o Establecer la antigenicidad de las proteasas en estudio con el anti veneno

loxoscélico.



MATERIALES Y METODOS

1. Material Bioldgico

1.1. Coleccidén de aranas

Se colectaron 250 ejemplares adultos vivos de la especie Loxosceles laeta de la zona

sur de Lima Metropolitana (Lurin y Pachacamac)

Los especimenes fueron llevados al Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la UNMSM, donde se las mantuvo separadas
individualmente en frascos de plastico transparentes de 60 ml, con agua ad libitum,

siendo sexadas Yy revisadas durante las 3 semanas que se las tenia sin alimento.

1.2. Extraccion de glandulas

La obtencién del veneno se realizé utilizando la metodologia de extraccion glandular
total (Da Silveira et al., 2002), para ello las arafias fueron puestas en ayuno por tres
semanas con la finalidad de evitar la presencia de restos digestivos contaminantes en
el momento de la extraccibn de las glandulas, luego con la ayuda de un
estereoscopio se retiraron cuidadosamente los queliceros, en cuyo extremo superior
se encuentran las glandulas venenosas. Una vez extraidas las glandulas éstas fueron
lavadas 3 veces con un volumen apropiado de buffer acetato de amonio 0,05M pH
5,0 a 4°C, inmediatamente se las llevé a un homogenizador de vidrio, donde se las
tritur6é vigorosamente durante 5 minutos, luego se centrifugd el homogenizado a 3 000
rpm durante 15 minutos, se separ6 el sobrenadante de los restos de queliceros y se

mantuvo a -20°C hasta su utilizacion.



1.3. Antiveneno

Se utilizd el antiveneno en estado liquido contra el veneno de Loxosceles laeta
producido por el Instituto Nacional de Salud — Perd, correspondiente al lote N°
10200151, vigente hasta febrero del 2014, cada frasco contiene 5 mL de
inmunoglobulinas de origen equino que neutralizan no menos de 80 glandulas de

arafas de la especie Loxosceles laeta.

1.4. Plasma humano citratado

Se obtuvo a partir de sangre venosa de personas voluntarias y en buen estado de
salud, la sangre se colecto en tubos de 13,100 mm conteniendo citrato de sodio 3,8%
(1/10). Luego los tubos con la muestra fueron centrifugados a 3000 rpm por 15
minutos y el plasma sobrenadante fue alicuotado en fracciones de 0,2 mL para su

uso.

2. Material de laboratorio

2.1. Reactivos

Sustratos

e Caseina (Sigma Chemical Company).

e Dimetil caseina (Sigma Chemical Company).
e Acido Hialurénico comercial.

e  p-nitrofenil fosfato.

Buffers

e Acetato de Amonio 0,05 M pH 5,0

e Acetato de Amonio 0,05 M pH 5,0 NaCl 0,85%
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e Fosfato 0,1 M pH 8,0

e Fosfato 0,15 M pH 7,0

e Tris-HCI 0,05 M pH 8,1

e Tris-HCI 0,2 M pH 7,6 CaCl, 10mM

e Tris-HCI 0,2 M pH 8,5

o Buffer de resolucion (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8)

o Buffer compactador (Tris-HCI 1,5 M pH 6,8)

e Buffer muestra (Tris-HCI 50 mM pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%,
glicerol 10%)

e Buffer de corrida (Tris-HCI 25 mM pH 8,3; glicina 0,192 M; SDS 0,1%)

2.2. Estandares de peso molecular

Se empleo el kit comercial de Sigma Chemical Company

¢ AlbUimina sérica bovina (66 000 Da)
e Ovoalbdmina (45 000 Da)

e Lisozima (14 300 Da)

2.3. Electroforesis

Stock de acrilamida (acrilamida 30%, bis-acrilamida 0,8%).
e Tetra etil metilen diamino (TEMED).

e Persulfato de amonio (PSA 10%).

e Sodio dodecil sulfato (SDS).

e Azul brillante de Coomassie R-250.

e Solucion decolorante (metanol, acido acético, agua).
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2.4. Gel para cromatografia
e Columna de filtracion molecular de Sephadex G-100.
2.5. Agentes modificadores de la actividad enzimética

e Fenil Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF)

e Acido etilen diamino tetracético (EDTA)
2.6. Otros

e TNBS (2, 4, 6 acido trinitrobencenosulfénico).
o BApNA (benzoil Arginil p-nitroanilida).
e TCA (acido tricoloacético) concentrado.
e Acido acético concentrado.

e Cloruro de Calcio 0,025 M.

e Citrato de sodio 3,8%.

e Reactivo de Folin—Ciocalteu (1/6).

e Sulfato de cobre 2%.

e Tartrato de sodio y potasio 4%.

e Carbonato de sodio 4%.

e Pipetas automaticas.

¢ Equipo de diseccion.

e Frascos de polietileno.

2.7. Instrumental de vidrio

o Homogenizador de émbolo

o Probetas graduadas de 10, 100 y 250 mL.
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2.8. Equipos

Pipetas de vidrio graduadas de 1, 2, 5y 10 mL.
Tubos de ensayo (13 x 100 mm).
Tubos de ensayo (10 x 75 mm).

Beakers de 50, 100 y 250 mL.

Equipo para cromatografia en columna.

Colector de fracciones automatico LKB — Pharmacia.
Balanza analitica, Ainsworth.

Bafio de temperatura graduable, Memmert.

Equipo de electroforesis en placa vertical, SIGMA ALDRICH.
Espectrofotometro UV, Shimadzu 120-02.
Fotocolorimetro, Spectronic Bausch & Lomb.

Fuente de poder para electroforesis, Duostat Beckman.
Potencidometro digital, Orion Research 610

Centrifuga Sorvall Instruments modelo Easy Spin.
Microcentrifuga, Denver Instrumental.

Estereoscopio (Bausch & Lomb).
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3. Métodos

3.1. Determinacioén de la cantidad de proteina

El contenido proteico se evalu6 usando los siguientes métodos:

Método de absorcion de luz ultravioleta (UV)

Se utiliz6 el método de Warburg y Christian (1941) midiendo la absorbancia de luz UV
a 280 nm de los radicales arométicos de las proteinas en un espectrofotémetro
Shimadzu UV, cuantificando el contenido proteico crudo, asi como las fracciones

colectadas en el proceso de purificacion.

Método de Lowry

Se emple6 el método descrito por Lowry et al., (1951) modificado por Loayza et al.,
(1985), basado en la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteau por la oxidacion de
aminoacidos aromaticos en una reaccion catalizada por cobre. Se us6 un
fotocolorimetro Bausch & Lomb Spectronic-20, provisto de un fototubo y un filtro

infrarrojo para la medicion de la lectura a una longitud de onda de 660 nm.

3.2. Actividades enzimaticas

Se investigaron las siguientes actividades tanto sobre el veneno crudo como sus

fracciones.

A. Hialuronidasa

Basandonos en el método turbidimétrico de Di-Ferrante, (1955) modificado en este
laboratorio por Hurtado et al., 2007; se preparo la mezcla de reaccién que contenia
0,3 mL de buffer acetato de amonio a 0,05M pH 5,0 con NaCl 0,15 M; 0,1 mL de

acido hialurénico comercial 0,5 mg/mL diluido en el mismo buffer, se agregé 0,1
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mL de veneno de L. laeta y se incub6 a 37°C por 15 minutos. La reaccién fue
detenida con 2 mL de Bromuro Cetil trimetil Amonio (BCTA) 2,5% en NaOH 2%,

midiéndose la absorbancia a 400 nm con un volumen final de 2,5 mL.

La mezcla turbia y parcialmente insoluble formada por el acido hialurénico y el
BCTA, la cual detiene la actividad al elevar el pH hasta 12,5 tiene una absorbancia
proporcional a la concentracién del mucopolisacarido, la actividad enzimatica se
expresd en unidades Di-Ferrante por mg de proteina. Una unidad Di-Ferrante
equivale a la reduccion del 50% de la turbidez inicial generado por 0,1 mg de

acido hialuroénico.

B. Fosfolipasa A;

Se us6 el método del retardo de la coagulacion de la yema de huevo (Vidal y
Stoppani, 1971), empledndose como sustrato yema de huevo al 45% en buffer
Tris-HCI Ca,Cl 10 mM a pH 7,6; a esta mezcla se afiadié 50 uL del veneno crudo o
las fracciones y se incubé a 37°C durante 10 minutos, seguidamente los tubos se
colocaron a 100°C donde se evalu6 el retardo de la coagulacion del sustrato con

respecto al blanco que no contenia el veneno en estudio.

La actividad especifica fue calculada con respecto al tiempo de retardo de
coagulacion de la lipoproteina de yema de huevo por minuto y por miligramo de

proteina de estudio.

C. Fosfatasa alcalina

Se utilizé el protocolo de Sulkowsky et al. (1963), modificado por Yarlequé et al.,
1983; la mezcla de reaccién contenia: 0,5 mL de para nitrofenil fosfato 0,001 M;

0,4 mL de buffer Glicina-NaOH 0,1 M pH 9,5; 0,1 mL MgCl, 0,1 M y 50 pL de
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veneno. Luego de 20 minutos de incubacion a 37°C se detuvo la reaccion con 2

mL de NaOH 0,2 N, midiéndose la absorbancia a 400 nm.
D. Amidolitica

Fue determinada por el método de Erlanger et al. (1961) empleando el sustrato
cromogénico Benzoil-Arginil-p-Nitroanilida (BApNA) midiéndose la liberacién de p-

Nitroanilina a 405 nm.

La mezcla de reaccion contenia 1 mL de BApNA a una concentracion de 9x10™ M;
0,5 mL de buffer Tris-HCI 0,05 M pH 8,1 y 50 uL del veneno crudo o las fracciones
correspondientes. Luego de incubar por 15 minutos a 37°C se adicion6 1 mL de

acido acético al 60% para detener la reaccion y luego medirla a 405 nm.
E. Pro-coagulante

Se usé el método descrito por Yarlequé et al. (1986), que consiste en medir el
tiempo de recalcificacion del plasma humano citratado cuando se adiciona el

cloruro de calcio 0,025 M.

Se colocd en un tubo de ensayo (10x75 mm) 0,2 mL de plasma humano citratado,
50 yL de veneno o fracciones incubandose por 5 minutos a 37°C, luego se
adicion6 0,1 mL de CaCl, 0,025 M registrandose el tiempo, en segundos,
requeridos para la coagulacion. El tubo control se prepar6 reemplazando la
muestra de veneno por solucién salina 0,85%. La accién pro-coagulante fue
calculada por la regla de tres inversa, considerando como 100% el tiempo normal

de recalcificacion.
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F. Proteolitica

Se ensayaron 2 metodologias:

Actividad sobre caseina

Se determiné mediante el método de Kunitz, modificado por Takahashi y
Ohsaka (1970), donde se midio la liberacion de acidos solubles producto de
la digestidén enzimatica.

La mezcla de reaccion contenia 1 mL. de caseina al 1% en buffer Tris-HCI
0,2 M pH 8,5; 0,5 mL de agua destilada y 50 uL del veneno en estudio o
sus respectivas fracciones. La mezcla se incubé a 37°C durante 30
minutos, luego se agregd acido tricloro acético (TCA) 0,44 M en frio para
detener la reaccién y se llevaron los tubos a centrifugacién a 4 000 rpm
durante 15 minutos. Finalmente se midio la absorbancia a 280 nm de los

productos acidos solubles.

Actividad sobre dimetilcaseina (DMC)

El protocolo utilizado se basé en el trabajo publicado por Lin et al., 1969 y
modificado por Sanchez et al., 2002; para ello los tubos de reaccion
contenian 250 yL de Dimetilcaseina 0,2% y 250 uL de buffer fosfato 0,1M
pH 8,0 que fueron pre incubados a 37°C durante 5 minutos, luego de ello,
se agrego la muestra (20-50 pL) dejandola reaccionar a la temperatura ya
mencionada durante 5 minutos. Inmediatamente después se detuvo la
reaccion colocando los tubos en agua a 100°C por dos minutos, después
se adicion6 250 pL del reactivo TNBS 0,5% y 250 uL de NaHCO3; 4% pH
8,0; dejandose durante 30 minutos a 50°C en oscuridad. Luego, se retiraron

los tubos del bafio de temperatura y se agreg6 250 yL de SDS 10% y 125
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puL de HCI 1,0 N para leer la absorbancia a una longitud de onda de 340

nm.

3.3. Fraccionamiento del veneno

Usando 9,2 mg del extracto glandular venenoso de L. laeta diluido en buffer acetato de
amonio 0,05 M pH 5,0 se procedi6 a realizar el fraccionamiento en una columna de
filtracibn molecular sobre Sephadex G-100 (32,5 x 0,58 cm) con un volumen total de
34,3 mL, previamente equilibrada con el mismo buffer. Se colectaron volimenes de 1
mL por fraccién con un flujo de 10 mL/hora a temperatura ambiente. Las fracciones

fueron leidas a una longitud de onda de 280 nm en un espectrofotometro Shimadzu.

Adicionalmente en cada fraccion se midieron las actividades de fosfatasa alcalina,
hialuronidasa, amidolitica, proteolitica y pro-coagulante, tal como se describié

previamente.

3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Se utilizé el protocolo de Laemmli (1970) usando concentraciones de 10% y 12% de

acrilamida para analizar la pureza de la proteina, asi como para conocer su peso

molecular. Para ello se empledé 30 pyg del conjunto de fracciones que presentaban

actividad proteolitica, se analizé también los otros picos proteicos expresados en el

cromatograma, ademas del veneno crudo. Se us6 como proteinas patrones a la

albdmina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y lisozima (14,3 kDa).

Las proteinas en estudio fueron tratadas con buffer muestra para PAGE-SDS tanto en
condiciones reductoras, es decir en presencia de p-mercaptoetanol, y no reductoras.
Luego se puso las muestras en el gel de poliacrilamida e inmediatamente fueron

sometidas a una corriente eléctrica de 100 voltios durante 2 horas. Al finalizar la
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corrida, el gel fue tefiido con azul brillante de Coomassie al 0,1% por 15 minutos y
luego decolorado con sucesivas lavadas con solucion decolorante: metanol, acido

acético, agua (25: 8: 67 respectivamente), hasta visualizar las bandas de proteinas.

3.5. Diferenciacion entre metalo y serino-proteasas

Para ello se usaron inhibidores especificos que permitieron conocer si la entidad

proteolitica en evaluacion corresponde a uno de estos dos grupos.

A. Para el caso de metaloproteasas, se usO el agente EDTA a
concentraciones finales variables en el rango de 1,25 a 15 mM, se mezcl6
60 pL de la enzima (0,130 mg/ml) y 20 pL del agente inhibidor pre-
incubandose por 10 minutos a 37°C, luego se tom6 30 pL y se midié la
actividad proteolitica sobre dimetilcaseina y pro-coagulante sobre plasma

humano citratado.

B. Para el caso de las serinoproteasas, se midio la actividad en presencia del
inhibidor especifico fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) dirigido a serina, en
concentraciones finales crecientes de 1,25 a 5 mM, se mezclé 30 uL de la
enzima (0,390 mg/mL) con 30 yL de agente inhibidor pre-incubandose por
10 minutos a 37 °C, luego se tomé 20 yL de la mezcla y se midid la
actividad proteolitica sobre dimetilcaseina y pro-coagulante sobre plasma

humano citratado.

3.6. Reactividad Inmunogénica.

Antigenicidad de las enzimas en estudio

La reactividad de las proteasas aisladas, fueron ensayadas con el antiveneno

loxoscélico comercial mediante la técnica de inmunodifusiéon doble (Ouchterlony y
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Nilsson, 1978). Para ello se prepararon geles de agarosa al 1% en buffer fosfato
0,15M pH 7,0, esta solucién se extendié en una placa Petri dejandose enfriar por
10 minutos hasta su gelificacién. Se hicieron 4 pocillos equidistantes de iguales
dimensiones, en uno de ellos se coloc6 20 pL de suero antiloxoscélico, en los
pocillos laterales se colocaron el mismo volumen de veneno total o de las enzimas
aisladas y en otro albumina sérica bovina (BSA) 2 mg/mL como control negativo.
La difusién se llevo a cabo en una camara humeda a 4°C durante 72 horas, luego
de lo cual se realizaron 2 lavados, con intervalos de 2 horas, con buffer fosfato

0,15M pH 7,2.

3.7. ACTIVIDAD HEMORRAGICA

Empleando el método de Kondo et al. (1960), modificado por Isla et al. (2003) se
probaron las fracciones que presentaban actividad proteasa en ratones de la cepa
Balb C (18-22 g) via intradérmica. Luego de dos horas los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical y se les removio la piel de la zona abdominal
para calcular el diametro y area hemorragica producida en el lado interno, midiendo el
area con ayuda de un papel milimetrado. De acuerdo a ello se calculé el didmetro

hemorragico usando:

area hemorragica

Diametro hemorragico = 2x.\/
/s
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RESULTADOS

1. CONTENIDO PROTEICO DEL VENENO GLANDULAR DE L. laeta

En las extracciones glandulares realizadas a las arafias, se cuantificé el contenido
proteico por el método de Lowry, obteniendo una cantidad promedio de 119,5 ug.
veneno/arafia, en un rango que varia entre 87 a 166 como se aprecia en la tabla N° 1.
Para ello se tomaron soélo las arafias hembras y adultas, procedentes de la misma

zona de muestreo.

2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS DETECTADAS

Los resultados de las pruebas enziméticas realizadas tanto con el veneno crudo,
como con las fracciones obtenidas se muestran en las tablas N° 2 y 3. De todas las
actividades ensayadas se verificd y cuantificd las actividades de hialuronidasa,
proteasa, tanto sobre caseina, como sobre dimetilcaseina y la actividad pro-
coagulante; por otro lado, las actividades fosfolipasa del tipo A,, fosfatasa alcalina y

amidolitica no fueron detectadas.

3. FRACCIONAMIENTO DEL VENENO

El veneno crudo de Loxosceles laeta se fraccioné empleando un gel de filtracion
molecular sobre Sephadex G-100. Trabajando con 9,2 mg de veneno se obtuvieron 3
picos proteicos (Fig. N° 1). El analisis de la relacién cromatogréfica (V./V,) de los 3

picos proteicos obtenidos se puede observar en la Tabla N°4.

Con las fracciones obtenidas se ensayaron las actividades hialuronidasa, proteasa y
pro-coagulante (Fig. N° 2). La enzima hialuronidasa se ubicO en la subida del

segundo pico proteico, mientras la proteasa se encuentra entre la bajada del segundo
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y la subida del tercer pico, asi mismo, la enzima pro-coagulante se ubica en el tercer

pico.

En las tablas N° 5 y 6 se indican los valores de actividad especifica y la posicion

cromatogréfica relativa para cada una de las enzimas.

La actividad proteolitica sobre caseina y dimetilcaseina registran valores diferentes
(tabla N° 5), siendo el método para DMC el de mayor sensibilidad a juzgar por la
cantidad de enzima utilizada y los valores de actividad obtenida. Usando caseina
como sustrato los valores de purificacion y rendimiento fueron 20,1 veces y 41,4%, en

tanto que con DMC los valores fueron de 13,3 veces y 85,2% respectivamente.

Para la actividad hialuronidasa se obtuvo una purificacion de 6,6 veces y un
rendimiento de 37,2%, en cuanto a la actividad pro-coagulante los valores de

rendimiento y purificacion fueron del 87% y 7,43 veces, respectivamente.

4. CARACTERISICAS DE LAS ENZIMAS EN ESTUDIO

4.1. Analisis electroforético

Mediante la técnica PAGE-SDS se determind el nimero de bandas proteicas
correspondientes tanto al veneno crudo, como a los 3 picos proteicos, asi como a
las enzimas identificadas; estableciéndose los rangos de pesos moleculares (Tabla
N° 7). El veneno crudo presentd un total de 24 bandas proteicas, con un rango de
peso molecular va de 15,9 a 97 kDa. La enzima con actividad proteolitica
inespecifica se evidencid como una banda prominente de 35 kDa, la cual persiste
en condiciones reductoras, de lo que se puede inferir que se trata de una proteina
monomeérica (Fig. N° 4). En cuanto a la proteina pro-coagulante, su peso molecular

fue de 15.9 kDa (Fig. 5).
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4.2. Efectos de agentes quimicos

En las tablas N° 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto del
agente quelante EDTA y del PMSF, inhibidor dirigido a la serina. Con EDTA en
concentraciones de 1,25 a 15 mM se observGé que con una concentracion de 5
mM el porcentaje de inhibicion de la enzima proteolitica empleando DMC como
sustrato fue de 60,4%; con 3,2 mM de PMSF se obtuvo un maximo de inhibicion
de 7% sobre la enzima pro-coagulante. En cambio en el caso de la enzima pro-
coagulante al tratarla con 2,5 mM de PMSF el porcentaje de inhibicion registrado

fue de 93,3%, es decir una severa inhibicion.

5. REACTIVIDAD INMUNOGENICA DE LAS ENZIMAS AISLADAS

En las pruebas de inmunodifusion doble se nota en la Fig. N° 5 que, tanto el veneno
crudo como la enzima proteolitica, son reconocidas por el antiveneno loxoscélico
comercial al formase bandas de precipitina y para el caso de la enzima pro-
coagulante ocurre también la aparicion de bandas de precipitina, pero de menor

intensidad.

6. ACTIVIDAD HEMORRAGICA

Probando la fraccion proteolitica en ratones albinos no se encontr6 actividad

hemorragica sobre éstos, al revisar la parte interior de la piel.

23



DISCUSION

Contenido del veneno de L. laeta

Los venenos de origen animal se caracterizan por su alto contenido proteico, el cual
fluctia entre el 50 y 95% del peso total de la ponzofia, las proteinas constituyentes son
diversas y algunas de ellas tipicas de cada veneno, estas proteinas pueden clasificarse
en 3 grupos: enzimas, toxinas y principios de accion biologica selectiva (Stocker, 1974;

Chippaux et al., 1991).

Teniendo que, en la mayoria de los casos el veneno es un vehiculo de accion rapida
sobre la presa para inmovilizarla, matarla y digerirla; las enzimas cumplen un rol
fundamental actuando sobre proteinas tisulares y plasmaticas (proteasas), sobre
fosfolipidos de diferentes clases (fosfolipasas) y sobre los componentes de la cascada de
coagulacién interfiriendo en su actividad; asi mismo, existen enzimas que degradan DNA
y RNA, componentes fosfatados, entre ellos nucleétidos, &acido hialurénico y L-
aminoacidos, en este Ultimo caso via desaminacién oxidativa. El segundo grupo
corresponde a las toxinas, que actlan sobre el sistema nervioso central o periférico, a
nivel pre y/o post sinaptico y que tienen alta especificidad y eficacia para paralizar y matar

a sus presas. Ademas se encuentran cardiotoxinas, miotoxinas y nefrotoxinas entro otros.

Adicionalmente se ha encontrado en los venenos, especialmente de origen ofidico,
proteinas de importancia médica, tales como las lectinas de tipo C y las desintegrinas,
estas Ultimas asociadas a la inhibicion de la metastasis y la angiogénesis en tumores
cancerigenos. También existen péptidos que inducen hemodlisis directa, especialmente en
los venenos de abejas y avispas; asi como proteinas hemorragicas de diferentes clases,
sin dejar de mencionar a inhibidores proteoliticos como el inhibidor de angiotensinasa

renal.
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En el caso de las arafias, dado su pequefio tamafio y el hecho de alimentarse,
fundamentalmente de insectos, se puede asumir que sus venenos so6lo son capaces de
actuar sobre tales presas, sin embargo, se sabe que ademas de las insecto-toxinas,
pueden estar presentes toxinas dirigidas a mamiferos, las cuales ejercen diversas
acciones biolégicas, esto obedece a la presencia en el veneno de compuestos
encargados de defender a la arafia, quien es victima natural tanto de mamiferos, como
aves, reptiles e inclusive otras arafias. Un detalle muy interesante acerca de estos
artrépodos ha sido el aislamiento de algunas enzimas de accion marcadamente toxica,
tales como la esfingomielinasa D del veneno de Loxosceles reclusa, la cual se comporta
como una dermotoxina y nefrotoxina. Asi también, la a-latrotoxina, neurotoxina que afecta

a los mamiferos presente en el veneno de Latrodectus mactans, entre otras.

Algunos aracnidos como las arafias L. mactans y Phoneutria negriventer poseen potentes
neurotoxinas siendo ésta Ultima responsable de numerosos accidentes mortales en Brasil
y cuya presencia en la amazonia peruana ya ha sido reportado (Maguifia et al., 2008).
Los escorpiones son otro grupo de aracnidos que presentan toxinas mortales para el
hombre, como las halladas en el veneno de Tytus serrulatus, especie que causa una alta
mortandad en nifios y ancianos, especialmente en los estado de Parana y Minas Gerais

en Brasil.

Los reportes previos en la presente investigacion permiten afirmar que el veneno de L.
laesta es un complejo proteico. Lo tipico en cada caso es la variabilidad de los
componentes y por ende el cuadro clinico que podrian originar al producir accidentes en

humanos.

Si bien es cierto que en la extraccion del veneno por estimulacion eléctrica, éste se
obtiene liquido y sin contaminantes, como restos de queliceros, el principal riesgo con

este método es la contaminacién del veneno con el contenido estomacal de la arafa,
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procurando tener mucho cuidado al momento de la extraccion, ademas, pulsos entre 5y
15 voltios que se usan comunmente causan a la larga la muerte de los animales luego de
3 6 4 extracciones. El otro procedimiento: la extraccion glandular, con el consiguiente
sacrificio de la arafia, nos permite separar el veneno del resto del contenido por un
procedimiento mecénico, que a pesar de su sencillez genera pérdida parcial del material,

ademas de matar al espécimen.

La cantidad de proteinas en el veneno de L. laeta, que se aprecia en la tabla N° 1 y que
se encuentran en el rango de 86,7 a 166 jg. veneno/arafa, fueron obtenidos empleando
s6lo especimenes hembras y adultos, ademas el ultimo dato de dicha tabla muestra una
extraccion obtenida usando tanto hembras como machos, evidenciando la disminucién de
la cantidad de proteina, a pesar de contar con un mayor nimero de especimenes. Esta
proporcion ya encontrada en otros trabajos (Yarlequé et. al, 1985; Suarez et al, 1983)
muestra que el contenido proteico venenoso en el caso de los machos es inferior en
comparacion con las hembras; adicionalmente, factores como edad y estado alimentario
influyen bastante en este aspecto, pero el control de estos factores demandan una mayor
inversion de tiempo; sin embargo, con un grupo de las Loxosceles en estudio se hizo una
prueba para controlar la alimentaciébn y desarrollo en condiciones de laboratorio,
manteniendo por un lapso de 6 meses los especimenes en buen estado, brindandoles

larvas de Musca domestica como alimento.

A pesar de lo anterior, se puede remarcar que cantidades tan pequefias de proteina son
capaces de generar cuadros dermonecroticos y/o viscerohemoliticos de gran severidad en
el hombre, que pueden conducir a la muerte, sabiendo aun, que el hombre no es la presa
natural de este aracnido y la mordedura ocurre fundamentalmente por razones de

defensa.
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Todo ello implica un trabajo destinado a tipificar un veneno, tomando como base su
contenido proteico en el lumen glandular o en la glandula total. En este aspecto, se debe
realizar un cuidadoso trabajo destinado a obtener un veneno de alta pureza, ya sea por
extraccion glandular total o usando pulsos de bajo voltaje que dan lugar a la liberacion de

este compuesto bioldgico.

Andlisis de las proteasas presentes en el veneno

En la figura N° 1 se muestra el perfil cromatografico obtenidos al fraccionar el veneno de
L. laeta. En primer lugar puede sefialarse que la cromatografia de filtracion molecular
sobre Sephadex G-100 fue idénea para separar al menos en 3 fracciones el contenido
proteico total. A juzgar por la posicion relativa de los 3 picos proteicos, la separacién
lograda fue suficientemente resolutiva para establecer por un lado los picos proteicos y
por otro la posicion de la proteasa inespecifica que actla sobre caseina y DMC, asi como
la proteasa especifica, que se evidencié por su accién pro-coagulante en la porcion

correspondiente al tercer pico proteico (Figura N°2).

Adicionalmente se ha logrado fraccionar la actividad de hialuronidasa, enzima que por su
naturaleza termolabil no sélo es dificil de identificar sino mantenerla en el tiempo. Como
puede notarse en la tabla N° 4 la relacién V¢/V, de las 3 actividades estan debidamente

diferenciadas.

Al complementar el fraccionamiento del veneno con el andlisis electroforético, se puede
apreciar la drastica reduccién de bandas proteicas de dichas fracciones con respecto al

veneno crudo, determinandose el peso molecular de la enzima en estudio.

La sensibilidad de la actividad proteolitica sobre DMC desarrollada cuidadosa y ex

profesamente para este trabajo permitid una facil deteccion, identificacion, asi como
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separacion de la enzima. Los valores de rendimiento y purificacion de la enzima aislada

son mayores que usando la técnica sobre caseina.

Sabiendo que la DMC est4 conformada por la molécula de caseina, a la que se adiciona
quimicamente 2 grupos metilos, cuando la proteasa de L. laeta reconoce el sustrato, éste
es escindido y los residuos amino liberados reaccionan con el reactivo cromaéforo &cido
trinitrobencenosulfénico (TNBS) formando un complejo coloreado que es reconocido y
cuantificado a una longitud de onda de 340 nm. Con esta técnica se puede emplear
cantidades menores de enzima (10 veces) que cuando se trabaja con caseina; esto
permitio realizar los trabajos de caracterizacion de la enzima aislada al tomar voliumenes
pequefios para las pruebas. Para esta investigacion esto fue un punto importante, ya que
al trabajar con extractos glandulares de arafia el principal problema fue la baja cantidad

de veneno.

El trabajo de estandarizaciébn de esta técnica a las condiciones de laboratorio fue
laborioso desde que se redujeron los volimenes de los reactantes sin afectar la
sensibilidad de la prueba. Asi pues, se dispone a partir de la fecha de un nuevo método
para medir actividad proteolitica empleando en este caso DMC. Por otro lado, la falta de
actividad coagulante es decir de la enzima similar a trombina, que esta presente en
muchos venenos ofidicos, tendria dos explicaciones: el veneno carece de actividad sobre
el fibrinégeno y los factores de coagulacién o mas bien algunos de estos factores son
sensibles a la escision enzimética. Habiéndose demostrado en 1986 (Yarlequé et al.) la
presencia de actividad pro-coagulante en el veneno crudo de L. laeta, la posibilidad de
obtener este componente parcialmente purificado a través de la cromatografia de filtracion

en Sephadex G-100, era atractiva, lo que motivé también su exploracion.

Como se observa en las figura N° 2 existe una fraccién pro-coagulante debidamente

separada de la fraccion proteolitica inespecifica. Es interesante observar que el reactivo
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dirigido a serina, es decir PMSF solo inhibe la actividad pro-coagulante, pero no la
proteasa inespecifica, mientras que el EDTA, agente quelante de iones divalentes

produce una severa inhibicion de la actividad proteolitica sobre DMC.

Entonces es posible diferenciar a estas enzimas por la arquitectura de su sitio activo, ya
que en el caso de las proteasas, la presencia del i6n calcio u otro i6n divalente es crucial
para esta actividad. En cambio, la fraccion pro-coagulante se trataria de una tipica
serinoproteasa, en lugar de una metaloproteasa como la anterior. Al respecto, las
serinoproteasas son enzimas muy especificas capaces de promover la coagulacion
activando uno o mas factores pro-coagulantes, En estos casos se refiere especificamente
a proteinas activadoras del factor Il (activadores de pro-trombina) o del factor X, que es el
factor central de la cascada de coagulacién por via intrinseca y extrinseca. La
determinacion precisa de cual activador proteico dispone este veneno se realizaria en

investigaciones futuras usando sustratos cromogénicos especificos.

Adicionalmente la presencia de hialuronidasa propone nuevos retos exploratorios. Por un
lado, es necesario investigar la estabilidad de esta enzima que como ya se mencioné es
muy pobre en la mayoria de los venenos, pero que al parecer tiene una mayor resistencia
al tratamiento cromatografico de acuerdo con los resultados obtenidos. Inicialmente, el
solo hecho de la existencia de esta enzima se relacionaria con la capacidad difusora del
veneno tal como se ha demostrado en estudios sobre esta enzima en venenos de

serpientes.

Analisis electroforético.

Una vez detectadas las actividades enziméticas y observando que no coincidian con los
picos proteicos se pasé a “juntar’ tanto las fracciones donde se detecto actividad, asi

como aquellas que comprendian los picos sin actividad bioquimica. En este punto la figura
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N° 4 muestra claramente las diferencias en los contenidos de los picos proteicos, donde
en el primer pico proteico se encuentran la mayoria de los componentes del veneno con
pesos superiores a 65 kDa, el segundo pico contiene 7 bandas de mediano peso
molecular y el tercer pico se muestra vacio, esto posiblemente al hecho de que las
proteinas presentes en dicho pico son de un peso molecular inferior a 14,3 kDa, o a la

baja cantidad de proteina presente en estas fracciones

Otro aspecto importante en mencionar es lo referido a las diferencias de los pesos
moleculares establecidos a partir de este trabajo para el veneno total, que fluctdan en un
rango de 15,9 a 97 kDa, y el de las enzimas en estudio registrando la proteasa un valor de
35 kDa, la enzima pro-coagulante un peso menor y la enzima hialuronidasa un peso

mayor.

Rol del antiveneno loxoscélico

Toda la literatura experimental acerca de los venenos de origen animal ha demostrado
gue la Unica terapia especifica para combatir el envenenamiento de este tipo, es con el
uso de un antiveneno o suero anti-aracnido, el cual también se denomina mas
especificamente suero antiloxoscélico, producto biolégico producido en el Perd

Unicamente por el INS.

La prueba de inmunodifusién doble, realizadas en este estudio (Figura N° 7) muestra
claramente la reactividad inmunogénica de los componentes del veneno de L. laeta ya
que forman lineas de precipitina con el antiveneno loxoscélico empleado. Aun cuando las
concentraciones finales de las metalo proteasas fueron bajas (0,2 mg/mL), se pudo
verificar su reactividad antigénica, al igual que el veneno crudo. No obstante la
serinoproteasa o proteina pro-coagulante no fue ensayada por el momento, teniendo en

cuenta el poco material recuperado. A pesar de ello, se asume que tanto la proteina pro
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coagulante como la hialuronidasa tienen reactividad antigénica, teniendo en cuenta que

sus pesos moleculares estan por encima de 15 kDa.

Como se deduce de todo lo expuesto aun quedan aspectos muy relevantes por investigar
en trabajos futuros. Empero, se ha logrado diferenciar claramente las fraccion proteolitica
inespecifica y especifica de este veneno, ademas de desarrollar una importante técnica

microcuantitativa para medir la actividad proteolitica inespecifica.

La presencia de arafas en los ambientes naturales a despecho de las creencias
populares, constituye un eslabon ecolégico de méaxima importancia en el control de
insectos, puesto que los aracnidos en general y L. laeta en particular, son especies que se
alimentan de moscas, zancudos Yy otros insectos potencialmente dafinos para el hombre.
Como ya se ha dicho las mordeduras en seres humanos son fortuitos y provocados

directa o indirectamente por el hombre al tratar de alejarlas o matarlas.
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CONCLUSIONES

El veneno de la arafia Loxosceles laeta contiene proteasas y hialuronidasa dentro

de la composicién de su veneno.

La proteasa inespecifica es una metaloproteasa de bajo peso molecular (35 kDa) y

es de naturaleza monomeérica.

El veneno presenta una proteasa especifica con actividad pro-coagulante.

La enzima pro-coagulante es una serinoproteasa.

Ninguna de las fracciones proteoliticas posee actividad hemorragica al hacer

pruebas in vivo.

El suero antiloxoscélico comercial del INS-Perl reconoce tanto al veneno crudo

como a las proteasas en estudio.
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RECOMENDACIONES

Estandarizar un protocolo de crianza y mantenimiento de arafias en condiciones

de laboratorio.

La obtencion del veneno debe ser complementado con aquel obtenido por

estimulacion eléctrica, para evitar contaminantes.

Los alcances del presente trabajo permitirdn dar soporte a las investigaciones

preclinica y clinicas para el desarrollo de nuevos sueros antiloxoscélicos.
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TABLAS Y FIGURAS

40



Tabla 1. Contenido proteico de las extracciones glandulares de Loxosceles

laeta. (*) Caso en el que se tomd machos y hembras

Cantidad de proteina

(método de Lowry)

NUmero de Volumen Relacion

arafas Concentracion Proteina total (mL) (ug veneno/ arafa)

Hg/pL (mg)

2,09

2,1

2,4 2,4 1 120

3,98 9,96 2,5 166

7,0 6,97 1 87,1
6,76 (*) 8,12 1,2 70
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Tabla 2. Actividades enzimaticas detectadas en el veneno crudo de L. laeta

Actividad enzimatica

Sustrato pH de reaccion

SIEU e s =0 Acido hialurénico comercial

Proteasa 1 Caseina 85 0,061
Proteasa 2 Dimetilcaseina 8.5 0,341
18%

el F NN  Plasma humano citratado 74

Tabla 3. Actividades enziméaticas en el veneno crudo

PROTEINA ACTIVIDAD  UNIDADES TOTALES DE

Enzima .
TOTAL (mg) ESPECIFICA ACTIVIDAD

Hialuronidasa

Proteasa 1

Proteasa 2

Pro-coagulante
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Tabla 4. Relacion cromatografica de los picos proteicos obtenidos en el
fraccionamiento del veneno crudo de Loxosceles laeta. Teniendo en cuenta Vy=11.4

mL

Pico Cantidad
D.O. 280 nm
proteico proteina (Lowry)

Tabla 5. Actividades de las fracciones obtenidas sobre Sephadex G-100

UNIDADES
PROTEINA  ACTIVIDAD pURIFI  RENDIMIEN
Enzima TOTALES DE .
TOTAL  ESPECIFICA CACION TO (%)
ACTIVIDAD

Hialuronidasa
Proteasa 1

Proteasa 2

Pro-

coagulante
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Tabla 6. Relaciones cromatograficas de las enzimas detectadas producto del

fraccionamiento

Hialuronidasa

Proteasa 1

Proteasa 2

Pro-coagulante

44



Tabla 7. Patrén electroforético del veneno crudo de L. laeta

Bandas proteicas | Peso Molecular (kDa)

1 96,98
2 94,2
3 92,8
4 91

5 88

6 86,8
7 84,3
8 80,7
9 79

10 76,9
11 74,3
12 64,6
13 61

14 59,5
15 57,5
16 54

17 51,4
18 45,3
19 39,6
20 34,2
21 28,5
22 25,1
23 19,4
24 16
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Tabla 8. Accion del EDTA sobre la actividad proteolitica y pro-coagulante

% Inhibicién

Enzima % Actividad

Proteasa

39,6 60,4
58,5 41,5
89,5 10,5
100 ;
Pro-coagulante
98 2
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Tabla 9. Accion del PMSF sobre las actividades proteoliticay pro-coagulante

Enzima % Actividad %0 Inhibicién

Proteasa

119 -
93 7
100 -
69,3 30,7
Pro-coagulante
6,7 93,3
6,7 93,3
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14.3 kDa
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FIGURA 4. PAGE-SDS 10% del veneno de L. laeta. Patron electroforético del
veneno crudo (40 pg) de L. laeta (A), se aprecian las 24 bandas cuyos pesos se
detallan en la tabla N° 8. Electroferograma de los picos proteicos obtenidos luego de
la cromatografia de filtracion, en promedio 30 pg por carril (B), carril 1: marcador de
peso molecular, carril 2: pico I, carril 3: pico Il, carril 4: pico lll, carril 5: enzima

proteasa (condiciones no reductoras), carril 6: veneno crudo de L. laeta, carril 7:
marcador de peso molecular.
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FIGURA 5. PAGE-SDS al 10 % de la enzima proteasa en condiciones no reductoras (A),
donde se puede ver una prominente banda de 34,8 kDa de peso molecular junto con otra
de 36,7 (carril 2) y el veneno crudo (1), ambas con 30 ug de fraccion. PAGE-SDS al 12%

de la enzima proteasa (30 pg) en condiciones reductoras (B), donde se aprecia una banda

de 35,2 kDa.
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66 kDa
45 kDa
14,3 kDa

FIGURA 6. PAGE-SDS en condiciones no reductoras de la enzima pro-coagulante en
condiciones. Carril 1: veneno crudo. Carril 2: enzima pro-coagulante (15,9 kDa). Carril 3:

marcadores de peso molecular.
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FIGURA 7. Inmunodifusiéon del veneno crudo y la enzima proteolitica, Se aprecia la

formacion de bandas de precipitina tanto con el veneno crudo (180 pg), como con la
fraccion proteasa inespecifica (4 pg) cantidad de BSA 40 pug.
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