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RESUMEN

Loxosceles laeta es una especie que cohabita en nuestros hogares y que es de gran
peligrosidad por ser la arafia mas venenosa de Sudamérica, debido a su potente veneno
constituido por un grupo extenso de toxinas, donde la mas estudiada se llama Fosfolipasa-D.
Esta enzima escinde lipidos y genera con ello metabolitos que en muchos casos estan
asociados a vias de sefializacion celular, lo que resulta interesante ya que se ha demostrado
que el cuadro generado por una mordedura es muy similar a la inoculacion de esta enzima
por si sola. La mordedura de esta arafia genera Loxoscelismo, un cuadro que puede ser local
(cuténeo), desencadenando una respuesta inflamatoria que puede generar necrosis del area,
o sistémico (cutaneo visceral), en el que se compromete el organismo habiendo dafio renal y
hepatico, lo que puede causar la muerte. En Chile el 83 % de los casos reportados consiste
en el cuadro cutaneo, mientras un 22,2% en nifios y 19,1% en adultos trata del cutaneo-
visceral teniendo una mortalidad del 1 al 3%. Aunque las mordeduras por arafias de rincon
no son frecuentes y la mayoria de los casos no son graves, resulta sustancial el estudio de su
veneno porque no existe una cura para remediar los sintomas del cuadro sistémico. Por lo
anterior, se hizo un estudio para comprender el mecanismo de accion del veneno, adaptando
un protocolo en donde se sedaron arafias hembras en CO2, y posteriormente se les extrajo y
almaceno el veneno. Este veneno se utilizd en cultivos de fibroblastos humanos y a una
concentracion determinada se llevaron a cabo ensayos inmunocitoquimicos para estudiar la
mantencidn de mitocondrias, nlcleo, conexina 43, iINOS y el citoesqueleto de actina. Se pudo
demostrar que el veneno de L. laeta en fibroblastos humanos posee una reaccién variada que
probablemente genera muerte celular por apoptosis, en donde el cambio en la morfologia de
la mitocondria y disminucion de conexina 43 en aposicion podria estar relacionado con ello.
Por otro lado, se demostro que hay una via inflamatoria asociada por el aumento en expresion
de la enzima iNOS, la cual podria no estar asociada a muerte celular por necrosis sino a una
respuesta a la toxina Fosfolipasa-D escindiendo uno de sus posibles sustratos lipidicos, la
esfingomielina, la cual forma ceramida-1-fosfato, que se ha demostrado que es un factor en

la liberacién de NO por la via inducible sintasa.
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INTRODUCCION

Generalidades de las arafas

Las arafas pertenecen al phyllum Arthropoda, clase Arachnida, orden Araneae. Son
individuos depredadores que se pueden encontrar a lo largo de todo el mundo, en los cinco
continentes y, habitando en maltiples ambientes. Hasta el momento, se descubren nuevas
especies cada dia, por lo que su numero se estima alrededor de 40.000, los cuales pertenecen
a 110 familias (Platnick et al. 2009).

La morfologia general de una arafia consiste en dos secciones llamadas prosoma y
opistosoma (Fig.1). La primera porcion corresponde a la zona anterior Ilamada también
cefalotérax, y la segunda a la posterior que se conforma por el abdomen. La union de estas
dos estructuras se llama pedicelo. EI prosoma es la zona en donde se encuentran los érganos
que cumplen las funciones de alimentacion, locomocion (extremidades), sistema de
integracion nervioso (constituido de dos ganglios, el subesofagico y el supraesofagico),
relacionado con reproduccion en arafias maduras (pedipalpos), visién y sobrevivencia
(produccién y eliminacion de veneno). Mientras, el opistosoma esta relacionado con
digestion, circulacion, respiracion (traqueal y pulmonar), excrecion, reproduccién como tal
y produccion de seda (hilanderas). EI prosoma tiene una seccion ventral y dorsal, llamados
el esternon y el caparazon, respectivamente. Estas dos porciones permiten la conexién de seis
pares de extremidades, un par de queliceros que le confieren la habilidad de morder y
expulsar veneno conectado internamente con las glandulas del veneno, un par de pedipalpos
gue estan situados en la parte anterior al lado de las patas (su forma permite discriminar
machos de hembras, siendo alargados y con una estructura esférica en el extremo terminal en

machos, y rectos en hembras), y a su lado cuatro pares de patas locomotoras (Foelix, 2011).
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Fig. 1. Apariencia externa del cuerpo de una arafia hembra (Foelix, 2011).

El orden Araneae presenta tres subordenes: Mygalomorphae (o Migalomorfas) que
comprenden a todas las tarantulas, por ejemplo de la familia Lycosidaeo, también, el género
Brachypelma (Foelix, 2011); Araneomorphae (0 Araneomorfas) por ejemplo, las especies
del género Heriaeus como Heriaeus melloteei (Berkut et al. 2015), y, Mesothelae (o
Mesotelos) como las especies de la familia Liphistiidae, como Liphistius batuensisy
Liphistius lahu (Xu et al. 2015). Las Migalomorfas presentan queliceros que se desplazan en
el plano horizontal, por el contrario, los Araneomorfos presentan movilidad en el plano
vertical de sus queliceros. Por ultimo, Los Mesotelos tienen su abdomen segmentado y un

estrecho esternén (Foelix, 2011).
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Fig. 2. Movimiento de los queliceros de forma horizontal (Araenomorfas) y vertical
(Migalomorfa) (Foelix, 2011).

Las arafias son organismos exotérmicos, caracteristica general de los artrépodos, lo cual
define que sean incapaces de regular su calor corporal teniendo una tasa metabdlica muy
baja, por lo que su alimentacion es esporadica, pudiendo sobrevivir largo tiempo sin ingerir
nada (Foelix, 2011). Es por esta razén que dependen completamente de la temperatura del
ambiente, lo que condiciona su distribucion geografica. La distribucion estd sometida a
constantes alteraciones debido al impacto del cambio climatico. Un estudio hecho en la
especie Loxosceles reclusa en Estados Unidos habla de las condiciones claves a las que debe
estar sometida una arafia para que se traslade de su antiguo nicho geogréafico (Saupe et al.
2011). Es importante, tomar en consideraciéon que las arafias, a pesar de ser exotérmicos,
poseen la capacidad de adaptarse al ambiente, pero para ello deben superar dos situaciones
criticas: 1) Superar las grandes fluctuaciones de temperatura y humedad, la disponibilidad de
agua potable, a pesar de que pueden pasar largos periodos sin tomar agua debido a que su
cuticula es impermeable y permite que no se deshidraten con facilidad, la velocidad del
viento, entre otros; y, 2) el tamafio pequefio que poseen en general en relacion a su masa,
genera una razén superficie/volumen que las hace muy susceptibles a los cambios

ambientales de temperatura y humedad (Nentwig, 2013).

9|Pagina



Glandulas de veneno

Una de las estructuras mas fascinantes que poseen las arafias son sus glandulas de veneno,
ya que mejoran las técnicas de depredacion de otros organismos, incluso si se trata de
individuos de la misma especie, con la finalidad de sobrevivir y alimentarse. Sin embargo,
su importancia en la especie en particular depende de factores morfoldgicos, bioquimicos y
estructurales de la glandula en cuestion. Los Mesotelos comprenden el grupo de arafias mas
primitivas, sus glandulas estan localizadas en la zona anterior y basal de los queliceros,
siendo bastante pequefias y probablemente no siendo muy relevantes para la depredacion.
Los Migalomorfos poseen glandulas en el mismo segmento basal produciendo un veneno
potente a través de los queliceros. Finalmente, en los Araneomorfos, las glandulas ocupan un
volumen mucho mas pronunciado, ocupando parte del prosoma y siendo importantes para la
predacion (Suter and Stratton, 2013).

La existencia del veneno, y la aparicion de casos clinicos asociados a mordeduras de arafias
a lo largo del tiempo, ha abierto un campo de estudio relacionado con la composicién de este
y su respuesta en las personas afectadas para mejorar su prondstico. Existen representantes
de gran peligrosidad alrededor del mundo, siendo en este caso en particular los de Chile, Pert
y Brasil. Se atribuyen los casos emblematicos por mordeduras a los causados por arafias de
la familia Sicariidae (arafias araneomorfas, altamente venenosas y con 6 0jos, a diferencia de
la mayoria de las arafias que tienen 8), habiendo ocho representantes descritas en el pais tanto
del género Loxosceles como Sicarius (Platnick et al. 2004). Hoy en dia, en base a varios
reportes clinicos de personas afectadas gravemente por mordeduras de arafias y, las cuales,
en su mayoria ocurrieron dentro de una casa en los periodos de elevada temperatura
(primavera y verano), ha hecho que se buscara la especie responsable. Siendo en su mayoria
provocadas por esta arafia, causando un cuadro variable que en general incluye necrosis del
area, y en algunos casos aislados la muerte (Canals et al. 2011). Finalmente, Macchiavelo
en 1937 relaciond el cuadro con la especie Loxosceles laeta (Macchiavelo et al. 1937), y afios
mas tarde Atkins, demostré la patogenicidad de una arafia de la familia Loxosceles reclusa
(Atkins et al. 1957). Hoy en dia estan descritas mordeduras por muchas de estos
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representantes, siendo las mas documentadas L. laeta, L. reclusa, L. rufescens, L. arizonica,

L. Intermedia y L. gaucho.

Arafia venenosa Loxosceles laeta

Loxosceles laeta, normalmente llamada arafia de rincon, presenta un disefio caracteristico en
su cefalotorax que recuerda la forma de un violin, con la base dirigida hacia los ojos v el
mango hacia el abdomen (Fig. 3). Ademas, tiene 3 pares de ojos dispuesto uno en la zona
frontal y dos laterales como se observa en la imagen (Fig. 4). Hay otras arafias que poseen 6
ojos, pero no dispuestos de la misma forma, siendo una clave ideal para la clasificacion
(Appel et al. 2005; Swanson et al. 2006; Benamu et al. 2007).

Fig. 3. Ejemplar macho adulto de la especie Loxosceles laeta. En el cefalotdrax se puede
observar la forma de un violin mas los tres pares de ojos caracteristicos (Dr. Oliver
Schmachtenberg).
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Fig. 4. Clasificacion de la familia Sicariidae en relacion a otras familias de arafias en base
a disposicion, forma y cantidad de ojos (Benam et al. 2007).

El cuadro producido por una mordedura de esta arafia se conoce por Loxoscelismo, el cual
puede ser cutaneo o cutaneo-visceral. El primero, es una mordedura que usualmente no fue
hecha en un sitio muy comprometido por la vascularizacion, o bien, la arafia al encontrarse
deshidratada no inyectd un veneno muy concentrado, disminuyendo asi su potente efecto,
entre otros. En este caso, el veneno no difunde mayormente por lo que la respuesta es local,
causando en las primeras ocho horas una respuesta inflamatoria. Esta, subyace a la formacion
de un edema, y posteriormente, produciendo dolor, eritema e isquemia, para luego formar
una mancha de gran dureza que puede ser con o sin ampolla, que usualmente posee la
tonalidad violacea-azul llamada placa livedoide. Una vez transcurridas las ocho horas, se
puede producir un dafio necrotico, el cual, puede ser profundo, pero, en ningin caso
comprometiendo a otros 6rganos (Fig. 5). El Loxoscelismo cutaneo-visceral, en cambio, es
el cuadro menos frecuente pero mas peligroso, siendo la causa de los casos letales. Se
caracteriza por generar inicialmente un dafio local que al pasar las horas se profundiza en un

dafio a nivel sistémico, comprometiendo 6rganos vitales. El cuadro presenta en general
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fiebre, hemdlisis, hematuria, hemoglobinuria e insuficiencia renal en las primeras horas, para

luego de 24 horas causar ictericia, dafio hepético y finalmente la muerte (Futrell et al. 1992;
Schenone et al. 2003; Swanson et al. 2006).

Fig. 5. Mordedura tipica de Loxosceles laeta que genera cuadro de Loxoscelismo cutaneo.
Izquierda, placa livedoide en desarrollo. Fuente: Manriquez et al. Loxocelismo cuténeo y
cuténeo visceral. Rev. Chilena Infectol. 2009; 26: 420-32. Derecha, mordedura arafia a las
24 horas de evolucion (Dra. Isabel Noemi).

Resulta llamativo que un cuadro sea tan complejo y de accidn rapida cuando se trata de una
inoculaciéon de veneno de unos pocos microlitros de volumen, pero, los que contienen
alrededor de 20-200 pg de proteinas totales, es decir, altamente concentrado (Binford and
Wells et al. 2003; da Silva et al. 2004). Sin embargo, de Oliveira demostro estudiando el
veneno de L. laeta y L. intermedia que la efectividad del veneno depende también de varios
factores asociados a la arafia, como su estado nutricional, sexo, tamario, especie y edad.
Donde se definié que la accién del veneno de hembras siempre genera un cuadro necrotico
mas grave que el de los machos (de Oliveira et al. 2005). Por otra parte, hoy en dia una
mordedura de este tipo resulta letal porque no existe un tratamiento eficaz para remediar los
sintomas, dependiendo en gran medida si el cuadro es local o sistémico. Las medidas que se
toman en las primeras horas son muy variables a lo largo del mundo, pero entre ellas esta la
administracion de anti-histaminicos, analgésicos, corticosteroides y dapsonas, ademas de
esteroides, escicion quirdrgica, entre otros (Hogan et al. 2004). Hasta la fecha existe un suero
estandarizado en una solucion inyectable de inmunoglobulinas especificas obtenidas de suero
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de equinos o conejos hiperinmunizados, sin embargo, lamentablemente no existe ningln caso
de Loxoscelismo que haya sido remediado por esta via en ninguna de sus etapas, ademas de
que puede presentar muchos efectos secundarios severos, por lo que no se recomienda su uso
(Baruch et al. 2016).

Se ha reportado que los representantes de la familia Sicariidae causan cuadros clinicos
idénticos al causado por Loxosceles laeta. Es por esto, que se supuso que debia haber una
similitud en la composicion del veneno en estas arafias, encontrandose que la toxina
Fosfolipasa-D (fosfodiesterasas segun IUPAC, de la familia de las SicTox) es la comdn en
estas especies, como se observa en el cuadro resumen en el Anexo (Tabla suplementaria 1),
en donde las toxinas mayormente descritas son hialuronidasas de gran peso molecular,
metaloproteasas y péptidos insecticidas (Futrell et al. 1992; Chaim et al. 2011; Lojoie et al.
2015). Se llevaron a cabo inicialmente estudios con la toxina purificada Fosfolipasa-D,
obteniéndose que por si sola es capaz de generar varios de los sintomas del cuadro de
Loxoscelismo, induciendo dermonecrosis, agregacion plaquetaria y hemdlisis (Futrell et al.
1992), fue entonces cuando el interés de estudiar esta toxina fue en aumento.

Toxinas del género Loxosceles y via metabdlica de Fosfolipasa-D

Hoy en dia no se han estudiado la totalidad de las toxinas (proteinas y péptidos) que
componen el veneno del género Loxosceles, en especial los que tienen menor peso molecular.
Tales como componentes neurotoxicos, péptidos no neurotoxicos, poliaminas, etc. han sido
pobremente investigados (Chaim et al. 2011). También se ha definido que de este veneno
existen toxinas que tienen una considerable diversidad de isoformas lo que les confiere una
amplia gama de accion. Un ejemplo claro es lo que ocurre en la familia de genes que generan
la toxina Fosfolipasa-D, la cual ha podido ser mejor caracterizada debido a que se logré
clonar y expresar ADNc de una toxina de Loxosceles, en la que se expresé una Fosfolipasa-
D obtenida a partir de una biblioteca de ADNc de glandulas de veneno de L. laeta (Fernandes-
Pedrosa et al. 2002). Hasta la fecha se conoce como la familia de genes “SicTox” la familia
que comprende los genes que codifican a una amplia diversidad de isoformas de la toxina
Fosfolipasa-D, los que tienen niveles variables de actividad sobre diferentes sustratos

lipidicos como se puede observar en la imagen (Fig. 6) (Bingfor et al. 2009). Hasta el
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momento los cientificos han consensuado clasificar las toxinas en base a dos clases; la | (s6lo
tienen un enlace disulfuro intracadena y un loop hidréfobo extendido) y 1l (tienen un enlace
disulfuro adicional asociado a un segundo loop flexible). La toxina tipo Il hoy en dia es la
mas estudiada ya que se subdivide en las toxinas de clado II (a), los cuales son abundantes
en arafias de la familia Loxosceles con una alta actividad de la enzima hidrolizando
esfingomielina, e induciendo Loxoscelismo en modelos animales. Mientras, las del subclado
I (B) tienen una actividad baja o nula sobre esfingomielina, estando en Loxosceles en menor
cantidad y mayormente en Sicarius (da Silveira et al. 2006; de Santi Ferrara et al. 2009). Lo
anterior, por tanto, demuestra que la via de accion de las toxinas que componen el veneno de

una arafia es muy amplia y de trabajo sinérgico, probablemente.

Es sabido que la via metabolica de reaccion de Fosfolipasa-D en insectos es mucho mas
directa y rapida que la via que esté relacionada con organismos superiores como mamiferos.
Esta situacion ha permitido que la supervivencia de las especies implicadas aumente, en base
a la eficacia del veneno para la predacion (Wood et al. 2009; Chaim et al. 2011). Esto también
demuestra que la funcion principal del veneno es probablemente para la inmovilizacién de
artrépodos, y secundariamente para sobrevivencia contra otros organismos superiores en
caso de ser necesario (Zobel et al. 2012), pero, esto llevé a querer analizar la via metabdlica

involucrada en mamiferos en especial el de la Fosfolipasa-D.

Fosfolipasa-D es una fosfodiesterasa, es decir, una enzima que cataliza la escision de
esfingolipidos y lisolipidos rompiendo el enlace fosfodiéster, lo que se resume en romper
fosfatos ciclicos activando un nucleofilo hidroxilo presente en ambas clases de lipidos
(Lajoie et al. 2015). Futrell inicialmente definié que en mamiferos esta toxina actta sobre un
esfingolipido estructural que esta presente en la mayoria de las membranas de las células
Ilamada esfingomielina, formando como metabolito colina y fosfato de acilesfingosina, los
que, de hecho, son similares a los productos de reaccion endogena por enzimas
esfingomielinasas que hay presente en mamiferos, los cuales son acilesfingosina y fosfato
colina (Futrell et al. 1992). Sin embargo, afios mas tarde Lee y Lynch demostraron que
escinde este sustrato, pero también otro Ilamado lisofosfatidilcolina (LPC) dando hincapié a
que los productos de reaccion no son los mencionados por Futrell (van Meeteren et al. 2004;
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Lee and Lynch et al. 2005). Recientemente, Lojoie estudié un mapeo de las isoformas de esta
familia SicTox donde existen méas posibles sustratos que esfingolipidos, como los
lisolipidicos que estan asociados a la formacion de metabolitos neutros como glicerol y
serina, que de hecho se asocian a las toxinas tipo II (B) de baja o nula accion sobre
esfingomielina y sobre los sintomas de Loxoscelismo (Lajoie et al. 2015). Es por lo anterior
que resulta interesante que un veneno en especifico contenga una amplia variedad de toxinas
que escinden distintos sustratos lipidicos simultdneamente, lo que podria explicar el porqué

es tan potente y complejo el efecto en organismos superiores.
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Fig. 6. Esquema adaptado de la preferencia de sustrato de la toxina Fosfolipasa-D de
aranas. Cladograma simplificado de productos de genes SicTox que han sido
caracterizados bioguimicamente (Lajoie et al. 2015).
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El sustrato mas estudiado es la esfingomielina porque es un esfingolipido que esta presente
en la cara del foliolo externo de la membrana plasmatica de las células en un porcentaje
importante, teniendo un papel estructural y funcional (Ballou et al. 1996). Los tres productos
principales de la actividad enzimatica son ceramida-1-fosfato (C1F), colina y etanolamina,
dependiendo de la composicion del esfingolipido, ya que, este tiene un nucleo ceramida y un
grupo principal polar, que puede ser fosfocolina o fosfoetanolamina. Colina es un metabolito
considerado biolégicamente inerte, mientras C1F y etanolamina son activos. Se ha
demostrado que etanolamina esta asociado mayormente a la via involucrada en insectos en
donde Fosfolipasa-D escinde mayormente este metabolito (Vacaru et al. 2013), mientras se
ha demostrado que C1F en mamiferos estimula potentemente la proliferacion celular (Sales
et al. 2008), muerte celular en bloque, induce migracion celular (da Silveira et al. 2007) y
promueve la inflamacién (Veiga and da Silveira et al, 2000; Rivera et al. 2015). Por otra
parte, Fosfolipasa-D también puede hidrolizar lisofosfatidilcolina (LPC), liberando &cido
lisofosfatidico (LPA) y colina (van Dijk et al. 1998; Veiga et al. 2000). Se descubri6 en
cultivos de fibroblastos quiescentes de rata (Rat-1) que Fosfolipasa-D de Streptomyces
chromofuscus gener6 LPA bioactivo a partir de LPC, lo que resulté en la activacion de
receptores de LPA acoplados a proteina G y posterior activacion de la sefializacién Ras, Rho
y vias de sefalizacion de Ca?* (van Dijk et al. 1998). Mas tarde, se confirmd lo anterior
mediante la administracion de veneno de L. laeta con una linea celular de rifion umbilical
humano (HEK?293), aqui al agregar veneno en un medio con albdmina se observo que los
receptores de LPA se internalizaban al nucleo, lo que demostrd indirectamente que debia
haber un aumento de LPA en el medio; esto lo observaron con mayor velocidad de reaccion
al suministrar LPA al medio, dando fomento al estudio (Meeteren et al. 2004). En 2005, por
otro lado, se demostrd de forma directa que el veneno de la especie L. reclusa escinde tanto

esfingomielina como LPC produciendo colina y LPA (Lee et al. 2005) (Fig. 7).
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Fig. 7. Via metabdlica de accion de Fosfolipasa-D tipo | utilizando como sustrato
Lisofosfatidilcolina (LPC) y esfingomielina (SM). Fosfolipasa-D actla sobre esfingomielina
formando dos metabolitos colina y ceramida-1-fosfato (C1F). Por otro lado, puede escindir
lisofosfatidilcolina (LPC) formando colina y acido lisofosfatidico (LPA), esta via no ocurre de no
estar asociado este esfingolipido con albimina (torrente sanguineo), por lo que la proporcion en
que se escinden ambos tipos de esfingolipidos no es muy clara. Esta descrito que LPA se une a un
receptor acoplato a proteina G de LPA, el cual, se desacopla al haber niveles altos de LPA
internalizandose al ndcleo. Ambas vias estan asociadas a gatillar respuesta inflamatoria mediada
mayormente por citosinas/quimiocinas y algunos lipidos (PG2) lo que se ha estudiado en animales
a los que se les ha inoculado el veneno y cultivos celulares. C1F esté asociada a la activacion de
INOS y la produccion de NO que genera una respuesta pro-inflamatoria (Modificado por, de van
Dijk et al. 1998; Veiga et al. 2000; Domingos et al. 2003; Meeteren et al. 2004; Lee et al. 2005;
Lee and Lynch et al. 2005; Gangoiti et al. 2008; Vacaru et al. 2013; Lajoie et al. 2015)
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Es importante tomar en consideracion que LPA es un mediador lipidico; es crucial como
factor de crecimiento pleiotropico que puede inducir diversos efectos en el organismo
generando patologias fisiologicas, tales como, agregacion plaquetaria, quimiotaxis,
inflamacidn, secrecion de citoquinas y quimioquinas, produccién tumoral, entre otros (Veiga
et al. 2001). Sin embargo, resulta interesante cuando se considera que el veneno puede estar
produciendo tanto LPA como C1F, ambos asociados a respuesta inflamatoria.

Esté bien descrito que el veneno de arafia de rincon genera un cuadro necrético e inflamatorio
en conejillos de indias, conejos y humanos, pero en ratones y ratas no. Fue este hecho lo que
Ilevo a analizar este modelo, dando cuenta que la esfingomielina de ratas y ratones posee una
cadena de acido graso que no esta presente en humanos, ademas, de que la cantidad del
esfingolipido no es similar a la que hay en conejos y humanos (Barbaro et al. 1996; Bettger
et al. 1998). Domingos por esta razén hizo un estudio en raton y determind que al inocular
veneno de L. gaucho intradermal adicionando esfinfomielina exdgena se genera una
respuesta inflamatoria que dura dias y que permitié la sobrevivencia del animal, en cambio
al no adicionarlo la respuesta inflamatoria es muy baja y hay muerte del animal a las 24 horas
(Domingos et al. 2003). Este dato resulta sustancial para comprender que la esfingomielina
es probablemente el lipido hidrolizado precursor de la formacién de la necrosis y de una

inflamacion bastante mas aguda que la generada por LPA por si sola.

Existen de igual modo, estudios que asocian la respuesta inflamatoria y de regulacion de la
sobrevivencia celular a una enzima activada por C1F, la cual se llama 6xido nitrico sintasa
inducible (NOS Il 0 iINOS). Esta enzima es la encargada de la liberacion de 6xido nitrico solo
en circunstancias que activen esta accion, tales como, endotoxinas o citoquinas. Oxido nitrico
€s un gas que actua como un metabolito activo que se ha implicado en varias vias como en
la regulacion de varias funciones fisioldgicas y patologicas. Ademas, se cree que
probablemente esta asociado a favorecer la viabilidad celular o inducir muerte apoptotica, lo
que depende de la célula o cantidad de NO producido en ella. (Kroncke et al. 2001; Perrota
et al. 2005). Un estudio llevado a cabo en macrofagos demostré que al utilizar
esfingomielinasa endogena se gatilla la produccion de C1F a partir de esfingomielina, y, a su
vez, la activacion de iNOS vy liberacion de NO, la que resulto activar alguna via anti-
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apoptdtica y pro-inflamatoria en el cultivo, por lo que se hipotetizé que la regulacion positiva
de iINOS esté implicada en el mecanismo por el que C1F bloquea la muerte celular (Gangoiti
et al. 2008).

Hasta la fecha, existen varias teorias de como podria generarse el cuadro a partir de una
mordedura siendo, en algunos casos, relacionado con la respuesta inmune. En general,
ninguna explica en totalidad la aparicién de los sintomas que se agravan al paso de las horas.
Sin embargo, se ha demostrado que el veneno de la arafia de rincdn no afecta directamente a
los neutrofilos, que son leucocitos que se activan en la respuesta inmune, pero de igual modo
depende de ellos. Es por ello que se piensa que, de algin modo, activa el complemento por
una via indirecta que finalmente afectara la activacion de los neutrofilos, y, por ende, su
migracion y acumulacion en el sitio de entrada del veneno, lo que se piensa esta asociado a
la formacion de C1F y LPA (Patel et al. 1994).

Debido a que el veneno posee tantas toxinas, se sabe que la reaccidn que tiene en distintos
tipos celulares es variada. Por ejemplo, en eritrocitos, la Fosfolipasa-D escinde
esfingomielina y lisofosfatidilcolina, entre otras posibilidades generando productos
bioactivos que estimulan la afluencia de calcio en los glébulos rojos, mediada por canales
tipo L (Chaves-Moreira et al. 2011). En células de la aorta toracica endotelial de conejos
suministrando veneno de L. intermedia se demostrd que se induce un proceso de anoikis, ya
que hay pérdida del anclaje celular (Nowatzki et al. 2012); en queratinocitos humanos se
demostré que veneno de Loxosceles induce apoptosis, en donde se asocia al aumento de
expresion de metaloproteinasas-2- y -9. A partir de esto, otro estudio que encontr6 el mismo
fendbmeno en queratinocitos de conejo, trataron a estos con tetraciclina, la cual reduce la
expresion de la metaloproteinasa-2 y asi se previene la induccién de la metaloproteinasa-9;
ellos observaron una disminucion de las lesiones necroticas (Paix&o-Cavalcante et al. 2007).
Por otro lado, para fines de este trabajo Arthur Dantas y colaboradores, trabajaron con un
cultivo primario de fibroblastos humanos sometidos a veneno de la especie Loxosceles
similis. En su estudio determinaron que el cultivo primario expuesto a veneno muere por
apoptosis, activada por caspasa-3,-6,-7 y -9, ademas de observarse inflamacion celular. En

este trabajo también se demostrd, que el veneno de L. similis no genera efecto alguno sobre
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lineas celulares como SK-HEP-1 (linea celular de adenocarcinoma hepatico en humano),
Vero (linea de células epiteliales de rifidén aisladas del Mono Verde Africano) y MEF (células

embrionarias de raton) (Dantas et al. 2014).

Para efectos del estudio se pretende adaptar un protocolo de extraccion de veneno de la
especie Loxosceles laeta, su almacenamiento y utilizacion en un cultivo primario para
determinar su posible efecto y, con ello, la concentracion minima que causaria un efecto
nocivo en las células. Para esto, se utilizaron fibroblastos humanos, un cultivo ideal para el
estudio del efecto del veneno segun los estudios hechos por Arthur Dantas, con el fin de
demostrar si el mismo tipo de cultivo muere por la misma via, apoptosis con veneno de

Loxosceles laeta (Dantas et al. 2014).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La arafia de rincon es la especie méas venenosa de Chile, y en comparacién a su tamafio y
cantidad de veneno que inocula una de las arafias mas venenosas del mundo. La incidencia
de mordeduras de arafias de rincon no es un tema aislado en el mundo, y, aunque los casos
que generan Loxoscelismo sistémicos son pocos, existen. Hasta el momento la via de accién
del veneno no es muy comprendida, estudidndose tanto en modelos animales envenenados,
0 bien, en modelos celulares para determinar en cuales causa un efecto. Hasta la fecha, se
sabe que la toxina mas implicada por causar el cuadro a nivel sistémico por si sélo, es la
enzima Fosfolipasa-D, la cual escinde sustratos lipidicos, siendo mayormente
lisofosfatidilcolina y esfingomielina, lipidos que se encuentran mayormente en la membrana
de las células de los mamiferos. Hasta la fecha se conoce que estos dos metabolitos tienen
mayormente un rol en la respuesta inflamatoria, activando distintos mediadores dependientes
del tipo celular estudiado. Sin embargo, lo que resulta interesante es que las células sometidas
al veneno en todos los casos mueren, por lo que es sustancial comprender los mecanismos
gue estan ligados a esta cascada en especifico. Es por esto, que se cree que son otros los
blancos de esta enzima Fosfolipasa-D u de otras enzimas que estan en el veneno las
implicadas en la activacion de la cascada de muerte celular. Por otro lado, resulta sustancial
entender la respuesta inflamatoria en cuanto a que sustancias estan implicadas ya que hasta
el momento los venenos estudiados del género Loxosceles son pocos, en especial la especie
L. laeta. En fibroblastos humanos con veneno de Loxosceles similis se ha podido determinar
gue mueren por apoptosis, sin embargo, no se comprende como se activa esta via ya sea por
un componente o un grupo de ellos. Por todo lo anterior, es sustancial aportar con
informacion de la accion del veneno a nivel celular en fibroblastos humanos como modelo
de estudio de envenenamiento, en especial verificar si la accion del veneno de L. laeta activa
la misma via de muerte registrada en el mismo tipo celular. La finalidad de aportar con esta
informacion es para que en el futuro se entienda el mecanismo de accion de este a nivel
celular y finalmente a nivel sistémico, y asi generar una cura sustentable en la poblacion y en
el mundo, ya que, hoy no existe un protocolo de accién en contra de este en ninguno de los
casos presentados de forma eficiente por la no comprension de los blancos de todas las

toxinas implicadas.
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HIPOTESIS

Muestras de veneno de Loxosceles laeta generaran muerte celular por apoptosis de

manera dosis-dependiente en cultivos primarios de fibroblastos humanos.

OBJETIVOS GENERALES

- Adaptar un protocolo estandar para la extraccion y almacenamiento de veneno de la
arafia L. laeta.

- Comprender el modo de accion del veneno de L. laeta en fibroblastos humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir la concentracion minima de veneno suministrado en fibroblastos humanos
que puede causar un cambio morfoldgico a las células a las 24 horas hasta causar
apoptosis a partir de captura de fotos.

- Determinar la concentracién de los stocks para definir cantidad aproximada de
proteinas en las placas de cultivo usando un fluorémetro.

- Determinar ECso en ensayos con fibroblastos humanos a distintas concentraciones.

- Determinar el modo de muerte celular causado por el veneno de L. laeta en

fibroblastos humanos.
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MATERIALES Y METODOS

1) Protocolo de extraccion de veneno en Loxosceles laeta

Se adaptaron tres protocolos descritos para arafia Viuda negra y Loxosceles respectivamente
(Barbaro et al. 1992; Feitosa et al. 1998; Garb et al. 2014).

a)

b)

Recoleccion de arafias y su almacenamiento

Las arafias fueron obtenidas de manera aleatoria por peticion en el entorno
universitario y en inspecciones a casas.

Todas las arafias usadas en el protocolo fueron hembras de tamafio mediano-grande
(de Oliveira et al. 2005). Se consideraron arafias adultas las que midieron alrededor
de 1-1,5 cm del cuerpo, llegando a alcanzar el largo de 4,5 cm con patas extendidas;
las cuales han pasado por 9-10 mudas (Canals et al. 2014).

Se adaptaron contenedores aptos para el almacenamiento con orificios para entrada
de aire en las tapas. Ademas, se modificaron agregando recipientes con agua y
marcando a cada espécimen con un codigo, el cual fue agregado a una base de datos
Excel. En la base de datos se marcé nombre, tamafio y fecha de uso. Los recipientes
se encuentran en un bioterio en donde la temperatura es aproximadamente constante
de 20 °C y mayoritariamente en oscuridad y humedad constante.

La alimentacion fue esporadica, siendo ocasionalmente con larvas de lepiddptero y

pequefios coledpteros.

Electroestimulador

Se instalé un electroestimulador (Grass s6 stimulator s6c) y se marcaron los
siguientes parametros:

Frecuencia: 18,8 pulsos/segundo

Duracion: 20 milisegundos

Voltaje: 10 voltios
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El electrodo de salida esta conectado a la jeringa de estimulacion y el de entrada a la
pinza. Ademas, se conectd en la salida del electroestimulador a un osciloscopio
(Hameg HM 512).

c) Manipulacién de la arafia

- El éarea de trabajo consta de una lupa estereoscépica, a la que se le incorpord un
iluminador de fibra Optica.

- Se instal6 un manipulador sobre un soporte, unido a un holder. A este se le agregd
una pinza invertida unida a una prensa para regular la abertura. Esta a su vez esta
conectada a un electrodo.

- En el manipulador se agreg6 un iman para sostener una punta de jeringa de 1,0 mL
de registro conectada a una bomba de acuario con una sonda, a la cual se le invirtio
la presion para que fuera de vacio.

d) Capilares

- Se preparé un set de capilares en un Puller vertical (Narishige Scientific 1754-6).

e) Camara de gas

- Se adaptd una camara (Nalgene) que contiene un filtro de 0,2 um PES, la que fue
sellada herméticamente con latex. Esta camara tiene una boquilla para conectarlo a
una manguera y esto a su vez a un regulador de CO2 y a un cilindro de CO2 (Air
liquide).

Extraccion

La arafia se coloco en la camara de COz y se expuso a este gas durante 2 minutos y medio.
Mientras tanto, se depositaron sobre una cdmara de hielo tubos eppendorf con 50 pL de
Buffer Fosfato Salino (PBS) (rotulados con fecha) y tambien se agregd en la pinza de
registro gel de electrodos. Transcurrido el tiempo, se fijé la arafia en la pinza dejando visible
la parte ventral del cefalotdrax de esta, lo que se ejemplifica en la imagen (Fig. 8). Se limpid

la zona bucal donde se encuentran los queliceros y labios para eliminar residuos, luego se
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estimuld en la zona interna bucal donde se encuentran las glandulas del veneno lo que es
especificado anatdbmicamente en (Foelix, 2011) y en la imagen (Fig. 8). En paralelo se
almacenaron las gotas de veneno que fueron expulsadas con un microcapilar (las arafias en
general regurgitaron en el proceso, por lo que aquellas muestras contaminadas con este
liquido se desecharon). EI veneno se almacend en los tubos eppendorf en un congelador a -
36°C. La arafia fue de vuelta a su recipiente y monitoreada por 24 horas.

] .
Fig. 8. A la izquierda, arafia siendo estimulada con la punta de jeringa y con la mano

izquierda se sostiene un microcapilar para la recoleccién de veneno. A la derecha, una
arafia inmovilizada en la zona ventral mostrando con la flecha el sitio a estimular en

queliceros.

2) Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos

Se adapt6 el procedimiento descrito por Hager y colaboradores (Hager et al. 1999). Los
fibroblastos dérmicos humanos fueron aislados de muestras de piel de prepucios de donantes
sanos (<12 afos), bajo consentimiento informado. Las muestras de piel fueron lavadas a lo
menos cinco veces con una solucion que contenia PBS 1X suplementado con antibioticos
(penicilina 100 unds/mL y estreptomicina 100 pg/mL, HyClone). Se realiz6 una disgregacion
de la piel en una placa de vidrio estéril de 100 mm, para facilitar las sucesivas digestiones

con colagenasa Il (3 mg/ml, Worthington) se dejo6 incubando por 1,5 horas.
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Luego de las 1,5 horas, el producto de las digestiones enzimaticas se transfirio a una placa
de cultivo de vidrio estéril de 100 mm, posteriormente, se cambio el medio por DMEM-F12
suplementado con 10% de SBF, los fibroblastos se dejaron proliferar durante 24 horas en un
ambiente controlado a 37°C, en una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad. Todos los

experimentos se hicieron durante 24 horas.

3) Cultivos para ensayos con veneno

Los fibroblastos que se encontraban a una confluencia del 100% fueron tripsinizados con 1,5
mL de Tripsin-EDTA 1X (HyClone). Se cultivaron en placas de 24 (12 mm), se mantuvieron
en medio DMEM-F12 (al 10% SBF) y se cultivaron en un ambiente controlado a 37 °C, en
una atmosfera de 5% de COz y 95% de humedad. Posteriormente, se dejaron proliferar los
fibroblastos durante 24 horas hasta que se alcanza el 60-70% de confluencia. Transcurrido el
tiempo, se extrajo el medio y fue reemplazado por el medio de registro F-12 [HAM] mezcla
nutricia (Biological industries 01-095-1A) al que se le agrego suero al 10% en cada pocillo.
Las condiciones a considerar fueron de 4, 8 y 24 horas de exposicion al veneno méas un

control.

4) Cultivos para ensayo de curva dosis respuesta

Se realizd un cultivo con una cantidad aproximada de 11000 células. Para ello se sigui6 el
protocolo de subcultivo anterior, con la diferencia de que se resuspendieron las células en
tres mL de medio HAM-12. Luego en un tubo eppendorf se mezclaron 40 pL de este liquido
mas 40 pL de azul de tripan. De este, se tomaron 20 pL y se depositaron en una camara de
Neubauer para hacer conteo de células por campo en un microscopio invertido, en donde se
contabilizan s6lo las células que tienen la membrana azul en los cuadrantes méas grandes
como se puede observar en la imagen (Fig. 9). Finalmente, se promedia el nimero de células
por campo Y se calcula la concentracion de células en 3 mL de medio (1). Posterior a esto, se
calcula el volumen necesario final a usar considerando que se utilizan 200 puL por pocillo.
Luego se calcula la cantidad de volumen del medio que debe depositarse en cada pocillo para
que crezcan 11000 células.
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Fig. 9. Cuadrantes de la camara de Neubauer, el conteo de fibroblastos se realiza en los
cuadrantes que tienen el nimero 1, que corresponde a un cuadrado de 1 mm?. No se cuentan
aquellas células que estan sobre las lineas engrosadas.

células= cantidad de
[ ]
[ ]células = 11000 * (%) %2 células en 3 mL.

%z promedio de nimero de

células en los cuatro campos.

(1) Ecuacion para determinar concentracion de células en 3 mL de medio.

5) Medicién de concentracion de proteinas con fluorometro

Se utiliz6 un Kit llamado Qubit protein assay (Molecular probes, Q33211). Este kit se utilizo
en las muestras de veneno, lo que fue medido en un fluorémetro Qubit™ (Molecular probes-
invitrogen), el cual puede medir &cidos nucleicos y proteinas.

El fluorémetro Qubit utiliza colorantes fluorescentes para determinar la concentracion de las
moléculas de interés. Permite medir &cidos nucleicos y proteinas por medio de la
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discriminacion del colorante unido v/s el colorante libre, ya que, la fluorescencia del
colorante en el medio acuoso, en relacion al unido a la molécula es considerablemente bajo

dando sustento a la medicion.

La peculiaridad de este aparato es que, a una cantidad de colorante conocida, la intensidad
de fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion de proteinas en la mezcla.
El aparato convierte esta sefial en concentracion de proteinas basandose en valores estandares
conocidos. Qubit al terminar la medicion arroja un nimero que corresponde a un valor
Ilamado QF, este valor segun la ecuacion del manual del fluorometro (2) permite determinar

la concentracion de proteinas en la muestra en pug/mL.

QF value= Valor que arroja
fluorémetro.

200 X=uL L
QFvalue » 2% — ug uL de muestra (5 uL en este
x mL caso).

(2) Ecuacion para determinar concentracion de proteinas en Fluorémetro.

El procedimiento esta detallado en la siguiente imagen (Fig. 10).
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Standards from kit

Ensure all reagents are
at room lemperature g W

10 uL\ 10 uL\
= Final volume

iQuant™ 190 uL is 200 pL

Reagent
/@ User Samples

iQuant™ iQuant™ 1-50uL\ 1-504L\ 1-504\

Worki
- SOImior?\ le volume
150199 L is 200 pL

N

Fig. 10. Ensayo de medicion de proteinas con un kit en Fluorémetro Qubit (2007 Invitrogen
Corporation).

6) Ensayo de curva dosis respuesta a exposicién a veneno

Se uso la concentracion efectiva media maxima (ECsp), la cual se utiliza para efectos de una
curva de dosis respuesta en toxicologia. Para este caso, se utilizaron distintas concentraciones
de un mismo stock de veneno para una curva en especifico, en los rangos de tiempo de 0, 4,
8 y 24 horas de suministrar el veneno, incluyendo un control sin este. En estos rangos se
hicieron capturas de fotos en todo el cultivo con el microscopio invertido (Nikon Eclipse
TE200-U) promediando al menos 6 campos con el objetivo 10X mas una magnificacién de
1X.
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7) Cuantificacion del efecto del veneno

- Toma de fotos

Para cuantificar el efecto del veneno se sacaron fotos en dos campos del cubre-objeto en los
horarios mencionados de 0, 4, 8 y 24 horas de exposicién a cada concentracion mas los

controles.

- Analisis de imagen
Luego se utilizé el plugin “Cell counter” del programa Fiji de imageJ para realizar el conteo
de células vivas en cuanto a su morfologia. Con ello, se graficaron los —log de las
concentraciones v/s el porcentaje de células viables en el tiempo. Para este caso, el ECsg es

la concentracion ideal cuando el 50% de las células mueren al paso de las 24 horas.

8) Protocolo de inmunocitoguimica

- Se aislaron los cubreojetos de cada condicion y se traspasaron a un nuevo
multipocillo. En él se hicieron tres lavados con PBS 1X.

- Se retird el PBS y se le agregd el fijador paraformaldehido 4% (PFA) durante 30
minutos para luego lavar con PBS 1X nuevamente dos veces. En el caso de que se
quisiera hacer la inmunocitoquimica inmediatamente se desecha el liquido y se
prosigue el protocolo, o bien, se deja sellado con PBS a 4°C cubriendo el multipocillo
con parafilm.

- Para inmunocitoquimica, el PBS 1X fue eliminado de la placa que contenia los
cubreobjetos y las células fueron permeabilizadas agregando a la placa una solucién
de PBS 1X /1% Triton X-100 y se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos.

- Transcurrido el tiempo, se elimind la solucion permeabilizadora y se colocé solucién
blogueo, la que esta constituida de solucion permeabilizadora mas 2% de Suero
Normal de Cabra (SNC). Se dejo incubando a temperatura ambiente durante 30
minutos.

- Luego los cubreobjetos fueron incubados con el o los anticuerpos primarios, los que
fueron diluidos en solucién bloqueo. Esto se coloc6 en una camara hiumeda durante

la noche a 4°C.
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Posterior a las horas transcurridas, los cubreobjetos fueron sacados de la camara
hdmeda, y depositados nuevamente en placas de multipocillos.

Se lavaron con solucion permeabilizadora 6 veces por 5 minutos cada vez.

Luego los cubreobjetos fueron incubados en una camara hiumeda con los anticuerpos
secundarios conjugados con fluoroforos indicados en la Tabla de Anticuerpos
Secundarios, por una hora a temperatura ambiente y en oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo, se vuelve a lavar con solucion permeabilizadora 6
veces durante 5 minutos.

Una vez listo, se lavan portaobjetos con agua destilada y se dejan secar para luego
colocar 5 pL de medio de montaje (Dako). Sobre €l se colocan los cubreobjetos con
la cara de las células sobre este.

Se deja secar a temperatura ambiente a oscuridad un par de horas y luego se
almacenan a 4°C.

Las células se observaron bajo un microscopio confocal (Nikon C1 plus), equipado

con los laseres adecuados para los fluoréforos utilizados.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados.

Ar!ticugrpos Marca _ Diluci_én para
primarios inmunocitoquimica
Mouse anti Abcam 1:500
MTCO2
Rabbit anti Novus 1:50
iINOS Biologicals
Rabbit anti ; )
S Sigma-Aldrich 1:500
DAPI Sigma-Aldrich 0,25 pg/Mi
Faloidina Sigma-Aldrich 0.5 pg/mL
Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados.
Anticuerpos Marca Dilucion para Filtro
secundarios inmunocitoquimica
DyLight 488— Jackson 1:500 Verde
donkey anti— ImmunoResearch
rabbit 1gG
Cy3—donkey Jackson 1:500 Rojo
anti-mouse ImmunoResearch
IgG
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RESULTADOS

1) Ensayos para curva dosis respuesta

Ensayo en fibroblastos humanos sometidos a diluciones de veneno de Loxosceles laeta a
concentraciones de un mismo stock de 50 pL; usandose 30 uL, 10 uL, 3 uL y control con

medio de registro.

Las imégenes son representativas para los ensayos de diferentes concentraciones, en donde
el promedio de ellas fue de 17,05 pg/mL, 5,68 ng/mL y 1,71 ng/mL (N=2).

En el ensayo con concentracion mas alta (Fig. 11) se observa que hay un cambio sustancial
en la morfologia celular, lo que se puede comenzar a notar a las 4 horas con un
adelgazamiento de las células, que va en aumento a las 8 horas, y finalmente habiendo un
cambio de células alargadas a ovoides o circulares a las 24 horas, en este caso como se
observa en la tabla resumen (1) la concentracion promedio de proteinas es de 17,05 pg/mL.
En el caso de la dilucion de 10 pL, (Fig. 12) se puede observar un cambio morfoldgico en
donde se van adelgazando las células conforme al paso de las horas, aunque es algo mas
paulatino que en el caso anterior, hasta volverse deformes a las 24 horas, en donde la
concentracion promedio corresponde a 5,68 pg/mL. El caso de 3 uL, (Fig. 13) no genero
cambios significativos en la morfologia, resultando una concentracion de proteinas finales
de 1,71 pg/mL. Tanto en los casos de 30 pL como en 10 pL se observa la formacion de
vesiculas internas y destruccion del ndcleo. En estos ensayos, se observa la mantencion de
las células en el protocolo, habiéndose agregado suero al 10% (SBF) lo que adjudica la
viabilidad del cultivo (Fig. 14).
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Fig. 11. Cultivo de fibroblastos humanos a las 0 (a), 4 (b), 8 (c) y 24 (d) hrs. De
aplicar 17,05 pg/mL de proteinas promedio totales.
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Fig. 12. Cultivo de fibroblastos humanos a las 0 (a), 4 (b), 8 (c) y 24 (d) hrs. De
aplicar 5,68 pg/mL de proteinas promedio totales.
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Fig. 13. Cultivo de fibroblastos humanos a las 0 (a), 4 (b), 8 (¢) y 24 (d) hrs. De
aplicarl,71 pg/mL de proteinas promedio totales.
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Fig. 14. Cultivo de fibroblastos humanos a las 0 (a), 4 (b), 8 (c) y 24 (d) hrs. De
aplicar 200 uL de medio de registro, correspondiendo al control.
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2) Conteo de proteinas

De los 4 experimentos llevados a cabo para la curva de dosis e inmunocitoquimica se calculd
la cantidad de proteinas contenidas en 5 pL en cada caso con un fluorémetro, los calculos
Ilevados a cabo se pueden observar en el Anexo.

QF cubit arrojé el valor de 2,27 para el ensayo 1y 3,41 para el ensayo 2 de curva dosis. QF
arrojoé el valor de 1,30 y 2,45 en ensayos de inmunocitoquimica. QF es directamente

proporcional a la concentracion, por lo que se determinaron los valores de proteinas totales.
Los datos se pueden observar en las tablas resumen (Tabla 3 y 4).

Tabla resumen 3. Concentracion de proteinas en las muestras para curva dosis
respuesta.

Dilucién de stock PBS mas Concentracion de proteinas en
veneno [pL] 200 pL final [pg/mL]
Ensayo 1 30 13,62
10 4,54
3 1,36
Ensayo 2 30 20,46
10 6,82
3 2,05

Tabla resumen 4. Concentracion de proteinas en las muestras para curva dosis
respuesta.

Dilucion de stock PBS mas

veneno [pL]

Concentracion de proteinas en
200 pL final [pg/mL]

Ensayo 1

10

2,6

Ensayo 2

10

4,9
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3) Cuantificacion del efecto del veneno sobre fibroblastos humanos

Finalmente, se grafico el efecto del veneno en los lapsos de tiempo de 0, 4, 8 y 24 horas, por
medio del conteo de células vivas en los dos ensayos paralelos al que se les adiciond distintas

concentraciones de proteinas del veneno.

En la figura 15A se puede observar que la viabilidad celular decae progresivamente a las
pocas horas, habiendo a las 24 horas un porcentaje muy bajo de células vivas. Por tanto, para
efectos de los trabajos posteriores esta concentracion no es la ideal ya que para medir que
ocurre a nivel celular en el tiempo es necesario que la accion del veneno sea de forma
progresiva y lenta y en este caso a las 4 horas, e incluso antes, ya se ve un efecto citopatico
en las células, lo que lo sustenta de igual manera la morfologia de las células vistas en las
imagenes (Fig. 11). Por otro lado, en 15B se observa como decae el nimero de células vivas
en el transcurso del tiempo, pero de forma mas paulatina, para que a las 24 horas el porcentaje
de celulas viables sea del 25%, lo que resulto ser la concentracion mas ideal para términos
de los experimentos, aunque el 50% seria aun mejor para realizar una curva de dosis
respuesta. Por otro lado, en 15C se utiliz6 una concentracion menor, y se observa que no hay
una pérdida importante de células vivas después de 24 h, lo que demuestra que esta
concentracion es sub-letal para este tipo de células. 15D permite dar cuenta una vez mas que
el medio de registro mas la adicion de suero al 10%, mas la incubacién con las condiciones

mencionadas anteriormente, no tienen un efecto significativo sobre la supervivencia celular.
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Fig. 15. Medicion de viabilidad celular. Conteo de células viables en cultivos con medio HAM-12 (SFB
10%) en el caso de control y adicionando veneno en diferentes concentraciones a una confluencia de 60-
70 %. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C, 5% CO, y 95% humedad constante. Se
utilizaron dos fotos por condicion dividido en dos ensayos paralelos con stocks de veneno diferentes
(N=2). A. Efecto del veneno sobre el cultivo sometido a 17,05 pug/mL de proteinas promedio totales. B.
Viabilidad celular medida en porcentaje de cultivo incubado con 5,68 pg/mL de proteinas promedio
totales. C. Efecto del veneno sobre un cultivo al que se le adicion6 1,71 pg/mL de proteinas promedio
totales. D. Control negativo de cultivo de fibroblasto humano sin adicién de veneno.
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4) Curva de dosis respuesta en relacion a los experimentos anteriores

La curva llevada a cabo en la figura mostrada a continuacion (Fig. 16) muestra que el cultivo
de fibroblastos humanos responde de manera dosis-dependiente en relacion a una mayor a

menor concentracion de veneno de Loxosceles laeta.

Curva de dosis respuesta con veneno de L. laeta

80
— [ J
S 70 .
<
L 60
5
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[5+]
= 40 :
3
- 30 :
3 °
= 20
ks
< 10
> .. ®
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Veneno (Log pg/mL)

Fig. 16. Curva de dosis respuesta de dos ensayos hechos en cultivos de
fibroblastos humanos sometidos a tres diferentes concentraciones de
veneno promedio que fueron 1,23 (17,05 pg/mL); 0,75 (5,68 pg/mL) y 0,23
(1,71 pg/mL).

43|Pagina



5) Inmunocitoguimica

Se realizaron dos ensayos de inmunocitoquimica para 0, 4, 8 y 24 horas de exposicion a 10
uL de un stock de 50 uLL de PBS con 1 pL de veneno.

En el primer caso se realizé una doble marcacién con el anticuerpo MTCO2 (rojo) que
permite observar las mitocondrias, y, cx43 (verde) que marca la proteina conexina 43 (Fig.
17). En este ensayo se puede observar en el caso de las mitocondrias, que su morfologia tipica
en una célula viable es de forma alargada y en espiral desordenado, sin embargo, a las 4 horas
ya se puede observar en las zonas aledafias al nicleo que la mitocondria empieza a formar
agregados, a las 8 horas se ve de forma notoria como la mitocondria posee una morfologia
completamente distinta, siendo, de hecho, redondeada y en forma de cimulos, para luego de
24 horas verse toda la extension de forma redondeada y separadas unas de otras. Esta es una
morfologia tipica de las mitocondrias fragmentadas en procesos de apoptosis, sin embargo,
no es un indicio suficiente. En el control con conexina 43, por otra parte, se observa tanto la
presencia de canales (conexones) que estan en la extension de la membrana en contacto con
otras células, lo que se conoce como zona de aposicion, como la marcacion en el resto de la
célula que corresponde a conexina 43 en no-aposicion, normalmente en forma de hemicanal
libre. A las 4 horas, se observa que la expresion de conexinas en aposicion es casi nula, en
relacion a la de no-aposicién que se observa mayormente en el nucleo, en cambio a las 8
horas se observa que hay marcacion de esta en la extension de la membrana. A las 24 horas,
no hay expresion de conexina 43 en la zona de aposicion mientras persiste la marcacién en

la zona de no-aposicion.

El segundo ensayo corresponde a la doble marcacion con faloidina (rojo), que marca el
citoesqueleto de actina, y éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS, verde) que marca la
expresion de 6xido nitrico en algunos tipos de células por una via no dependiente de calcio
(Fig. 18). En el control se observa la marcacion tipica de faloidina que marca la extension de
la célula, mientras iNOS tiende a expresarse en la zona perinuclear reticular, en este caso, la
expresion o relocalizacién de iINOS es fundamental ya que hay un cambio sustancial de este

entre el control y las 4 horas, pasando de la zona perinuclear a ocupar el volumen de la célula.
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A las 8 y 24 horas, no obstante, no se ven cambios relevantes en relacion a las 4 horas. Sigue
siendo llamativo que no se observe la fragmentacion del ndcleo, lo que sugiere que 24 horas

resulta ser poco tiempo para observar muerte celular por apoptosis 0 necrosis.

45|Pagina



Control

4 horas

24 horas

Fig. 17. Inmunocitoquimica con marcador MTCO2 (rojo), Conexina 43 (verde) y DAPI (azul) en
cuatro cultivos de fibroblastos humanos después de 4, 8 y 24 horas de aplicacion del veneno,
incluido el control. Escala= 20 um.




Control

Fig. 18. Inmunocitoquimica con marcador Falodina (rojo), iNOS (verde) y DAPI (azul) en cuatro
cultivos de fibroblastos humanos después de 4, 8 y 24 horas de aplicacion del veneno, incluido el
control. Escala= 20 um.




DISCUSION

En primer lugar, fue posible llevar a cabo el protocolo de extraccidn de veneno corrigiendo
maultiples errores acarreados a lo largo del proceso. Por ende, se estandarizo el procedimiento
definiendo rangos y valores para cada fase. Por ejemplo, en cuanto a los valores para la
electroestimulacion de protocolos prescritos (Barbaro et al. 1992; Garb et al. 2014), se
adaptaron rangos en base al aparato que se disponia, y, ademas, a la reaccion negativa y/o
positiva de la arafia frente a cada estimulo, tanto para la expulsion de veneno (respuesta fisica
a corriente) como para la sobrevivencia del ejemplar después de someterla al ensayo, siendo

U=10 V el pardmetro ideal de estimulacion.

Un estudio hecho por Canals y colaboradores (Canals et al. 2014), ha permitido definir los
conflictos de la mantencion de los ejemplares. En el bioterio donde se encuentran las arafias,
los machos tienden a morir mucho maés rapido en relacion a las hembras, lo que es algo
consistente con la literatura. Por otro lado, la temperatura ideal para mantenerlas en cautiverio
es alrededor de 15-20°C (Canals et al. 2014), siendo en nuestro caso entre 19-20°C una
condicion efectiva. La longevidad en machos es alrededor de 696 dias para machos ya
apareados y de 1155 para machos virgenes. Mientras las hembras fecundadas 1536 dias y
hembras virgenes 1894 dias (Canals et al. 2014). Con esto ultimo, se justifica la muerte de
la gran mayoria de los machos a los pocos meses de su captura, ya que, algunos de ellos eran
adultos al momento de su captura, por lo que su esperanza de vida en su ciclo ya era baja en
primer lugar. Las hembras, sin embargo, en su mayoria son juveniles cerca de entrar al estado
de adultas, por lo que eso explica su mayor durabilidad en cautiverio. Existe el conflicto de
la alimentacion continua que se menciona en la literatura (Canals et al. 2014), aunque es
claro que no es necesario por su baja tasa metabolica; sin embargo, una buena alimentacion
permitiria una mejora en el almacenamiento del veneno por parte de los ejemplares, con el

fin de mejorar la extraccion reiterada de este en una misma arafa.

Como base de la extraccion se asume que cada muestra obtenida estd contaminada. Esta
contaminacion no sélo es por la mezcla con fluidos internos (en algunos casos por

cristalizarse en la zona bucal siendo complejo de remover con agua), sino, también por

48|Pagina



colonias bacterianas que se han descrito que conviven en la zona de las glandulas de veneno
y queliceros. Catalan y colaboradores hicieron un estudio de 140 glandulas y queliceros de
ejemplares de L. laeta para extraer posibles bacterias ya mencionadas en la literatura con L.
intermedia. Ellos de este nimero encontraron en 22 glandulas y queliceros (15,7%) bacterias
del género Clostridium, siendo mayormente Clostridium perfringens y otras como C.
beijerinckii butyricum, C. histolycum, C. bifermentans y C. botulinum. Este dato es crucial,
definiendo que no en todos los casos existe comensalismo de especies bacterianas en las
glandulas de la arafia, pero en los casos en que si, puede causar un aumento del efecto
necrético. La razon esta dada porque la bacteria C. perfringens genera cuadros clinicos
variados, pero uno de ellos corresponde a la gangrena gaseosa, ademas de liberar maltiples
toxinas (enterotoxinas, hialuronidasas, colagenasas, entre otros) que son similares a algunos
componentes propios del veneno (Catalan et al. 2010; Chaim et al. 2011). Con lo anterior,
para efectos de la investigacion resulta complejo realizar una curva de dosis respuesta
rigurosa, y que no cambie en relacion a las distintas muestras provenientes de diferentes
arafias hembras. La presencia de esta bacteria potenciaria el efecto del veneno, siendo un dato

clave para el momento de su uso en los ensayos.

En cuanto al estudio en cultivos celulares se demostro la factibilidad de extraer veneno de
arafias de la especie L. laeta y su uso en ensayos celulares. Se determind que una
concentracion promedio de 5,68 pg/mL es capaz de matar el 75 % de las células presentes
en un cultivo con confluencia de 60-70%. Sin embargo, la idea de calcular el EC50 es para
utilizar una concentracion representativa que mate el 50% de las células, por ende, como en
este caso se utilizaron tres concentraciones y la mas representativa resulté dejar al 25 % de
las células totales viables, significa que aun se podria usar una concentracién menor y asi
poder utilizar menos veneno en cada experimento. Por otro lado, es importante mencionar
que el conteo de células viables esta limitado en cierto modo por realizarlo con el parametro

de morfologia tipica y no con marcadores de muerte celular.

Con los experimentos llevados a cabo, se puede afirmar en cierto modo la hip6tesis postulada,
ya que se demostrd que las celulas expuestas a veneno responden de manera dosis-

dependiente lo que se puede observar en la curva llevada a cabo. Por otro lado, no se pudo
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determinar el tipo de muerte celular asociada, para ello se necesitan llevar a cabo mas
experimentos. Sin embargo, se pudo determinar a grandes rasgos fenémenos como la pérdida

de conexiones intercelulares, fragmentacion mitocondrial e inflamacion celular.

En cuanto a lo visto en la marcacion de conexina 43 (Fig. 18) en el experimento de
inmunocitoquimica, se pudo observar que las conexiones célula-célula desaparecen a las 24
horas. El hecho de que los hemicanales en aposicion disminuyen progresivamente al paso de
las horas hasta desaparecer practicamente a las 24 horas, es algo que se ha visto en otros
estudios, en donde se menciona que moléculas de la matriz extracelular podrian ser blancos
de algunas toxinas que posee el veneno, tales como, proteasas y hialuronidasas, lo que
generaria la interrupcion del contacto de célula-célula, célula- matriz (Veiga et al. 2000,
2001; Ferrer et al. 2013). Por otro lado, en fibroblastos humanos expuestos a veneno de L.
similis, en donde se report6 via de muerte celular por apoptosis, se observé que las uniones
intercelulares desaparecen al paso de las horas (Dantas et al. 2014). Por todo lo anterior,
resulta sustancial definir si las uniones desaparecen realmente por ser blancos de toxinas, 0
bien, si es un proceso indirecto en donde el tipo de muerte celular provoca el desacoplamiento
de las uniones entre células. Es importante tomar en cuenta que tanto en los experimentos
Ilevados a cabo como en lo reportado en bibliografia, se ha demostrado que la accion del
veneno no solo depende de la concentracién a la que se expone un cultivo dado, sino,
también, en gran medida por la cantidad de células que estan presentes en el cultivo, y en
especial mientras mas comunicadas estan unas con otras el efecto citotoxico siempre es
menos drastico y de accion mas lenta, en relacion a células que estan mas aisladas (Dantas et
al. 2014). Sin embargo, por otra parte, no se ha determinado la via de muerte celular de este
cultivo con veneno de L. laeta, pero antes que eso es importante tomar en consideracion
cuando efectivamente mueren las células, ya que, en los estudios reportados por Dantas hay
un margen entre las 24-48 horas de exposicion, siendo variable por la confluencia y cantidad
de células en el cultivo a utilizar (Dantas et al. 2014), esto es interesante ya que en los cultivos
usados en todos los experimentos las células fueron expuestas sélo durante 24 horas con
veneno, en donde al menos en las usadas en inmunocitoquimica no se observo rompimiento

del nucleo, por lo que talvez es necesario incubar por mas tiempo.
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Por otro lado, como esta descrito en la publicacion de Dantas, la caspasa-3 es un efector
asociado en la via de muerte celular por apoptosis en un cultivo primario de fibroblastos
humanos expuesto a veneno de L. similis (Dantas et al. 2014), por tanto, una
inmunocitoquimica con caspasa-3 e iINOS permitiria dilucidar si el tipo de muerte celular es
el mismo con un veneno diferente, ademas de observar si hay inflamacion celular al mismo
tiempo, lo que seria similar a lo reportado por esta publicacion. Es importante, de igual modo,
entrar en mas detalle para definir si la muerte celular es gatillada efectivamente por apoptosis,
ya que en esencia no se sabe que toxina o grupo de ellas acttan en el gatillamiento de muerte

celular.

Es importante mencionar la respuesta inflamatoria celular asociada a los cultivos. Horta llevo
a cabo un estudio en una linea celular de fibroblastos HFF1 y estudié que mediadores
inflamatorios se gatillan al suministrar veneno de L. similis y un recombinante de una
proteina dermonecrética de L. intermedia recLiD1. Ellos observaron que la respuesta
inflamatoria estd asociada directamente con receptores de LPA dependiente de proteina G,
que a su vez liberaron citoquinas/quimiocinas pro-inflamatorias como IL6, IL8, CXCL1 y
CXCL2. En esta investigacion ademas dieron cuenta que LPA no participa en la apoptosis
inducida de estas células (Horta et al. 2013), lo que resulta sustancial porque su modelo de
estudio son fibroblastos humanos, ademas de haber visto lo mismo en células endoteliales
umbilicales humanas. De igual modo, anteriormente se habia visto en un estudio hecho en
ratones inyectados con veneno de L. gaucho que no hay aumento de IL-1b, TNF-a, TXB2y
LTB4. Sino, una respuesta inflamatoria compleja y rapida donde se secretaron muchas
citoquinas y mediadores lipidicos (PGE2) ademas de reclutamiento de leucocitos al sitio
(Barbaro et al. 2010). Lo anterior es sustancial para definir que la respuesta inflamatoria esta
mediada inicialmente por la escision de LPC en LPA, pero también es importante considerar
que en ambos articulos se menciona que la liberacion de estos mediadores pro-inflamatorios
disminuye a las 8 horas mientras la concentracion de proteinas a nivel sanguineo se mantiene.
Por otro lado, un estudio hecho en ratones inyectados con veneno de L. gaucho mas
esfingomielina exdgena mostré una respuesta inflamatoria mucho mayor y duradera (6 dias)

que con el veneno por si solo (24 horas), esto ademas de considerar que la estructura quimica
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de la esfingomielina de ratones es diferente, da hincapié a que la respuesta inflamatoria se
produce por ambas vias, pero en gran medida est4 asociada a esfingomielina con grupos de
fosfocolina y fosfoceramida como poseen conejillos de indias, conejos y humanos
(Domingos et al. 2003). Por lo que el estudio de la inflamacion desde el punto de vista de
LPA es importante, pero se ha demostrado que C1F genera una respuesta mas aguda y que
se mantiene en el tiempo. Con todo lo anterior, también se puede decir que LPA podria no
estar asociado al gatillamiento de muerte celular, pero si a una respuesta inflamatoria
importante a nivel sanguineo, por otro lado, C1F tiene incidencia en la viabilidad celular, ya

que, altas concentraciones de este pueden resultar letales (Rivera et al. 2015).

Hay estudios hechos en donde se suministra la enzima esfingomielinasa enddgena en cultivos
de macrdéfagos, en donde demuestran que el aumento de la concentracion de C1F extracelular,
gatilla la activacion de la enzima iNOS, la que a su vez activa la liberacion de NO (Gaingoiti
et al. 2008). Este dato permite formular la hipétesis de que el mediador inflamatorio mas
importante de la via de accion de Fosfolipasa-D es probablemente C1F, el cual entre las tantas
posibles vias que activa estimula la actividad de iNOS, la que a su vez libera NO, lo que se
puede comprar observando las células tratadas con inmunocitoquimica con el marcador anti-
INOS (Fig. 17) donde se puede ver que al paso de las horas en presencia de veneno de L.
laeta la expresion de iNOS aumenta considerablemente manteniéndose en el tiempo (24
horas). Es por esto que resulta importante estudiar a fondo la via de C1F que se ha demostrado
que esta altamente relacionada con la sobrevivencia, migracién, inflamacién y muerte celular
(Veiga and da Silveira et al, 2000; Sales et al. 2008; Rivera et al. 2015). De igual manera,
esta descrito que NO actua inflamando la célula, pero de igual modo podria actuar como un
metabolito sefializador que podria evitar la muerte celular (Brune et al. 2002), por lo que
puede que no sea una via que se anteponga necesariamente a la posible muerte celular por
apoptosis. Es sustancial mencionar que la muerte por apoptosis no genera inflamacion en las
células, sin embargo, el aumento de 6xido nitrico suele estar ligado a una respuesta pro-
inflamatoria aguda, por tanto, observando las imagenes se esperaria que la via de muerte de
estas células no fuera apoptosis. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo en fibroblastos

con veneno de L. similis de Dantas, se demostrd que la via de muerte celular del cultivo
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primario es por apoptosis y con presencia de inflamacion celular que aumenta
progresivamente al paso de las horas. No obstante, en este estudio parte del cultivo entra a
un estado secundario de necrosis sobre las 48 horas de exposicién, y, aunque, no es un
porcentaje significativo ellos lo extrapolan a lo que debe ocurrir en una mordedura
ocasionada por alguna de estas arafias, por lo que ellos sugieren que la apoptosis inducida es
tan masiva en las primeras horas que los macréfagos pueden no ser capaces de fagocitar todas
las células sometidas a este proceso, por lo que, estas células entran entonces en un estado de
necrosis secundaria en el que sus membranas pierden integridad, mostrando fugas de su
contenido intracelular (Dantas et al. 2014). Por tanto, ellos relacionan la inflamacién a la via
secundaria necrotica, no obstante, el cultivo celular que utilizaron no tiene macréfagos por

lo que no se sustenta del todo ésta especulacion.

También es importante mencionar que de estudios hechos en animales como en conejos, se
ha visto que el aumento progresivo de la inflamacion local esta directamente relacionado con
la difusion del veneno, lo que fue cuantificado (Gomez et al. 2001). Esto, resulta interesante
desde el punto de vista de que la accidn de esfingomielina en la escisién de C1F y su difusién
no esta bien descrito, sin embargo, de LPC si. Meeteren demostr6 que cuando Fosfolipasa-D
entra en contacto con la sangre, provoca la ruptura de LPC unido a albumina lo que genera
LPA, y este, activa receptores LPA acoplados a proteina G, via que se inhibe al no haber
albimina asociada al esfingolipido (Meeteren et al. 2004), esto demuestra que al haber una
mordedura en un area no altamente vascularizada no debiese formarse este mediador en
exceso, lo que también explica porque la inflamacion no es tan severa y el cuadro resulta ser
local. Sin embargo, esfingomielina se escinde sin necesidad de union a albumina, y esta en
el foliolo externo de las membranas plasmaticas, por lo que, de igual modo, se demuestra que
al haber una respuesta inflamatoria grave en un area poco vascularizada esta debe estar
gatillada mayormente por la actividad de la Fosfolipasa-D sobre esfingomielina, lo que

demuestra una vez mas su potente efecto por sobre LPC en la respuesta inflamatoria local.

Finalmente, hay que considerar que mediante el estudio de diferentes tipos celulares con
veneno de Loxosceles se ha observado que diversas toxinas acttan a nivel de membrana, es

decir, de superficie celular, lo que progresivamente podria inducir la citotoxicidad, por lo que
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se ha hipotetizado que probablemente hay blancos plantados en diferentes zonas de la
membrana celular, por lo que la muerte de esta debe estar asociada a multiples eventos
simultaneos. Falta ahondar en que componentes activan las cascadas de muerte celular en
cada modelo de estudio para poder entender a mayor cabalidad el mecanismo tan complejo
que acontece a tantos niveles, pero una vez que esta tarea se complete podré ser posible
buscar medidas en su contra (Chaim et al. 2006; Chaves-Moreira et al. 2009; Dias-Lopes et
al. 2010)
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CONCLUSION

En esta investigacion se puede rescatar que la mayoria de los objetivos fueron logrados. En
términos generales, se adapto un protocolo de extraccién y almacenamiento de veneno de
Loxosceles laeta y, por otra parte, se pudo demostrar la presencia de veneno en las muestras
extraidas de arafias, mediante pruebas bioldgicas en ensayos de cultivos de fibroblastos
humanos, usando como control células no expuestas a este. La concentracion ideal para los
experimentos resulto ser de 5,68 pg/mL el que actua dejando alrededor del 25% de células
vivas a las 24 horas. Por otro lado, mediante inmunocitoquimica se dilucid6 ciertos posibles
mecanismos implicados en la accién del grupo de toxinas, afectando directa o indirectamente
las uniones de tipo Gap (conexina 43), ademas de observarse un aumento progresivo de la
expresion y localizacion de iINOS lo que debe implicar una respuesta pro-inflamatoria celular
local y estar relacionado directa o indirectamente en la viabilidad celular, por otro lado, sélo
falté dilucidar en el ultimo objetivo que consistia en determinar el tipo de muerte celular.
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PROYECCIONES

Debido a que en esta tesis no se determind el tipo de muerte celular del cultivo primario de
fibroblastos humanos expuestos a veneno de Loxosceles laeta, el cual era uno de los objetivos
especificos mas importantes para comparar la accion del veneno de esta especie con la de
Loxosceles similis se pretende llevar a cabo un par de experimentos extras.

En primer lugar, es necesario hacer nuevamente la curva de dosis-respuesta con
concentraciones intermedias entre 1,71 pg/mL y 5,68 pg/mL para obtener realmente el ECsg
y asi utilizar menos material de los stocks en cada experimento. En esta curva las muestras a
las 24 horas seran fijadas y se les llevara a cabo una reaccion enzimatica llamada TUNEL, la
cual marca preferentemente roturas de cadena de ADN generadas durante la apoptosis, lo
que permitiria discriminar la apoptosis de la necrosis. Sin embargo, esta reaccion solo sirve
cuando las células ya estan muertas y no en estadios previos, por lo que es importante
determinar qué cantidad de células por cultivo y que concentracion de proteinas del veneno

generard efectivamente la muerte de este en un rango de tiempo especifico.

Por otro lado, en las muestras con inmunocitoquimica se pretende usar un marcador anti-
caspasa-3, el cual es especifico en la cadena de activacion de la apoptosis, por lo que
permitiria discriminar aun en estadios previos que células moriran por esta via. En caso de
gue no marcara, o que solo fuera un porcentaje menor de células se utilizaria un marcador

especifico para necrosis.
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ANEXO

Tabla suplementaria 1. Cuadro resumen de las familias de toxinas que componen el veneno del
género Loxosceles (Chaim et al. 2011).
Caracteristica y accion descrita

Toxina

PM

(kDA)

NO
secuencia*

proteasa

Inhibidores

Fosfolipasas-D 30-35 | Varias isoformas con caracteristicas variantes
(Familia tales como:
SicTox) - Dermonecrosis.
- Hidrdlisis lipidica.
- Hemodlisis.
- Agregacion plaquetaria (in vitro).
- Infiltracion de células inflamatorias. 335
- Edema.
- Dafio renal.
- Letalidad.
- Citotoxicidad (in vitro).
- Activacion de citoquinas.
Péptidos insecticidas | 5-8 - Miembros de la familia LiTx y Magi3-
péptidos relacionados.
- LiTx: Letal para S. frugiperda (paralisis | 8
flacida).
- LiTx3: aparentemente actua sobre canales
de Na*.
Metaloproteasas 28-35 - Astacina como Metaloproteasa (LALPS).
- Presente en diferentes arafias del género.
- Actividad sobre gelatina, fibronectina,
fibrindgeno y entactina. 4
Hialuronidasas 41-43 - Clasificada como endo-beta-N-acetil-d-
hexosaminidasas hidrolasas.
- Actividad sobre acido hialurénico vy
sulfato de condroitina. -
- Presente en veneno de diferentes especies
de Loxosceles.
Serina-proteasas - Actividad Gelatinolitica.
85-95 - Actividad in vitro por tripsina.
- Presente en veneno de L. intermedia y L. | -
laeta.
Serina/Cisteina N.D - Pertenece a la superfamilia de Serpina.

- Identificada en  Loxosceles  spp.
Transcriptomas y proteomas.

- Puede relacionarse con proceso de
coagulacién, fribrindlisis e inflamacion.
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Tabla suplementaria 2. Ensayo 1; nimero de células contadas en dos campos por pocillo tratado
con una dilucién especifica (30, 10y 3 L)

D 0 ° Célula ° Células 4 ° Células 8 ° Célula
0 hora ora ora 4 hora
30 224 172 148 8
149 155 87 12
Promedio 186.5 163.5 117.5 10
10 162 192 137 48
207 146 123 32
Promedio 184.5 169 130 40
3 192 190 145 128
197 153 132 143
promedio 194.5 171.5 138.5 135.5
Control 207 187 190 183
179 194 188 188
Promedio 193 190.5 189 185.5

Tabla suplementaria 3. Ensayo 2; nimero de células contadas en dos campos por pocillo tratado
con una dilucién especifica (30, 10y 3 uL)

D 0 ° célula ° células 4 ° células 8 ° célula
0 hora ora ora 4 nora
30 173 129 115 10
251 135 98 9
Promedio 212 132 106.5 9.5
10 175 155 110 55
160 148 125 42
Promedio 167.5 1515 117.5 48.5
3 154 165 128 98
168 132 145 161
Promedio 161 148.5 136.5 129.5
Control 245 232 169 207
210 215 275 230
Promedio 2275 223.5 222 2185
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Tabla suplementaria 4. Namero promedio de células de ensayo 1y 2 de la dilucion de 30
pL mas error asociado.

0 Promedio omedio omedailo tota Desviacion estanda
0 horas 186.5 212 199.25 18.03122292
4 horas 163.5 132 147.75 22.27386361
8 horas 117.5 106.5 112 7.778174593
24 horas 10 9.5 9.75 0.353553391

Tabla suplementaria 5. Nimero promedio de células de ensayo 1y 2 de la dilucién de 10
KL més error asociado.

0 Promedio omedio omedaio tota Desviacion estanda
0 horas 184.5 167.5 176 12.02081528
4 horas 169 151.5 160.25 12.37436867
8 horas 130 117.5 123.75 8.838834765
24 horas 40 48.5 44.25 6.01040764

Tabla suplementaria 6. Numero promedio de células de ensayo 1y 2 de la dilucion de 3uL
mas error asociado.

Promedio omedio omeailo tota pesviacion estanda
0 horas 194.5 161 177.75 23.68807717
4 horas 171.5 148.5 160 16.26345597
8 horas 138.5 136.5 137.5 1.414213562
24 horas 135.5 129.5 132.5 4.242640687

Tabla suplementaria 7. Numero promedio de células de ensayo 1y 2 del control més error

asociado.
Promedio Promedio Promedio tota pesviacion estanda
0 horas 193 227.5 210.25 24.395184
4 horas 190.5 223.5 207 23.3345238
8 horas 189 222 205.5 23.3345238
24 horas 185.5 218.5 202 23.3345238
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Calculo de mediciéon de concentracion de proteinas para curva de dosis respuesta:

Ensayo 1
200uL

s = 00,8 ug/ml

Concentracion de proteinas en 5 uL= 2,27 ﬁx

Mg
90,8 ~>+30 pL _

1) Concentracion de proteinas en volumen final de 30 pL del stock= —- L

13,62 ug/mL

90,8%*10 uL

2) Concentracion de proteinas en volumen final de 10 pL del stock= —7«—— o

4,54 pg/mL

W
90,8m—i*3 pL

3) Concentracion de proteinas en volumen final de 3 pL del stock= — L

1,36 pg/mL

Ensayo 2

Concentracion de proteinas en 5 uL= 3,41 ﬁx % = 136,4 pg/mL

136,4 %*30 pL

4) Concentracion de proteinas en volumen final de 30 pL del stock= —""——— L

20,46 pg/mL

ug
136,4 T2+10 L

5) Concentracion de proteinas en volumen final de 10 pL del stock= ——~"«—— T

6,82 ug/mL

136,4 %*3 puL

6) Concentracion de proteinas en volumen final de 3 pL del stock = — ¢ L

2,05 pg/m
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Célculo de medicién de concentracién de proteinas para inmunocitoquimicas

Ensayo 1 (marcacion conexina43 y mitocondria)

200pL

./ , _ Hg
Concentracion de proteinas en 5 uL= 1,30 X oL

= 52 pg/mL

e
52 mL*lO pL .

1) Concentracion de proteinas en volumen final de 10 pL del stock= —7*= m

2,6 pg/mL

Ensayo 2 (marcacién de faloidina e iNOS)

Concentracion de proteinas en 5 pL= 2,45 :l—ix % = 98 ug/mL

98 %*10 HL

2) Concentracion de proteinas en volumen final de 10 pL del stock= —7= "

4,9 pg/mL
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