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RESUMEN

A pesar de ser una especie de gran importancia meédica, la arafia platanera
colombiana Phoneutria boliviensis ha sido escasamente estudiada. Investigar acerca de los
compuestos que integran su veneno es un valioso aporte cientifico para entender mejor los
efectos que suceden en un envenenamiento, y para encontrar potenciales farmacos para
enfermedades que, a dia de hoy, no tienen tratamientos efectivos, como es el dolor crénico;

o sustancias que aporten en el campo agroindustrial como futuros insecticidas.

El uso de herramientas modernas como la protedémica y la transcriptémica facilitan
este analisis, ahorrando tiempo y disminuyendo el impacto ambiental al evitar el sacrificio
de un alto numero de especimenes. Todo esto sin olvidar las técnicas tradicionales como la
cromatografia, pieza fundamental para, ademds de lo anterior, poder establecer
comparaciones con otras especies de arafias similares a P. boliviensis. Asi, mediante el uso
de las tres herramientas, se logré establecer principalmente la actividad proteasa en el
veneno de esta arafia; ademas de determinar una notable presencia de neurotoxinas que
afectan canales idnicos y enzimas e identificar compuestos como algunas enzimas y
factores de crecimiento en el transcriptoma, que no se han reportado previamente para el

veneno de las especies de este género.

Por dltimo, la biotecnologia juega un papel importante para el disefio y expresion
recombinante de un gen con actividad biol6gica, para el que se determiné un efecto
analgésico moderado con ausencia de toxicidad en mamiferos, mientras que logré una
potente accion paralizante en insectos; demostrando la riqueza inexplorada en este y otros

venenos de animales.

Palabras clave: Phoneutria boliviensis, veneno, transcriptoma, expresion heterologa,

actividad biolégica.
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ABSTRACT

In spite of being a species of great medical importance, the Colombian wandering
spider Phoneutria boliviensis has been poorly studied. Researching on the compounds that
integrate its venom is a valuable scientific contribution to a better understanding of the
effects that occur in envenomation, and to find potential medicines for diseases that today,
do not have effective treatments, such as chronic pain; or substances that contribute in the

agro-industrial field as future insecticides.

The use of modern tools such as proteomics and transcriptomics facilitate this
analysis, saving time and diminishing the environmental impact by avoiding the sacrifice of
a large number of specimens. All this without forgetting traditional techniques as
chromatography, a fundamental piece for being able to establish comparisons with other
species of spiders similar to P. boliviensis, in addition to the above. Thus, by using the three
tools, it was possible to establish mainly the protease activity in the venom of this spider; in
addition to determining a remarkable presence of ion channels impairing neurotoxins and
enzymes with the identification of compounds such as some enzymes and growth factors in
the transcriptome, which have not been previously reported for the venom of species of this

genus.

Finally, biotechnology plays an important role in the design and recombinant
expression of a gene with biological activity, for which a moderate analgesic effect with no
toxicity on mammals was determinated, while achieved a potent paralyzing action on

insects, demonstrating the unexplored richness in this and other animal venoms.

Keywords: Phoneutria boliviensis, venom, transcriptome, heterologous expression,

biological activity.



1. INTRODUCCION

En el presente trabajo de tesis se muestra el estudio, tanto del veneno completo
como de algunas fracciones del mismo, proveniente dela arafia P. boliviensis. Fueron
realizadas diferentes caracetrizaciones, destacando las siguientes: evaluacion de la
toxicidad, evaluacion de capacidades biologicas (e.g. analgésica) y analisis transcriptdmico
a partir del material obtenido de las glandulas venenosas de la arafia. Adicionalmente, se
llevo a cabo la expresion recombinante de un péptido obtenido del transcriptoma, al cual se
le evaluo tanto su toxicidad como su actividad biologica sobre algunos modelos animales y
que, por los resultados, se puede catalogar como una posible herramienta farmacoldgica o

insecticida.

1.1. Planteamiento del problema u oportunidad

Los venenos de las arafias son una mezcla compleja de compuestos biologicos, tales
como: proteinas, polipéptidos, poliaminas neurotoxinas, enzimas, dacidos nucleicos,
aminoacidos libres, monoaminas y sales inorganicas. De los anteriores, los péptidos son los
componentes principales y de mayor abundancia (Rash & Hodgson, 2002; Saez et al.,
2010), y que pueden tener masas entre 0,1 y 14 kDa (Estrada et al., 2006; Saez et al.,
2010). Se estima que el nimero potencial de péptidos tinicos en los venenos de arafia puede
ser de mas de 12 millones, basandose en el nimero de especies de arafias descritas y en una
apreciacion relativa de la conservacion de la complejidad de su veneno. No obstante, tan
solo se ha estudiado cerca del 0,1 % de estos péptidos (Estrada et al., 2006; Saez et al.,
2010). En el caso de los venenos de las arafias del género Phoneutria, catalogados como de
los mas potentes entre todas las arafias, se han aislado cerca de 400 péptidos y proteinas con
masas entre 1,2 y 27 kDa, y se ha determinado la secuencia, total o parcial, de alrededor de

100 de estas moléculas (de Oliveira et al., 2015; Richardson et al., 2006a).



Algunos de los componentes de los venenos de arafia se han convertido en
herramientas farmacoldgicas altamente selectivas y potentes para la caracterizacion de los
receptores celulares (ligandos y canales id6nicos activados por voltaje); ademds, son
moléculas con valores terapéuticos prometedores (Diego-Garcia et al., 2016). Por ejemplo,
los venenos de las arafias del género Phoneutria contienen una amplia variedad de
proteinas y péptidos, incluidas neurotoxinas que actian sobre los canales i6énicos de sodio,
potasio y calcio, y algunos receptores quimicos de los sistemas neuromusculares de
insectos y mamiferos (Richardson et al., 2006a). Estos venenos han sido descritos como un
“tesoro” para el futuro descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas biol6gicamente
activas con potencial aplicacion en medicina y agricultura (Peigneur et al., 2018). Ademas,
muchos de los venenos del género Phoneutria han sido sometidos a estudios de
caracterizacion biologica, estableciendo su toxicidad en diferentes modelos animales y
otros efectos interesantes tales como priapismo, alteraciones motoras y respiratorias,
modificacion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, ademas del desarrollo de
agentes de diagndstico (Le Sueur et al., 2004; Nunes da Silva et al., 2018). Por otro lado,
dentro de los componentes del veneno de Phoneutria, se han identificado péptidos
potencialmente ttiles para el tratamiento de enfermedades cardiacas como arritmias
(Gomez et al., 2014); disfuncion eréctil (Saez et al., 2010); y dolor crénico (Dalmolin et
al., 2011; Emerich et al., 2016; Guatimosim et al., 1997; Tonello et al., 2014). La especie
mas estudiada de este género ha sido Phoneutria nigriventer y su veneno ha sido reportado
como una fuente invaluable de péptidos, mads de 40 de ellos caracterizados como

neurotdxicos (Peigneur et al., 2018; Richardson et al., 2006a).

No obstante, debido a la poca cantidad de veneno que produce una arafia, los
procesos de identificacién y caracterizacion se hacen dificiles, pudiéndose estudiar sélo los
componentes mayoritarios (Gopalakrishnakone et al., 2016). De ahi que sea necesario
emplear nuevas tecnologias para la investigacion de componentes minoritarios del veneno,
tales como la proteémica y la transcriptémica (Romero-Gutierrez et al., 2017). Es asi como

en los ultimos afios, estudios protedmicos de venenos han podido complementarse con



analisis transcriptomicos de glandulas venenosas, permitiendo la identificacién de un
mayor numero de componentes con respecto a las metodologias tradicionales de
bioquimica y de biologia molecular (Paiva et al., 2019; Rodriguez de la Vega et al., 2010).
Por ejemplo, gracias a los estudios transcriptomicos de las glandulas venenosas de
Phoneutria pertyi, se pudo determinar la presencia de algunas proteinas que no habian sido
descritas previamente para el veneno de esta especie y tampoco de este género (Paiva et al.,

2019).

Considerando lo anterior, el presente trabajo de investigacion se propone explorar el
veneno de Phoneutria boliviensis, una arafia colombiana errante, de comportamiento
agresivo, de importancia médica por su potente veneno neurotéxico y sobre el cual existe
poca investigacion documentada (Estrada-Gomez et al., 2015; Valenzuela-Rojas et al.,
2019). Dicho veneno, por comparacién con el de la arafia P. nigriventer, también puede ser
muy interesante. El estudio del veneno de la arafia P. boliviensis se aborda a nivel
biolégico, proteémico y transcriptémico, de manera que en algin punto se pueda llegar a
demostrar la presencia de una diversidad bioquimica, bioldgica y farmacolégica, con el fin
de ampliar el conocimiento de esta especie y de que en el futuro los resultados obtenidos
puedan ser de utilidad para el desarrollo de farmacos y/o agentes agroquimicos bioldgicos

interesantes.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Caracterizar por medio de analisis biologico y transcriptomico, el veneno de la arafia

colombiana Phoneutria boliviensis.

1.2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar los componentes mayoritarios del veneno de la arafia Phoneutria boliviensis.

Determinar el efecto toxico y letal del veneno completo y de algunas de las fracciones del

veneno de la arafia Phoneutria boliviensis.
Analizar el transcriptoma de la glandula venenosa de la arafia Phoneutria boliviensis.

Construir y expresar un péptido recombinante con posible actividad biologica, a partir de

informacion obtenida del transcriptoma de la glandula venenosa.



2. MARCO TEORICO

2.1. Las aranas

Los ardcnidos (Arachnida, del griego apdyvn ardchne, "arafia" e -ifeg -ides,
"perteneciente a un grupo") son una clase de artropodos quelicerados de los que han sido
descritas mas de 102.000 especies. Incluye formas tan conocidas como las arafias, las
garrapatas, los escorpiones y los acaros (Hoffmann, 1993). Se consideran los animales
terrestres mas antiguos de todos por sus restos fosiles (particularmente los alacranes),
conociéndose desde el Siltirico y han llegado hasta nuestros dias sin sufrir grandes cambios

en su morfologia y costumbres (Hoffmann, 1993).

Las arafias son, sin duda alguna, los artrépodos mas conocidos. Este grupo es,
ademas, el que ha alcanzado el mayor nivel evolutivo dentro de los aracnidos, cuyo fosil
mas antiguo data de 300 millones de afios. Han logrado adaptarse a muchos ecosistemas
diferentes, distribuyéndose en todos los habitats accesibles a la vida terrestre del planeta,
desde el nivel del mar hasta altitudes de cerca de 7.000 m.s.n.m., y han logrado desarrollar
diversos mecanismos de defensa y captura de sus presas (Hoffmann, 1993; Rash &
Hodgson, 2002). El éxito de las arafias para colonizar la tierra es generalmente atribuido a
su extraordinaria versatilidad quimica, poseen unas glandulas integumentales, originadas
por evolucion de regiones especializadas de la epidermis, cuya funcion es producir
sustancias vitales como venenos, compuestos repelentes y feromonas, que utilizan para
inmovilizar y matar a sus presas, prevenir o ahuyentar a sus enemigos, y reproduccion

(Gopalakrishnakone et al., 2016).

Desde el punto de vista biolédgico, las arafias constituyen el orden mas importante y

numeroso en especies actuales de la clase Arachnida. Se conocen alrededor de 48.462



especies a nivel mundial, pertenecientes a 4.170 géneros aproximadamente y de 120
familias (Hoffmann, 1993; Saez et al., 2010; World Spider Catalog, 2020). Colombia posee
cerca del 2,4 % de la riqueza mundial de arafias, con 914 especies descritas (Barriga &
Moreno, 2013; Galvis, 2019). Las familias de arafias con mayor abundancia de especies en
Colombia son: Araneidae con 312 especies, Salticidae con 115 especies, Oonopidae con
109 especies, Linyphiidae con 84 especies y Theridiidae con 72 especies (Galvis, 2019). Se
conocen araflas colectadas entre los 0 m.s.n.m. y los 4.000 m.s.n.m., pero la gran mayoria

se encuentra en alturas bajas o medias (Barriga & Moreno, 2013).

2.2. El veneno de las aranas

En casi todas las arafias el aparato venenoso estd compuesto por un par de
glandulas, que ocupan la porcion superior de los queliceros en el suborden
Mygalomorphae, y en las arafias del suborden Araneomorphae se extienden hasta el
cefalotorax entre los ojos y el ganglio supraesofagico (Resh & Cardé, 2009), las cuales se
comunican con un par de colmillos localizados en los queliceros, que son a su vez unos
apéndices ahusados, huecos y moviles presentes en la boca que penetra la piel durante una

mordedura, inyectando el veneno en la presa (Pineda & Florez, 2002).

La gran mayoria de las arafias son carnivoras y emplean su veneno para someter
rapidamente a su presa, alimentdndose de pequefios peces, reptiles, anfibios, aves,
mamiferos y otros artropodos. Esto es posible ya que sus venenos contienen una gran
variedad de toxinas especificas para una amplia gama de receptores neuronales, canales
ionicos (potasio, sodio y calcio) y enzimas, de diversas especies vertebradas e invertebradas
(Saez et al., 2010). Estas toxinas tienen la capacidad de discriminar entre isoformas
moleculares estrechamente relacionadas de miembros de una familia particular de canales
ionicos y su selectividad las convierte en herramientas cada vez mas importantes para
desarrollar la funcién del canal iénico en las células excitables y no excitables (Diniz et al.,

2006).



En general, los venenos de arafia, especialmente aquellos de tarantula, son claros,
liquidos incoloros facilmente solubles en agua. L.a mayoria de los venenos de arafia son
neutros o alcalinos, aunque hay algunos acidos, como los de Atrax robustus, Dugesiella
hentzi y Eurypelma californicum, todos ellos con pH de 4 — 5,5. Posterior a la liofilizacion,
los venenos de arafa se han reportado con coloraciones que varian entre blanco, blanco con

rosado, amarillo o gris (Rash & Hodgson, 2002).

Similar a los venenos de otros animales, como las serpientes y los escorpiones, los
venenos de arafias son heterogéneos, no solo entre diferentes especies, si no entre la misma
especie. Ademas, los venenos de las arafias son una mezcla compleja de moléculas, como
proteinas, polipéptidos y poliaminas neurotdxicas, enzimas, acidos nucleicos, aminoacidos
libres, monoaminas y sales inorganicas (Diego-Garcia et al., 2016; Rash & Hodgson, 2002;
Saez et al., 2010). Los péptidos son los componentes principales de los venenos de arafias y
algunas especies pueden producir venenos con mas de 1.000 péptidos tnicos, con

capacidad de ejercer efectos a nivel del sistema nervioso (Saez et al., 2010).

Los venenos de arafias han recibido menos atencion que el veneno producido por
otros animales debido a su impacto minimo en la salud humana (Gremski et al., 2010), con
excepcion de cuatro géneros cuyo envenenamiento es catalogado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de importancia a nivel clinico: Phoneutria (Ctenidae),
Loxosceles (Loxoscelidae), Latrodectus (Theridiidae) y Atrax (Hexathelidae). El accidente
aracnidico es un problema de salud publica en América, en paises como Chile, Estados
Unidos y Brasil (Quintana & Patifio, 2002). En Colombia no se cuentan con datos
epidemiol6gicos precisos de los accidentes ocasionados por estos animales, ya que el
reporte de los mismos no es obligatorio, a diferencia de lo que ocurre con el
envenenamiento por mordeduras de serpientes. En el estudio mas reciente del pais sobre la
epidemiologia de estos accidentes, se encontré que, del total de casos reportados y
atendidos, el 11 % corresponde a accidentes causados por arafias (195 casos), donde el 58

% fue provocado por el género Theraphosa, seguidos por Phoneutria (13 %), Latrodectus



(5 %), Lycosa (4 %) y Loxosceles (3 %) y el 17 % de estos accidentes quedaron sin
identificacion (Rodriguez-Vargas et al., 2012).

Ademés de los efectos neurotoxicos conocidos de venenos de arafia, algunos
péptidos han demostrado poseer actividad antiarritmica, antimicrobiana, analgésica,
antiparasitaria, citolitica, hemolitica y actividad inhibidora de enzimas. Por ejemplo, el
veneno crudo de Macrothele raveni tiene actividad antitumoral, pero el componente

responsable atin no ha sido identificado (Saez et al., 2010).

El estudio de los componentes del veneno ha supuesto un gran esfuerzo para su
purificacién, ya que uno de los principales problemas en el uso de toxinas de péptidos arafia
como herramientas de investigacién ha sido la dificultad para obtener cantidades adecuadas
de material (Diniz et al., 2006; Romero-Gutierrez, 2018). La purificaciéon de toxinas
menores, 0 especies moleculares estrechamente relacionadas con propiedades
farmacolégicas que pueden ser muy distintas, no es facil. El enfoque molecular de la
clonacion, la caracterizacion y expresion de los genes que codifican estas toxinas, al igual
que los estudios transcriptomicos de las glandulas venenosas, pueden ayudar a superar estos
problemas; permitiendo, por ejemplo, la produccién de toxinas mutadas para probar
hipotesis estructurales y funcionales especificas (Diniz et al., 2006; Rodriguez de la Vega

et al., 2010; Romero-Gutierrez, 2018).

2.3. Herramientas actuales para el estudio de venenos de araiias

Las dificultades para aislar los compuestos poco abundantes del veneno de arafias y
elucidar sus estructuras quimicas, incluyen considerables cantidades de veneno y, por tanto,
la colecta de un alto nimero de especimenes (Gopalakrishnakone et al., 2016). Esto podria
implicar una notable disminucién de aracnidos en algunos ecosistemas y, aunque su papel

exacto no esta plenamente determinado, ellas son el depredador dominante del grupo de los



invertebrados en la mayoria de los ecosistemas terrestres, pero a su vez también hacen parte
de la dieta de muchas otras especies en una proporcion significativa como algunas aves en

peligro de extincion (Resh & Cardé, 2009).

Los recientes avances tecnologicos en las metodologias utilizadas para el analisis de
moléculas pequefias, como resonancia magnética nuclear (NMR), espectrometria de masas
(MS) y bioquimica de péptidos junto con métodos modernos de electrofisiologia, han
permitido el aislamiento, elucidacion estructural y caracterizacion biologica de muchas de
estas toxinas en los venenos de arafia previamente inexplorados debido a limitaciones
técnicas (Estrada et al., 2006; Gopalakrishnakone et al., 2016). Ademas, desde la década de
los 90’s, se han desarrollado otras técnicas para resolver las limitaciones en las cantidades
de veneno, una de ellas es la creacion de bibliotecas de DNA complementario (cDNA)
construidas a partir de RNA mensajero (mRNA) de glandulas de veneno y la otra es la
expresion heter6loga de los péptidos (Diego-Garcia et al., 2016; Romero-Gutierrez et al.,
2017).

En los ultimos afios, los estudios proteémicos y transcriptomicos de los venenos y
de las glandulas venenosas y el uso de nuevas tecnologias de secuenciacion masiva de alto
rendimiento, han permitido la identificacién de un gran ntimero de componentes con
respecto a las metodologias tradicionales de bioquimica y de biologia molecular (Rodriguez
de la Vega et al, 2010). El analisis del transcriptoma de arafia comenz6 utilizando
bibliotecas de cDNA que representan la expresion génica de las glandulas venenosas o de
todo el cuerpo. Se usaron bibliotecas de cDNA y secuenciacion Sanger para la generacion
de informacién de Marcadores de Secuencias Expresadas (Expressed Sequence Tags — ETS
—, por sus siglas en inglés) (Diego-Garcia et al., 2016). Una de las ventajas mas destacables,
es que solo se necesitan pocos animales para ambos estudios, la cantidad de muestra
dependera de los tamafios de los animales y de su glandula venenosa; ademas de la

obtencién de fragmentos completos (Romero-Gutierrez et al., 2017).
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La caracterizacion del transcriptoma a partir del mRNA de la glandula venenosa es
una de las metodologias mas utilizadas hoy en dia para el estudio de la composicion de los
venenos de diferentes especies, ya que permite tener una visién global de la maquinaria
molecular de este 6érgano (Romero-Gutierrez, 2018). Con respecto al alto rendimiento, la
secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation Sequencing — NGS — por sus siglas
en inglés) tiene el potencial de proporcionar mas informacién sobre el nimero total de
transcriptos de arafia y puede ayudar a generar transcriptomas "completos" (que incluye
todos los RNA en las glandulas venenosas y cualquier tejido) (Diego-Garcia et al., 2016).
El andlisis de los genes que codifican para los diferentes componentes de veneno y ETS,
ayudan a identificar de manera eficaz las toxinas principales y de esa forma también se
puede contribuir al desarrollo de antivenenos especificos y eficaces. Ademas, se ha
empleado como un acercamiento eficiente para el descubrimiento de genes y resolver dudas
relacionadas a la evolucion, el perfil de expresién y el desarrollo de recursos ttiles para
estudios de genomica funcional y la bisqueda dirigida de moléculas de interés (Diego-

Garcia et al., 2016; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Romero-Gutierrez, 2018).

2.4. El género Phoneutria

Las arafias del género Phoneutria son miembros de la familia Ctenidae, descrito por
Perty en 1833 (Lucas, 1988; Peigneur et al.,, 2018). Son conocidas como “arafias
plataneras” por su preferencia a esconderse en racimos de banano o platano; “errantes” por
su tipo de desplazamiento; o “armadas” por su postura caracteristica cuando se sienten
amenazadas, ya que, en su posicion de defensa, se paran sobre sus patas traseras mientras

levantan sus cuatro patas frontales (Hernandez, 1993; Peigneur et al., 2018).

El género esta compuesto por ocho especies: P. bahiensis, P. boliviensis, P.
eickstedtae, P. fera, P. keiserlingi, P. nigriventer, P. pertyi, y P. reidyi. Estan distribuidas
desde Costa Rica a través de Sur América, desde el este de los Andes hasta el norte de

Argentina, en altitudes entre 600 m.s.n.m. y 3.000 m.s.n.m., encontrandose en regiones
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calidas, tropicales y semitropicales, donde realizan cuevas en sitios htimedos y oscuros, o
también habitan en arbustos y follajes (Mena-Mufioz et al., 2016; Peigneur et al., 2018). En

Colombia, se han reportado tres de estas especies (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién del género Phoneutria en
Colombia: * P. boliviensis, A P. fera, m P. reidyi. (Hazzi
et al., 2013).

Son arafias con un tamafio entre 17 mm y 50 mm de envergadura, alcanzando de 15
cm a 18 cm contando las patas (Hazzi, 2014; Lucas, 1988; Quintana & Patifio, 2002).
Presentan una densa escépula, su cuerpo esta cubierto de pelos cortos y adherentes de
coloracién que va de gris parduzco a castafio oscuro en el prosoma, el opistosoma tiene un
disefio de puntos pares que forman una banda longitudinal y con filas laterales de puntos
mas pequefios y claros; las hembras poseen un abdomen oscuro, mientras que en los
machos es de tonos naranja, mostrando un color mas claro en la espalda. Las patas poseen

varias espinas negras con puntos amarillos en la base de cada espina, los queliceros estan



12

cubiertos con vellos alargados y naranjados que se tornan rojos al encontrarse irritados, y

ocho ojos con férmula 2-4-2 (Lucas, 1988; Mena-Mufioz et al., 2016; Peralta, 2013).

El proceso adaptativo y evolutivo del género Phoneutria estd asociado con la
pérdida de seda cribelar y redes de captura de presas; s6lo usan seda para la produccion de
los ovisacos o para las redes del vivero (Peigneur et al., 2018); alcanzan su adultez en el
tercer afio cuando se presenta la ecdisis sexual, el apareamiento y la oviposicién; con un
ciclo de vida completo de 4 a 5 afios (Bucherl, 1969; Lucas, 1988). Son animales errantes y
sinantropicos, explicando la gran cantidad de encuentros con humanos que pueden ocurrir
en lugares diferentes a su distribucién por la exportacion de bananos (Peigneur et al., 2018;
Quintana & Patifio, 2002). Tienen habitos nocturnos, solitarios, y son capaces de recorrer
cientos de metros durante la noche. Son cazadores activos, confiando en su veneno de
accién rapida y eficiente para la captura y defensa de sus presas, las cuales suelen ser
insectos, aunque también cazan otras arafias y roedores pequefios (Bucherl, 1969; Peigneur
et al., 2018). Poseen una conducta agresiva, muerden a la menor provocaciéon y no huyen
cuando son molestadas; ademas tienen una agilidad caracteristica, siendo capaces de saltar
hasta 40 cm de distancia y trepar rapidamente cualquier objeto, siempre buscando

defenderse con agresion (Pineda & Florez, 2002).

Por lo general, los accidentes ocurren en los primeros meses del afio, coincidiendo
con su época de apareamiento (abril a julio) (Bucherl, 1969; Lucas, 1988). La mayoria de
los accidentes en humanos son leves, el 0,5 % de los casos son graves. Aunque el veneno es
altamente neurotoxico, la cantidad inoculada a través de la mordedura suele ser demasiado
pequefia para inducir efectos letales, siendo las hembras las que inyectan mayor cantidad de
veneno (Peigneur et al., 2018). Se ha demostrado que la potencia de los venenos de
Phoneutria varia de acuerdo a la especie y al sexo de la arafia, usualmente es mas letal el

veneno de las hembras (Herzig et al., 2002; Valenzuela-Rojas et al., 2019).
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Las manifestaciones clinicas del envenenamiento grave generalmente se observan
en ancianos y nifios; en tales casos, el priapismo es uno de los signos mas notorios. Otras
manifestaciones clinicas comunes son convulsiones, nduseas, sudoracién y salivacién
excesiva, vomitos profusos, hipertension, taquicardia, temblores y paralisis espastica (Tabla
2) (Peigneur et al., 2018). Las muertes debidas a este envenenamiento son extremadamente
raras y se deben al edema pulmonar o al shock inducidos por el veneno (Quintana & Patifio,

2002).

Tabla 1. Clasificacién y sintomatologia del envenenamiento por Phoneutria sp. (Quintana

& Patifio, 2002).

Intensidad del

Sintomas locales . Sintomas sistémicos
envenenamiento
Leve Agitacién y taquicardia
Ademas, vomito, dolor abdominal, sialorrea,
Dolor, edema, Moderado B o ) B
] sudoracion profusa, priapismo, hipertension
sudoracion,
fasciculaciones Ademas, bradicardia o taquicardia, hiper o
Grave hipotensién, arritmias, disnea, confusién o estupor,

edema pulmonar o shock en raros casos

2.5. Veneno del género Phoneutria

Los venenos de las especies de arafias del género Phoneutria se encuentran entre los
que mas contribuyen a estudios de protedmica y transcriptomica (Lausten et al., 2016). Se
estima que el veneno de cada especie del género Phoneutria puede contener cerca de 150
péptidos (Paiva et al., 2019); la mayoria de ellos adoptan el motivo estructural ICK llamado
“nudo inhibidor de cistina” (ICK, por sus siglas en inglés) (Gremski et al., 2010; Haney et
al., 2014; Undheim et al., 2013; Xu et al., 2015; Zobel-Thropp et al., 2014a, b). Las toxinas
ICK pueden actuar en diferentes canales ionicos de vertebrados e invertebrados,

convirtiendo a muchas de estas moléculas en modelos potenciales para el desarrollo de
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nuevas herramientas biolégicamente activas para aplicaciones biotecnolégicas (Paiva et al.,

2019).

Entre las toxinas del veneno de Phoneutria pueden encontrarse poliaminas, que
bloquean potentemente el receptor de glutamato inhibiendo la transmision neuromuscular
mediada por acido glutamico; y péptidos neurotoxicos ricos en cisteina, que actian sobre
los canales de sodio, potasio y potencial del receptor transitorio, de la subfamilia A (TRPA
— por sus siglas en inglés). También actian sobre receptores como el acido N-metil-D-
aspartico (NMDA), cannabinoides u opioides del sistema nervioso de insectos y mamiferos,
subrayando una posible aplicabilidad farmacéutica (Anexo I) (Peigneur et al., 2018;

Quintana & Patifio, 2002).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Estrategias actuales para el estudio de venenos de arafias

3.1.1. Expresion recombinante de péptidos de venenos de araiias

La ingenieria genética se ha convertido en una herramienta importante para producir
péptidos de interés provenientes de arafias con un costo relativamente bajo y la posibilidad
de producir no solo el péptido original sino también mutantes del mismo (Quintero-
Hernandez et al., 2011). Ademas, las técnicas de biologia molecular han sido esenciales
para comprender la toxicologia de los venenos de animales y para aportar una vision mas
profunda de la accion molecular de estas toxinas y su estructura (Chavez-Moreira et al.,

2017).

La clonacion de péptidos de venenos de arafias se ha empleado desde la década de
los 90’s. La primera caracterizacion molecular de una secuencia precursora de arafia a partir
de una biblioteca de cDNA de la glandula venenosa, fue de w-agatoxina IA, de Agelenopsis
aperta, cuya estructura heterodimérica tiene la capacidad de bloquear canales de Ca*
(Quintero-Hernandez et al., 2011). Ademas, en esta década se expresaron péptidos
insecticidas recombinantes provenientes de Diguetia canities, usando por primera vez la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), que

permite obtener cDNA (Krapcho et al., 1995).

La seleccion del sistema de expresion es esencial para la produccion exitosa de
toxinas recombinantes de arafias; este sistema debe permitir el correcto plegamiento del
péptido, con formacion precisa de puentes disulfuro, asegurando de esta manera la
efectividad de la actividad biolégica. Para la clonacién y expresion de péptidos

recombinantes de venenos de arafias se han empleado sistemas bacterianos, levaduras,
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células animales y plantas (Tabla 2). Los sistemas bacterianos no pueden realizar
modificaciones postraduccionales en las proteinas expresadas, por tanto, algunos de los
sistemas de expresion bacterianos podrian ser inapropiados para la produccion de proteinas
heter6logas activas. Ademas, pueden ser necesarias modificaciones in vitro para obtener

péptidos funcionales (Quintero-Hernandez et al., 2011).

A pesar de lo mencionado anteriormente, uno de los sistemas de expresién mejor
estudiados para producir péptidos de arafia es el uso de E. coli como célula hospedera, y en
el que se han expresado casi la mitad de los péptidos de arafia. Se usa tanto en los pasos de
clonacién como para la expresion de las proteinas. Es técnicamente accesible, rapido y
rentable, con condiciones de cultivo simples, facilmente escalables. E. coli es un organismo
de facil manejo, del que se disponen muchas cepas y vectores, asi como protocolos

ajustados para la manipulacion genética (Terpe, 2006).

Por otro lado, el uso de codones de bacterias y artropodos es diferente, lo que se
refleja ocasionalmente en bajos rendimientos y/o la produccién de especies truncadas.
Como consecuencia, a veces, la secuencia de codificacién clonada, amplificada a partir de
la fuente natural, no puede usarse directamente para la expresion y tiene que ensamblarse
un nuevo gen con el uso preferencial de codones para E. coli (Quintero-Hernandez et al.,
2011). Aunque los rendimientos de produccion pueden ser de hasta 10-20 mg/L, el paso de
replegamiento suele ser el paso limitante para obtener cantidades suficientes de toxina
activa, ya que el rendimiento puede ser inferior al 10 % del producto original (Li et al.,
2000).

En algunos casos, el producto se expresa como un hibrido, es decir, el gen de la
arafia se fusiona con un gen que codifica para una proteina transportadora y que en
ocasiones ha permitido la expresion de formas plegables solubles de toxinas en E. coli.
Basado en esta estrategia, se han utilizado cepas deficientes en tiorredoxina reductasa

(Ostrow et al., 2003) o sistemas de fusién a glutation-S-transferasa (GST) (Tedford et al.,
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2004) haciendo posible que las toxinas sean expresadas en el citoplasma en lugar de los

cuerpos de inclusién. Varios inconvenientes de la metodologia incluyen la necesidad de una

proteasa o la escision quimica para separar las proteinas de fusion, que reducen atin mas los

rendimientos finales y, en ocasiones, la destruccion de la toxina de interés (Quintero-

Hernandez et al., 2011).

Tabla 2. Sistemas celulares y plasmidos empleados en la expresion de péptidos de arafias.

Sistema Vector Toxina Especie de araiia Referencia
Bacteria
E. coli DH5 pGEX-KT Huwentoxin-1 Selenocosmia huwena  Liet al., 2000
E. coli BL21 (DE3) pGEX-2T J-ACTXHvlc Hadronyche versuta g/(l)%%gio & King,
E. coli BL21 (DE3) pPMAL-c2 PnTx-3-1 Phoneutria nigriventer gggf;ﬂfo etal,
E. coli BL21 (DE3) pGEM/pET32a GsMTx4 Grammostola rosea Ostrow et al.,
2003
E. coli BL21 (DE3) pGEX-2T w-Atracotoxin- Hadronyche versuta Tedford et al.,
Hvla 2004
E. coli pET-32c Tx1 Phoneutria nigriventer ~ Diniz et al.,
(AD494(DE3)pLysS) 2006
E. coli BL21 (DE3) pMAL ProTx-II Thrixopelma pruriens ;(I;loi;h etal,
E. coli BL21 (DE3) pET-32c Latarcin 2a Lachesana tarabaevi SlhlyapnikOV et
al., 2008
Levadura
Pichia pastoris pGAPZaA SFI1 Segestria florentina Fitches et al.,
2004
Pichia pastoris pPICZa GsMTx4 Grammostola rosea Park et al., 2008
Saccharomyces pYES2-DEST52 Lycotoxin 1 Lycosa carolinensis Hughes et al.,
cerevisiae AT
Saccharomyces pVT102U/a Lectin-like peptides Ornithoctonus huwena Jiang et al., 2009
cerevisiae
Saccharomyces pVT102U/a Jingzhaotoxin-34  Chilobrachys jingzhao  Chen et al., 2009
cerevisiae
Células animales
Spodoptera frugiperda PacLTX, pAcLIT y a-latrotoxina Latrodectus mactans Kiyatkin et al.,
Sf21 pAcLMWP o-latroinsectoxina 1995
Spodoptera frugiperda pFastBac o-latrotoxina Latrodectus mactans Ichtchenko et
Sf9/High-five al., 1998
Drosophila pGEM PcTx1 Psalmopoeus cambridgei Escoubas et dl,
melanogaster S2 cells A
Spodoptera frugiperda pFastBac Huwentoxin-1 Selenocosmia huwena  Jietal., 2005
Sf9/High-five
Plantas
Nicotiana tabacum J-ACTXHvlc Hadronyche versuta I;éi(;iél etal,
Nicotiana tabacum pBin19 Magi6 Macrothele gigas Hernandez-

Campuzano et
al., 2009
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Pichia pastoris es el hospedero de levadura mas cominmente utilizado para la
expresion heteréloga y ofrece varias ventajas sobre otros sistemas de levadura como
Saccharomyces cerevisiae, ya que se puede cultivar en metanol como la tnica fuente de
carbono, en concentraciones que matarian a casi cualquier otro microorganismo. También
crece a densidades celulares muy altas, lo que significa mayores rendimientos de proteinas
por cultivo. Aunque no es tan simple de manipular y mantener como E. coli, ni tan rapida
en la produccién de proteinas, P. pastoris es capaz de formar enlaces disulfuro y otras
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacion y plegamiento correcto de
péptidos ricos en cisteina (Cereghino & Cregg, 2000). P. pastoris se emple6 para expresar
una lectina llamada Galanthus nivalis agglutinin (GNA) fusionada a una neurotoxina
insecticida del veneno de la arafia Segestria florentina. La actividad insecticida demostrada
por la toxina reflejo la capacidad de GNA para actuar como una proteina transportadora de
péptidos de arafia, hacia la hemolinfa de los insectos, después de la ingestion oral (Down et

al., 2006; Fitches et al., 2004).

Otro péptido insecticida de veneno de arafia, pero expresado en plantas, fue el de la
neurotoxina Magi6, de Macrothele gigas. Se clon6 un fragmento que codifica el cDNA de
la neurotoxina de arafia. La construccion se introdujo en una cepa de Agrobacterium
tumefaciens y se us6 para transformar Nicotiana tabacum. Las plantas transformadas que
expresaban niveles moderados o altos del Magi6 eran resistentes a ataques de insectos
(Hernandez-Campuzano et al., 2009). Esto también se observo en plantas de tabaco en las
que se expresO la toxina w-ACTX-Hvla (Hvt) de Hadronyche versuta, que es un
antagonista de canales de calcio, y ademas les confiere resistencia a insectos (Khan et al.,

2006).

Estas técnicas también han sido empleadas en la obtencion de diversas toxinas de
venenos del género Loxosces; la primera toxina en ser clonada del veneno de Loxoceles
laeta en 2002 fue la esfingomielinasa-D (Fernandes-Pedrosa et al., 2008). De igual forma,
se han clonado y expresado otras isoformas de esfingomielinasa-D funcionales del veneno

de Loxoceles intermedia, siendo la toxina de este veneno mas investigada y caracterizada
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por sus efectos biologicos: dermonecrosis, insuficiencia renal aguda, respuestas
inflamatorias masivas y hemolisis (Kalapothakis et al., 2002; Quintero-Hernandez et al.,
2011). Entre las toxinas recombinantes que hacen parte del veneno de arafias del género
Loxosceles se cuentan, ademas de las fosfolipasas-D, metaloproteasas, hialuronidasas,
péptidos insecticidas, factores liberadores de histamina y alergenos (Chavez-Moreira et al.,
2017). La mayoria de las isoformas enzimaticas del género Loxosceles se han producido de
manera heter6loga en sistemas procariotas utilizando E. coli, y se obtienen facilmente
grandes cantidades de las formas solubles y enzimaticamente activas de estas proteinas

(Chavez-Moreira et al., 2017).

Otra toxina recombinante de utilidad es a-Latrotoxina, principal compuesto toxico
de los sintomas de envenenamiento causados por Lactrodectus sp.. Los anticuerpos
generados por ratones contra esta toxina, fueron clonados y obtenidos de manera
recombinante en un fago (pComblII) usando E. coli como célula hospedera (Bugli et al.,
2008). Estos anticuerpos, al igual que los de esfingomielinasa-D recombinante, fueron
capaces de neutralizar los sintomas de intoxicacién producidos en ratones por el veneno de
las arafias Loxoceles reclusa y Lactrodectus mactans (Bugli et al., 2008; Olvera et al.,
2006, 2007). Ademas, la esfingomielinasa-D recombinante se usa realmente como antigeno
para la produccion comercial de anticuerpos F(ab’),, siendo el primer antiveneno comercial
contra la mordedura de Loxoceles spp obtenido de una toxina recombinante de veneno de

arafia (Quintero-Hernandez et al., 2011).

3.1.2. Analisis transcriptomicos de glandulas venenosas de arafas

En la ultima década, el alto rendimiento de NGS ha incrementado la caracterizacion
de transcriptomas de glandulas venenosas de arafia. Ademads, la optimizacién de los
algoritmos de ensamblaje de secuencias de novo para la secuenciacion profunda ha
permitido el ensamblaje preciso de fragmentos de datos a partir de la secuenciacién en

transcripciones completas (Peng et al., 2011). Estas tecnologias han sido ampliamente
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utilizadas / validadas en proyectos de secuenciacion genémica y transcriptomica a gran
escala, en particular en ausencia de una secuencia de genoma de referencia (Wang et al.,
2010). Los estudios transcriptomicos de glandulas venenosas de arafias se han enfocado en
el suborden Araneomorphae, también llamadas arafias verdaderas, probablemente debido a
que incluye mas del 90 % de las especies de arafias conocidas (Tabla 3) (Diego-Garcia et
al., 2016).

Los perfiles transcripcionales de las glandulas venenosas de especies diferentes del
mismo género han mostrado diferencias notables en términos de abundancia de toxinas. Por
ejemplo, el andlisis del transcriptoma de la glandula del veneno de L. laeta reveld que el
16,4 % del total de ESTs codificantes de toxinas pertenecen a esfingomielinasas-D
(Fernandes-Pedrosa et al., 2008); el 15 % del transcriptoma completo de la glandula
venenosa de L. similis corresponde a transcripciones de fosfolipasa-D (Dantas et al., 2016);
y mas del 20,2 % de todas las EST que codifican toxinas de la glandula del veneno de L.
intermedia corresponden a fosfolipasas D y representan una proporcion significativa de las
toxinas presentes en el veneno de arafia violinista (Gremski et al., 2010). En estos analisis
también identificaron viarias enzimas y péptidos tipo-toxinas, que incluyen metaloproteasas
similares a astacina, serin proteasas y neurotoxinas (como Magi-3 de Machrotele gigas),
hialuronidasas, lectinas, lipasas y alérgenos de veneno. Estas observaciones confirmaron la
rica fuente de péptidos tipo-toxinas en las arafias violinistas y su relacion evolutiva con las

arafias de diferentes familias (Quintero-Hernandez et al., 2011).



Tabla 3. Transcriptomas de glandulas venenosas de arafias que han sido analizados.

Familia Especie Referencia
Agelenidae Agelena orientalis Kozlov et al., 2005.
Agelenopsis naevia Ahmed et al., 2018.
Araneidae Araneus ventricosus Duan et al., 2013
Barychelidae Trittame loki Undheim et al., 2013
Ctenidae Cupiennius salei Langenegger et al., 2018.
Phoneutria nigriventer Diniz et al., 2018.
Phoneutria pertyi Paiva et al., 2019.
Viridasius fasciatus Oldrati et al., 2017.
Hexathelidae Hadronyche infensa Pineda et al., 2012.
Lycosidae Lycosa singoriensis Zhang et al., 2010.
Lycosa vittata Zhang et al., 2015.
Macrothelidae Macrothele gigas Satake et al., 2004.
Pisauridae Dolomedes fimbriatus Kozlov et al., 2014.
Dolomedes mizhoanus Jiang et al., 2013.
Dolomedes sulfurous Xu et al., 2015.
Plectreuridae Plectreurys tristis Zobel-Thropp et al., 2014b.
Scytodidae Scytodes thoracica Zobel-Thropp et al., 2014a.
Sicariidae Loxosceles intermedia Gremski et al., 2010.
Loxosceles laeta Fernandes-Pedrosa et al., 2008.
Sparassidae Heteropoda davidbowie Oldrati et al., 2017.
Theraphosidae Chilobrachys jingzhao Chen et al., 2008.
Citharischius crawshayi Diego-Garcia et al., 2010.
(Pelinobius muticus)
Grammostola rosea Kimura et al., 2012.
Haplopelma hainianum Tang et al., 2010.
(Ornithoctonus hainana) Cheng et al., 2016.
Haplopelma schmidti Jiang et al., 2008
(Ornithoctonus huwena) Zhang et al., 2014.
Poecilotheria formosa Oldrati et al., 2017.
Selenotypus plumipes Wong et al., 2013.
Theriididae Latrodectrus geometricus Haney et al., 2016.

Latrodectus hesperus

Haney et al., 2014.
Clarke et al., 2014.

Latrodectus mactans

Oldrati et al., 2017.

Latrodectus tredecimguttatus

He et al., 2013.

Parasteatoda tepidarorium

Posnien et al., 2014.

Steatoda grossa

Haney et al., 2016.
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Las secuencias de los péptidos del veneno de especies del mismo género son
similares mas no idénticas (Richardson et al., 2006a). La comparacion de los analisis
transcriptomicos muestra alta identidad entre las toxinas peptidicas ricas en cisteina de los
venenos de P. pertyi y P. nigriventer, que solamente difieren en unos pocos aminoacidos.
Sin embargo, algunas de estas sustituciones eran significativas, modificando la carga o
hidrofobicidad del péptido, lo que podria interferir con su accién en canales i6nicos y
conferirles nuevas propiedades a las toxinas. Por otro lado, en el transcriptoma de P. pertyi
se encontraron cinco secuencias con menos del 60 % de identidad con toxinas previamente
identificadas, incluido un nuevo marco de cisteina que no se identific6 en P. nigriventer;,
ademas, no se identificaron en secuencias de transcriptoma de P. pertyi con dos marcos de
cisteina descritos en P. nigriventer que presentaron identidad con w-agatoxinas, con accion
prevista sobre canales de calcio (Paiva et al., 2019). Por otra parte, el analisis
transcriptomico de la glandula venenosa de P. pertyi, reporté 8 transcripciones de proteinas
ricas en glicina (GRP). No se detectaron secuencias de GRP en el analisis transcriptomico
de la glandula del veneno de P. nigriventer ni se han descrito en ningtin analisis del veneno

de las arafias de Phoneutria (Paiva et al., 2019).

Asimismo, se han identificado secuencias de otros componentes putativos del
veneno, especialmente moléculas pequefias, de un tamafo similar a las toxinas peptidicas
ricas en cisteina. Estas familias se han descrito en otros andlisis de glandulas de veneno,
especialmente en el transcriptoma de veneno de P. nigriventer; sin embargo, la mayoria de
las moléculas encontradas en la glandula venenosa de P. pertyi tienen baja identidad con las
descritas anteriormente para P. nigriventer (Diniz et al., 2018; Paiva et al., 2019). Entre
esta clase de componentes en los venenos de Phoneutria, se encuentran inhibidores del
dominio TIL (tipo inhibidor de tripsina — Trypsin Inhibitor-like) ya descritos en secreciones
de aracnidos, como garrapatas (Fogaca et al., 2006) y escorpiones (Chen et al., 2013), pero
su deteccion en el transcriptoma de P. nigriventer fue primera evidencia de la presencia de
inhibidores de TIL en arafias (Diniz et al., 2018), y posteriormente en P. pertyi (Paiva et al.,

2019).
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3.2. Veneno del género Phoneutria

El veneno de las arafias del género Phoneutria ha sido uno de los venenos mas
estudiados, ya que, debido a su alta toxicidad, la Organizacion Mundial de la Salud ha
catalogado su envenenamiento como de importancia clinica. Particularmente, el veneno de
Phoneutria nigriventer ha sido objeto de numerosas investigaciones en cuanto a sus
actividades biologicas, convirtiéndolo en uno de los venenos de arafias mas estudiados en el
mundo (Bucaretchi et al., 2000; Costa et al., 2003; de Lima et al., 2002; de Roodt et al.,
2016; de Souza et al., 2012; Diniz et al., 2006; Emerich et al., 2016; Gomes-Fegueiredo et
al., 1995; Herzig et al., 2002; Kalapothakis et al., 1998a,b; Le Sueur et al., 2004; Nunes et
al., 2008; Nunes da Silva et al., 2018; Oliveira et al., 2003; Richardson et al., 2006a;
Tonello et al., 2014). Se han aislado alrededor de 400 péptidos y proteinas en estado puro
del género Phoneutria, con masas moleculares que van de 1,2 kDa a 27 kDa, y a casi 100
de estos se les han determinado sus secuencias de aminoacidos completas o parciales,
aunque la mayoria de los estudios han se ha centrado en las especies P. nigriventer y P.
reidyi. Los venenos de otras especies de este género, como P. fera, P. keiserlingii y P.
pertyi también han sido estudiados en menor proporcion (Anexo I) (Richardson et al.,

2006a).

En cuanto a su composicion quimica, los estudios sobre el veneno de P. nigriventer
han reportado la presencia de proteinas biol6gicamente activas como péptidos, proteasas y
hialuronidasas; ademas de compuestos activos como histamina, serotonina y algunos
aminoacidos libres. A pesar de que en su veneno se han logrado identificar cerca de 40
neurotoxinas, muchos péptidos atin no tienen su estructura determinada, y muchos mas
permanecen sin descubrir; esto se debe principalmente a la poca concentracion de péptidos
— ya que solo se pueden aislar pequefias cantidades del veneno — debido a su tamafio y

complejidad (Peigneur et al., 2018).
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Dentro de las proteasas, las serin proteasas se han identificado en veneno de arafias
(He et al., 2013; Shikata et al., 1995; Veiga et al, 2000), y fueron muy abundantes tanto en
el analisis transcriptomico como en el proteémico de P. nigriventer (Diniz et al., 2018); dos
de estas serin proteasas, pertenecientes a la familia peptidasa S1, fueron llamadas proteasa
PN44 y PN47, de esta dltima se han determinado tanto la secuencia completa, como de su
N-terminal. Se ha sugerido que las enzimas proteoliticas endogenas pueden ser
responsables de la modificacién postraduccional observada en algunos de los componentes
del veneno (de Lima et al., 2016). La presencia de serin proteasas en la glandula venenosa
de P. pertyi muestra que esta clase de toxina estd muy presente en este género de arafias

(Paiva et al., 2019).

Los estudios del veneno de P. nigriventer se han realizado mediante su
fraccionamiento y la busqueda de actividades biol6gicas de estas fracciones. En una
fraccion el veneno de P. nigriventer con actividad en el musculo liso, se identificé un
conjunto de isoformas similares de péptidos mas pequefios (<2 kDa) (Pimenta et al., 2005).
Estos péptidos contienen 7 — 14 residuos de aminoacidos y tienen una estructura comun
compuesta de aminoacidos basicos y acidos. Dado que todas estas moléculas estan
estructuralmente relacionadas con la familia de los péptidos de neurohormona de la
taquiquinina, que poseen residuos de piroglutamato N-terminal, se llamaron péptidos
taquiquinina de Phoneutria nigriventer PnTkPs (Pimenta et al., 2005). Las PnTkP muestran
una variacion de las modificaciones postraduccionales, como la protedlisis, la amidacion C-

terminal y la ciclacién (Pimenta et al., 2005).

En estudios de toxicidad de los venenos de las arafias del género Phoneutria,
realizados en ratones se ha reportado que este veneno posee una dosis toxica de 0,34 pg/g
cuando se administra via intravenosa (i.v.) y 0,67 pg/g cuando se administra de manera
subcutanea (s.c.) (Bucherl, 1969). Sin embargo, se ha demostrado que la potencia de los
venenos de Phoneutria varia de acuerdo a la especie y al sexo de la arafia (Tabla 4)
(Valenzuela-Rojas et al., 2019); y entre las hembras, la potencia del veneno varia de

acuerdo a la presencia o no de la ooteca, siendo mayor la toxicidad del veneno de las
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hembras con ooteca (Herzig et al., 2002). El envenenamiento fatal generalmente ocurre
después de una mordedura de una hembra. Se ha reportado que las hembras inyectan una
mayor cantidad de veneno en comparacion con los machos. Ademas, como con la mayoria
de los animales venenosos, se han demostrado diferencias intersexuales en la composicion

del veneno (Herzig et al., 2002; Peigneur et al., 2018).

Las actividades biolégicas que poseen los venenos de las arafias del género
Phoneutria, han despertado interés en diferentes areas, ya que podria servir como fuente
para la comprensién del funcionamiento de diferentes sistemas del organismo humano y la
obtencién o disefio de compuestos para tratamiento de enfermedades o de utilidad
agroindustrial. Como ejemplo de esto, se han encontrado ciertos componentes del veneno
de P. nigriventer que han mostrado una potencial capacidad para cruzar la barrera
hematoencefdlica, provocando la activacién de multiples areas del cerebro, lo que sugiere
que podrian ser una herramienta potencial para los estudios sobre la permeabilidad de
sustancias en dicha barrera (Le Sueur et al., 2004; Nunes da Silva et al., 2018). Por otro
lado, algunas toxinas del veneno de P. nigriventer han demostrado potencial biotecnolégico
y terapéutico, por ejemplo, al mejorar la funcién eréctil, actuando como analgésicos,
ademas, se han encontrado toxinas que poseen actividad de tipo insecticida (de Oliveira et
al., 2015; Emerich et al., 2016; Tonello et al., 2014). Aun asi, es claro que la compleja
diversidad bioquimica y farmacolégica de este veneno atin no se ha estudiado al maximo

(Peigneur et al., 2018).

De igual manera, se han realizado estudios de disefio de compuestos ttiles a partir
de péptidos del veneno, como PnPP-19, un péptido de 19 residuos, cuya base fue el péptido
o-ctenitoxin-Pn2a, activo sobre canales Nay. PnPP-19 comprende el farmacéforo del
péptido nativo, esta desprovisto de puentes disulfuro y que no es activo en los canales Nay.
Esta supresién de la actividad del canal redujo fuertemente la toxicidad que tenia el péptido
8-ctenitoxin-Pn2a y, por tanto, los efectos secundarios no deseados; sin embargo, PnPP-19
potencid el priapismo con una actividad similar a §-ctenitoxin-Pn2a. Ademas, PnPP-19

también se ha investigado en antinocicepcion periférica y central (Freitas et al., 2016),
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mostrando activacion de los receptores involucrados en las vias del dolor, como el receptor
de cannabinoides 1 y los receptores opioides p y § (da Fonseca Pacheco et al., 2016; Freitas
et al., 2016). PnPP-19 activa selectivamente los receptores opioides p que inducen la
inhibicion indirecta de los canales de calcio y de este modo deterioran la entrada de calcio
en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG), siendo el primer derivado de toxina
arafia que, entre los receptores opioides, activa selectivamente los receptores p-opioides.
Esto destaca el potencial de este péptido y del veneno de Phoneutria para el disefio de
nuevos agonistas opioides mejorados, ya que PnPP-19 no induce el reclutamiento de [3-
arrestina 2, la cual se ha relacionado con el desarrollo de efectos secundarios graves, como
paralisis respiratoria, después del uso de los medicamentos agonistas opioides (Freitas et

al., 2018).

Tabla 4. Comparacién de las DLs, (mg/kg) de arafias del género Phoneutria para diferentes

tipos de presa (Valenzuela-Rojas et al., 2019).

Especie Presa
Sexo Ratén Perro Araia Gecko Mosca
P. nigriventer H 0,63 - - - -
P. nigriventer M 1,57 - - - -
P. nigriventer M/H 0,6 - - - 22,40
P. keyserlingi M/H 0,9 - - - -
P. reidyi M/H 0,11 - - - 0,85
P. fera M/H 0,76 0,20 - - -
P. boliviensis M - - 639 2,03 -
P. boliviensis H - - 4229 2,20 -

Sexo: M = Macho, F = Hembra, M/H = Veneno de macho y hembra reunido.

3.3. Veneno de Phoneutria boliviensis

El veneno de Phoneutria boliviensis ha sido muy poco estudiado y atun se

desconocen muchos datos acerca de su composicion y toxicidad en mamiferos. En estudios
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previos, el veneno de P. boliviensis exhibié similitudes con otros venenos de arafas del
género de Phoneutria como P. nigriventer, P. reidyi y P. keyserlingui. En cuanto a sus
actividades biologicas, el veneno de P. boliviensis mostro actividad hemolitica indirecta
con y sin calcio; ademas, la dosis hemolitica minima (MHeD) se estableci6 en 202,5 pg,
confirmandose que esta actividad dependia de las fosfolipasas A2 (PLA2) ya que el veneno
completo hidrolizaba el sustrato especifico de esta enzima. Algunas fracciones obtenidas
por cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) (33 % y 37 % de
acetonitrilo) hidrolizaron el sustrato sintético acido 4-nitro-3-octanoiloxi-benzoico,
demostrando la actividad PLA?2 en dichas fracciones. El veneno de P. boliviensis también
mostro actividad proteolitica, degradando tanto azocaseina como sustratos de N-benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida (BapNA), la actividad de BapNA se encontr6 solo a una

concentracion de 100 pg (Estrada-Gomez et al., 2015).

El perfil electroforético de veneno completo mostr6 un importante contenido de
proteinas con masas moleculares inferiores a 14 kDa, y también se revelaron diferencias
entre el contenido de proteinas en el veneno del macho y la hembra, diferencia que se
corrobor6 por RP-HPLC donde se evidenciaron dos fracciones en el cromatograma del
veneno de la hembra, que no se observaron en el del macho. El andlisis de masas realizado
de fracciones seleccionadas revela masas isotdpicas que van desde 1.047,71 a 3.278,07 Da,
mostrando similitudes con otras especies de Phoneutria, como los péptidos encontrados en

P. nigriventer con actividad anfipatica cationica (Estrada-Gomez et al., 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Esquema metodologico

Colecta de
especimenes

Extraccion de

Extraccion del veneno ,
glandulas venenosas

Caracterizacion del Caracterizacion de

veneno e transcriptoma

Identificacion de Identificacion péptidos Identificacion de
actividad biologica putativos y expresados actividades bioldgicas

Obtencion de péptido
recombinante

4.2. Metodologia

4.2.1. Colecta de especimenes

Las arafias de la especie Phoneutria boliviensis se obtuvieron por medio de colectas
nocturnas en areas rurales en diferentes municipios del departamento de Antioquia (Andes,
Apartad6, Carepa, Chigorodé y Copacabana) (Figura 2). Posteriormente fueron trasladados
a la coleccion COLVIOFAR-149 de aracnidos del Serpentario del Programa de
Ofidismo/Escorpionismo. Las colectas estuvieron amparadas con el permiso marco de
colecta de la Universidad de Antioquia otorgado a la Profesora Dora Maria Benjumea del

Programa de Ofidismo/Escorpionismo por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales



29

(ANLA) en la Resolucién 0524 de mayo de 2014. La obtencién de veneno y de sus
péptidos, esta amparada bajo el Permiso de Acceso a Recurso Genético otorgado por el

Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible en la Resolucion 2074 de octubre

de 2017.
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Figura 2. Mapa politico de Antioquia resaltando en circulos negros las areas donde se realizaron las
colectas.

4.2.2. Extraccion del veneno

El veneno de Phoneutria boliviensis (hembras y machos) fue obtenido mediante
extraccion con electroestimulacién (45 voltios (V)) sobre los queliceros. La extraccion se
realizé mensualmente una semana antes de la alimentacion. El veneno fue reunido en un

mismo vial, se liofiliz6 y se almacené a — 70 °C hasta su uso.
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4.2.3. Fraccionamiento del veneno por Sep-Pack

El veneno completo fue sometido a fraccionamiento en un cartucho Sep-Pack C18
(Plus Light Cartridge, Waters, Milford, MA, USA), por medio de gradientes desde 0 %
hasta 100 % de acetonitrilo (ACN) (Merck; Germany) con adicion de acido trifluoroacético
(TFA) en concentracion final de 0,1 % (Sigma-Aldrich; Germany), obteniendo un total de
cinco fracciones (eluato del veneno, 0 %, 30 %, 50 % y 100 % ACN). Cada fraccion fue

colectada individualmente, secadas por liofilizacién y almacenadas a — 70 °C hasta su uso.

4.2.4. Fraccionamiento del veneno por RP-HPL.C

El veneno completo de P. boliviensis fue sometido a fraccionamiento por RP-HPLC
(Cromatografia liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa) en columna C18 (Zorbax
300SB — Agilent Technologies, Inc.; Santa Clara, CA, USA), empleando dos gradientes: 1)
0 % de ACN durante 5 minutos y de 0 % a 60 % de ACN/TFA durante 60 minutos con un
flujo de 1 mL/min; y 2) 0 % de ACN durante 5 minutos, de 0 % a 15 % de ACN por 20
minutos, luego de 15 % a 45 % de ACN durante 60 minutos, de 45 % a 70 % durante 10
min y se mantiene en 70 % por 7 minutos, finalmente de 70 % a 100 % de ACN en 3
minutos y se dejo a esta concentracion hasta llegar a 130 minutos, todo con un flujo de 1
mL/min. Las fracciones del veneno obtenidas en la separacion realizada en el cartucho Sep-
Pack, también fueron sometidas a fraccionamiento mediante este segundo gradiente. Cada

fraccion fue colectada, secada y almacenada a — 70 °C hasta su uso.

4.2.5. Cuantificacion de proteinas por espectrofotometria

La concentracion de proteina en el veneno total o en sus fracciones se realizé en un
equipo de espectrofotometria NanoDrop Lite (Thermo-Fisher Co.; San José, CA, USA) a
una longitud de onda (A) de 280 nm, obteniendo una concentracién de la fraccion en

mg/mL.
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4.2.6. Electroforesis

Geles de Sodio Dodecil Sulfato-Poli Acrilamida Gel Electroforesis (SDS-PAGE) a
4/12,5 % y 4/15 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes, se usaron para evaluar la
pureza y el peso molecular aparente de las diferentes proteinas, tanto del veneno completo
como de las fracciones obtenidas. Las muestras, preparadas en condiciones
desnaturalizantes y no desnaturalizantes, se corrieron en campo eléctrico de 90 V a
temperatura ambiente. Finalmente, las proteinas se visualizaron por tincién con Azul

Brillante de Coomassie R 250 (BioRad; CA, USA) (Laemmli, 1970).

4.2.7. Espectrometria de masas y secuenciacion

Las masas moleculares de los péptidos que mostraron actividad en las diferentes
pruebas de caracterizacién enzimatica y de actividad biol6gica, fueron determinadas en la
unidad de protedmica del Instituto de Biotecnologia (IBt) de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM) mediante ionizacion por electrospray (ESI-MS) en un
equipo Finnigan LCQ-DUO ion trap (San José, CA, USA). La secuenciacion del N-
terminal de los péptidos se determinaron en un equipo automatico (LF3000 Protein

Sequencer Beckman, CA, USA) de secuenciacion de péptidos (degradacion de Edman).

4.2.8. Caracterizacion enzimatica del veneno de P. boliviensis

4.2.8.1. Evaluacion de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis

La actividad fosfolipasa del veneno completo de P. boliviensis y de algunas de sus
fracciones obtenidas por RP-HPLC, separadas mediante el gradiente 1 (apartado 4.2.4.), se
determind por hidrélisis de fosfolipidos de yema de huevo en platos de agarosa, segin el
método propuesto por Haberman & Hardt (1972), con algunas modificaciones. Se disolvio

agarosa al 2 % en 10 mL de Tris-HCI 0,2 M, pH 8 por medio de calentamiento hasta
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ebullicion. Una vez alcanzada una temperatura aproximada de 50 °C, se adicionaron 1 mL
de CaCl, 20 mM, 2 mL de Rodamina 6G al 0,1 %, 100 pL de Triton X-100 y 2 mL de
solucion de yema de huevo al 10 %, bajo agitacién suave para facilitar la uniformidad. 20
mL de la mezcla se vertieron en cajas Petri situadas en una plataforma nivelada. Una vez
solidificado el sistema, se perforaron orificios de 3 mm de didmetro, lo suficientemente
espaciados y en los que se depositaron 5 pL de cada muestra. Como control positivo se
emplearon 5 pg de veneno (1 pg/pl) de la serpiente Bothrops ammodytoides y agua como
control negativo. Se emplearon 5 pg de las fracciones del veneno, y 53,0 pg y 106,1 pg de
veneno completo de P. boliviensis. Finalmente, las cajas fueron incubadas a 37 °C durante
1 hora. Las muestras con actividad fosfolipasa mostraron halos visualizados bajo luz

ultravioleta (U.V.).

4.2.8.2. Evaluacion de actividad proteasa del veneno de P. boliviensis

La actividad proteasa del veneno completo y de algunas fracciones obtenidas de
veneno de P. boliviensis por RP-HPLC (gradiente 1), se determin6 mediante un analisis
electroforético propuesto por Heussen & Dowdle (1980), con algunas modificaciones. Se
emplearon geles de acrilamida al 12,5 % copolimerizado con gelatina (1,5 mg/mL). Se
empled veneno de la serpiente Bothrops ammodytoides (5 pg) como control positivo. Las
muestras bajo estudio fueron veneno completo de P. boliviensis (35 pg) y algunas de las
fracciones (1 pg o 3 pg, dependiendo de la disponibilidad). Para la electroforesis, las
muestras se mezclaron con buffer de carga sin 2-mercaptoetanol y no se sometieron a

tratamiento térmico.

Después de la electroforesis, el gel se someti6 a diferentes lavados: el primer lavado
se realizd durante 1 hora con una solucion de Tris-HCI 0,1 M, pH 8 y Triton X-100 al 5 %;
el segundo lavado se realizé durante 1 hora con una solucion de Tris-HCI 0,1 M, pH 8 y
Tritén X-100 al 0,05 %; y un tercer lavado de 10 minutos con una soluciéon de Tris-HCI 0,1
M, pH 8. Estos pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y bajo agitacién rotatoria.
Al finalizar los lavados, el gel sin buffer se dispuso en camara hiimeda durante la noche

(O.N.), para posteriormente ser sometido a tincién con Azul Brillante de Coomassie R 250.
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Las muestras con actividad proteasa mostraron bandas de degradacion del sustrato

claramente visibles contra el fondo azul de la gelatina no digerida.

4.2.8.3. Evaluacion de actividad hialuronidasa del veneno de P. boliviensis

Para determinar la actividad hialuronidasa del veneno completo y de algunas de las
fracciones de P. boliviensis, obtenidas por RP-HPLC (gradiente 1), se empleé un analisis
electroforético propuesto por Cevallos et al. (1992), con algunas modificaciones. Se
prepararon geles de SDS-PAGE al 12,5 % coopolimerizado con acido hialurénico (0,5 mg/
mL). Se emple6 veneno de la arafia Brachypelma vagans (5 pg) como control positivo, las
muestras bajo estudio fueron el veneno de P. boliviensis (5 pg) y fracciones del mismo (2
1g); las muestras para electroforesis se mezclaron con buffer de carga sin 2-mercaptoetanol

y sin tratamiento térmico.

Después de la electroforesis, el gel se sometio a diferentes lavados: el primero se
realiz6 durante 1 hora con buffer acido acético (HOAc) 0,2 M, acetato de sodio (NaOAc)
0,2 M, cloruro de sodio (NaCl) 0,15 M, pH 3,6 y Tritén X-100 al 5 %; el segundo lavado se
realizé durante 10 minutos con buffer HOAc 0,2 M, NaOAc 0,2 M, NaCl 0,15 M, pH 3,6.
Estos pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y bajo agitacion rotatoria. Al

finalizar los lavados, el gel sin buffer se dispuso en camara himeda O.N.

Después de la incubacion, el gel se deposit6 en la solucién de tinciéon bajo una
suave oscilacion durante al menos 5 horas y se mantuvo en oscuridad. La solucion de
tincion se preparo justo antes de su uso mezclando 0,1 % de Stains-all (1-ethyl-2- [3- (1-
ethylnaphthol [1,2-d] thiazolin-2-ylidene) -2-methylpropenyl] naphtho [1,2-d] thiazolium
bromide) con 5 % de formamida, 20 % de isopropanol, 0,015 M de Tris-HCI, pH 8. Para
visualizar el resultado, los geles se pusieron en solucion de formamida al 5 % e isopropanol
al 20 %, en Tris-HCI 0,015 M, pH 8, hasta que las bandas de actividad fueron claramente

visibles contra el fondo azul intenso del 4cido hialurénico no digerido.
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4.2.9. Analisis transcriptémico de la glandula venenosa de P. boliviensis

4.2.9.1. Extraccion de RNA de la glandula venenosa

Para el analisis transcriptomico se seleccion6 una arafia hembra adulta de P.
boliviensis, cuyas glandulas fueron extraidas y sumergidas en el reactivo de TRIzol®
(Thermo-Fisher Co.; San José, CA, USA), y posteriormente se rompieron con perlas de
tungsteno. Para la separacion de fases se utilizo cloroformo. El RNA total se precipité con
isopropanol y finalmente se lavo con etanol al 75%. Se realiz6 un analisis de integridad del
RNA, en el que se obtiene el RIN, mediante un algoritmo, que es la proporcién del gen

ribosomal 28S contra el 18S.

4.2.9.2. Sequenciacion, ensamble y anotacién del transcriptoma

Para la secuenciacion del transcriptoma de la glandula de la arafia P. boliviensis se
utilizo el método de secuenciacion por sintesis utilizando la metodologia de RNA-seq, para
la cual se prepar6 una libreria con el kit Illumina Truseq mRNA (enriquecimiento de RNA
poliA+), partiendo de una concentracion de 295,8 nM y con un tamafio medio de fragmento
de 305 pares de bases (bp). Esta libreria fue secuenciada en un instrumento Illumina Hiseq
2500 con una configuracién de reads paired-end de 100 bases. Los reads fueron depurados
con un valor minimo de calidad Q30 y ensamblados con el paquete Trinity v. 2.5.1

(disponible en https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki).

Para anotacién funcional de los transcritos resultantes de este ensamble se emple6 la
herramienta BLAST 2.6.0, buscando identidad con la base de datos del Animal Toxin
Annotation Project: una base de datos de proteinas secretadas en venenos de animales,
anotadas sistematicamente de acuerdo a los estandares de calidad de UniProtKB/Swiss-Prot
(disponible en https://www.uniprot.org/biocuration_project/Toxins/statistics). Ademas, se
utiliz6 la herramienta blastx (disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=&LINK_LOC=blasttab&

LAST_PAGE=blastp), para buscar regiones de similitud de las secuencias de nucle6tidos


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
https://www.uniprot.org/biocuration_project/Toxins/statistics
https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki
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con secuencias bioldgicas ya reportadas de la base de datos del Centro Nacional de
Informacién Biotecnolégica — NCBI, por sus siglas en inglés. Para determinar la masa

molecular se utilizé ProtParam (disponible en http://web.expasy.org/protparam/).

Por otro lado, para predecir la presencia de péptidos sefial y la ubicacion de sus
sitios de escision en proteinas obtenidas del transcriptoma se emple6 el servidor SignalP-
5.0 (disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-5.0/). Se evalué la presencia de
dominios transmembranales en las secuencias, en el servidor TMHMM v. 2.0 (disponible

en http://www.cbs.dtu.dk/servicessyTMHMMY/).

Para la seleccién de las secuencias relacionadas con veneno se tomaron en cuenta
los siguientes criterios: a) El transcrito tiene similitud con alguna de las secuencias
reportadas previamente para el género Phoneutria. b) El transcrito tiene identidad de
secuencia con alguna de las secuencias reportadas en Animal Toxin Annotation Project. c)
El e-value de la secuencia identificada en el transcriptoma contra las bases de datos
reportadas es menor a 1 x 10®. Este valor e representa la probabilidad que la anotacién

asignada por similitud de secuencia se haya dado por azar o no (Romero-Gutierrez, 2018).

Todos los alineamientos se realizaron con el software Clustal Omega que genera
alineaciones entre tres 0 mas secuencias, utilizando los parametros estandar que ofrece el
programa (con numeracion de base/residuo) (disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

clustalo/).

4.2.9.3. Cuantificacién de RNA-Seq

Realizada la identificacion de los transcritos relacionados con veneno, se
cuantificaron los niveles de expresién in silico del transcriptoma por medio del algoritmo

Salmon v 0.7.2 (disponible en https://combine-lab.github.io/salmon/). Se utiliz6 como


https://combine-lab.github.io/salmon/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-5.0/
http://web.expasy.org/protparam/
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referencia el ensamble obtenido previamente por Trinity para el mapeo de lecturas y se

emplearon los parametros estandar para las cuantificaciones por transcrito.

Para llevar a cabo la cuantificacién, se utilizé como referencia el ensamble obtenido
previamente por Trinity, este fue indizado y posteriormente se obtuvo una carpeta de
indexacion, que contiene el indice o coordenadas de cada uno de los transcritos

ensamblados (cédigo binario).

Para realizar la cuantificacion de transcritos del RNA-Seq se utilizaron los
parametros estandar y adicionalmente se aliment6 de los dos archivos fastq, como resultado
se obtuvo el archivo “quant.sf’ que proporciona la informacién del nimero de reads, la

longitud efectiva, los transcritos por millén y el nimero de reads mapeados.

4.2.9.4. Validacion del ensamble del transcriptoma

Para hacer la validacion del ensamble del transcriptoma se tomaron las secuencias
peptidicas de aquellas fracciones que mostraron actividad enzimatica (apartados 4.2.7. y
4.2.8.). Se buscaron homologias entre dichas secuencias y la base de datos del
transcriptoma, mediante la herramienta BLAST. Los alineamientos se realizaron con el

software Clustal Omega con los parametros estandar.

4.2.10. Diseiio, expresion y purificacion de un péptido recombinante con posible
actividad analgésica

4.2.10.1. Diseiio y amplificacion del gen

A partir de la informacién obtenida del transcriptoma de la glandula venenosa de la
arafia P. boliviensis, y empleando la herramienta tblastn, se buscaron secuencias de
nucleotidos similares a otras ya reportadas con actividad analgésica (Tabla 10). Se

seleccion6 una secuencia peptidica a clonar, a la que se realizé la traduccion reversa in
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silico, y se adicionaron las secuencias de reconocimiento para la enzima de restriccién
BamHI (GGATCC) y para la proteasa Tobacco Etch Virus (TEV)
(GAGAACCTGTACTTTCAA) en el extremo 5°, mientras que en el extremo 3’ se
adicionaron dos codones de paro (TAATAG) y el sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Pstl (CTGCAG), con el fin de direccionar el gen para ser clonado en el
plasmido pQE30 (QiaGen; Germantown, MD, U.S.A). La siguiente secuencia muestra el
disefio del gen, con uso preferencial de codones para Escherichia coli K12, con los sitios de

interés establecidos:

5’-GAGAGGATCCGAGAACCTGTACTTTCAAGGCAAATGCGGIGATATTAACGCGCCG

TGtCAGAGCGACTGCGATTGtTGCGGCTATtegGTGACCTGtGACTGCTAcTGGAGCAAg

GATTGtAAATGCCGCGAAAGIAAtTTTGCcGCGGGtATGGCaCTGCGtAAgGCGTTcTGtA
AAAACAAGATTTAATAGCTGCAGGAGA-3’

Partiendo de la secuencia anterior se diseflaron cuatro oligonucleétidos con
extremos sobrelapantes que permitieran la construccion del gen y su amplificacién por la
técnica de megaprimers. Se realiz6 la amplificacién con la enzima Vent polimerasa (New

England BioLabs Inc.; Ipswich, MA, U.S.A).

4.2.10.2. Clonacion en el vector de expresion pQE-30

Una vez ensamblado y amplificado el gen por Reaccion en Cadena de Polimerasa
(PCR). El inserto de tamafio esperado, se extrajo de un gel preparativo de agarosa (1,2 %),
y luego se purifico usando fenol y cloroformo y finalmente se precipit6 con butanol-etanol

al 75%

Tanto el vector pQE-30 como el amplificado se sometieron a digestién usando las
enzimas de restriccion BamHI para el extremo 5’ y Pstl para el extremo 3’ (New England

BioLabs Inc.; Ipswich, MA, U.S.A), de tal forma que se obtuvieron extremos similares
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tanto en el vector como en los insertos, de manera que posteriormente pudieran ser ligados.
Posteriormente se realizé la reaccion de ligacion, y el producto obtenido se empled para
transformar células quimiocompetentes de E. coli XL1Blue. Las células transformadas se
sembraron en una caja Petri con medio sélido 2xYT-Ampicilina (200 pg/mL), y se

incubaron a 37 °C O.N.

Algunas colonias producto de la transformacion se evaluaron por PCR de colonia,
empleando los oligonucledtidos de pQE-30 directo (5’ -GAGCGGATAACAATTATAA-3’) y
reverso (5’-GGTCATTACTGGATCTAT-3’) para la amplificacién. Aquellas colonias que
mostraron una amplificacion del tamafio esperado se permitieron crecer en medio liquido
2xYT-Ampicilina (200 pg/mL) incubando a 37 °C O.N. con agitacion, para posteriormente
verificar por una expresion de prueba la presencia del péptido recombinante. Para ello se
tomaron 50 pL de cultivo, se centrifugaron y posteriormente el botén celular se resuspendi6
en 20 pL de agua y 5 pL de buffer de carga. La muestra se corrié en un gel SDS-PAGE
12,5 %.

Aquellos cultivos que mostraron en el gel de proteinas, la mayor expresion de un
péptido con tamafio esperado, se sometieron a purificacion del plasmido por lisis alcalina y
luego se enviaron a secuenciar a la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia, de la

UNAM.

4.2.10.3. Transformacién y expresién del péptido recombinante en células M15
y Origami

Un plasmido de secuencia corroborada, se utilizo para transformar células
quimiocompetentes de E. coli M15 y Origami. Para ello, se inocularon células
transformadas en medio liquido 2xYT-Ampicilina (200 pg/mL), incubandolas a 37 °C O.N.
con agitacion. Luego, este cultivo se diluy6o 1:10 en 10 mL de medio 2xYT-Ampicilina
(200 pg/mL), que se incubd nuevamente (37 °C / 4 horas aproximadamente), hasta alcanzar

una ODgg de 0,8 a 1,0. La expresion del péptido se indujo por adicion de IPTG (IsoPropil-
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-1-D TioGalactopiranésido) a una concentracién final de 0,1 mM; durante toda la noche a
temperatura ambiente (RT) O.N. Se tomaron muestras antes y después de la induccion, se
sometieron a centrifugacion y el botén celular se diluy6 en agua. Con estas muestras se

realizo una electroforesis en gel de acrilamida al 12,5 %.

La expresion también se llevo a cabo en un volumen de 200 mL de medio 2xYT-
Ampicilina (200 pg/mL), con células E.coli Origami transformadas con el plasmido de
secuencia corroborada. Las células transformadas se dejaron crecer hasta una ODgg de 0,8 a
1,0 en las condiciones de incubacion mencionadas previamente. Concluido este tiempo, se
realiz6 la induccién con IPTG 0,1 mM, y se incub6 a RT O.N. con agitacion constante a

250 rpm.

Las células se recuperaron por centrifugacion (2.300 g, 20 minutos, R.T), y luego se
resuspendieron en 10 mL de Tris-HCI 50 mM, pH 8. Las células se lisaron por sonicacion
durante 3 minutos (intervalos de 5 segundos de sonicacién y 5 segundos de descanso, a una
potencia de 5 %). La solucion resultante fue centrifugada (12.300 g, 30 minutos, R.T.); y se
obtuvieron las fracciones solubles e insolubles de la expresion. La fraccion insoluble se
lavé con 20 mL de Tris-HCI 50 mM, pH 8. En un gel de acrilamida al 12,5 % se evaluaron

las muestras de antes de inducir, después de inducir, fraccion soluble y fraccién insoluble.

4.2.10.4. Purificacién por cromatografia de afinidad a niquel

El péptido recombinante se purific6 a partir de fraccién insoluble por medio de
cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA). Previamente, la fraccién insoluble, que
contiene los cuerpos de inclusién, se solubilizd en una solucion de cloruro de guanidinio
6M, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0. Para el proceso de purificacion con la resina de Ni-NTA, se
procedi6 inicialmente a equilibrar la resina con 2 volimenes de columna de solucion de
cloruro de guanidinio 6M, Tris-HCl 50 mM, pH 8. Posteriormente, se hicieron pasar los
cuerpos de inclusién solubilizados con un flujo lento. A continuacion, la resina se lavé con

5 mL de buffer de cloruro de guanidinio 6 M en Tris-HCl 50 mM, pH 8 con imidazol 10
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mM. Finalmente, el péptido recombinante se eluy6 con 4 mL de buffer de cloruro de

guanidinio 6 M en Tris-HCI 50 mM, pH 8 con imidazol 300 mM.

Alicuotas de los diferentes eluatos se desalinizaron mediante precipitacién con
metanol y cloroformo, para posteriormente ser evaluadas por SDS-PAGE al 12,5 %. Las
fracciones con la proteina de interés fueron reunidas y re-purificadas por RP-HPLC
(gradiente 1), y una muestra pura proveniente de la purificacién se dispuso para determinar

su masa molecular mediante ESI-MS.

4.2.10.5. Plegamiento del péptido recombinante

La solucion resultante de la purificacion con niquel que contiene el péptido de
interés, se llevd a una concentracion de cloruro de guanidinio 2 M con Tris-HCI 50 mM,
pH 8. Posteriormente, se adicionaron glutation oxidado (GSSG) para una concentracion
final de 1 mM y glutation reducido (GSH) para una concentraciéon final de 10 mM. La
reaccion de plegamiento se incub6 en hielo y se almacené en cuarto frio durante 96 horas,
para posteriormente ser centrifugado y purificado por RP-HPLC (gradiente 1); las muestras
puras provenientes de la purificacion se enviaron a evaluar para determinar su masa
molecular mediante ESI-MS. La muestra que mostr6 la masa molecular adecuada del
péptido recombinante plegado, se us6 para realizar diferentes ensayos de actividad

biolégica.

4.2.11. Validacion del transcriptoma: biisqueda de la secuencia del gen codificante
del péptido recombinante en la glandula venenosa

4.2.11.1. Extracciéon de RNA de la glandula venenosa

Para la validacion del transcriptoma se seleccioné otra arafia hembra adulta de P.
boliviensis, cuyas glandulas fueron extraidas y sumergidas en el reactivo TRIzol®
(Thermo-Fisher Co.; San José, CA, USA), el tejido se rompio con un homogenizador de

tejidos. El RNA se extrajo siguiendo el método de isotiocianato guanidina/fenol
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originalmente descrito por Chomczynski & Sacchi (1987), hasta obtener un pellet que fue
lavado con etanol al 75 % en agua con Diethyl pyrocarbonate (DEPC) y se permiti6 secar.
El producto se resuspendi6 en agua con DEPC para su cuantificacién espectrofotomética a

A 260 nm.

4.2.11.2. Obtencién de cDNA y amplificaciéon del gen codificante del péptido

recombinante

La obtencion del cDNA se realizé con el kit 3’RACE proceso que se logra gracias a
la etiqueta de adeninas que los mRINA poseen (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), siguiendo

el protocolo establecido por el fabricante, empleando para ello 4 pg de RNA total extraido.

Para amplificar el gen codificante del péptido recombinante, se disefiaron

oligonucledtidos especificos a partir de la informacion del transcriptoma:

Oligonucleotido directo:

5-AAA TGC GGC GAT ATA AAC G-3'

Oligonucleotido reverso:

S5-TTATTATAT TTT GIT TTT GCA GAA GGC-3'

La reaccion de amplificacion se realizo con la enzima Tag DNA polimerasa. Para
corroborar la amplificacion del inserto con los dos oligonucleétidos, se corrié un gel de

agarosa al 1 %, esperando ver un amplificado de aproximadamente 150 pb.
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4.2.11.3. Clonacion en TOPO

El fragmento de DNA amplificado fue purificado a partir del gel de agarosa (1,2 %)
utilizando el kit High Pure PCR Product Purification (Roche®, Basilea, Suiza), siguiendo

el protocolo del fabricante.

Se empled el vector de clonacion pCR 2.1-TOPO® del kit TOPO® TA Cloning®
Kits (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), para unir el vector con el fragmento de DNA
purificado siguiendo el protocolo de ligacién sugerido por el fabricante. El producto
obtenido se empled para la transformacién bacteriana en células electrocompetentes. Se
adicionaron 6 pL de la reaccion de ligacion a las células electrocompetentes E. coli
XL1Blue, y se realizé la transformacién por electroporacién, usando una corriente de 1.8
kV. Las células se recuperaron en 200 pL. de medio Super Optimal Broth with Catabolite
Repression (SOC) y se incubaron a 37 °C por 1 hora en agitaciéon y posteriormente se
sembro parte del cultivo en cajas Petri con medio 2xYT-Ampicilina (200 pg/mL), y

diluciones 1:10 y 1:100, y se incubaron a 37 °C O.N.

Después de la incubacién, se seleccionaron algunas colonias obtenidas de la
transformacion y se evaluaron por PCR de colonia, empleando los oligonucle6tidos M13,
directo y reverso, del kit. Se purificaron los plasmidos de las colonias que amplificaron el
segmento de DNA con el tamafio esperado y se secuenciaron en la Unidad de Sintesis del
Instituto de Biotecnologia, de la UNAM. Se buscé homologia entre las secuencias

resultantes y la base de datos del transcriptoma.
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4.2.12. Evaluacién de actividades biolégicas

4.2.12.1. Determinacion de actividad atimicrobiana

La determinacion de la actividad antimicrobiana de algunas fracciones del veneno
de P. boliviensis, obtenidas por RP-HPLC (gradiente 1), se realiz6 mediante el método de
difusion en agar. Se evaluo la actividad sobre una bacteria Gram positiva, Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), y una bacteria Gram negativa, Pseudomona aeruginosa (ATCC
27853). Se inicié con un preindculo de las bacterias, en medio Luria-Bertani (LB) (triptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L) incubado durante 18 horas a 37
°C y 180 rpm. Se tom6 una alicuota de 50 pL. de cada cultivo, se adicionaron a 4 mL de
medio LB estéril y se incubaron en iguales condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica

(ODeo) entre 0,08 y 0,13.

Se tomaron 500 pL de este indculo y se adicionaron a 9,5 mL de medio 1 tibio (10
mM de buffer fosfato de sodio, pH 7.4 (NaPB), 0,03 % Trypticase Soy Broth (TBS),
Agarosa al 1 %, 0,02 % de Tween 20), y se vertié en cajas Petri situadas en una superficie
nivelada de manera que se form6 una capa de aproximadamente 1 mm de profundidad. Una
vez solidificado el medio, se hicieron pozos espaciados, cada uno con un didmetro de 3 mm
y se adicionaron en ellos 5 pL. de cada una de las muestras (0.6 pg/pL). Se emplearon agua
como control negativo y 0,5 pL. de ampicilina (10 mg/mL), como control positivo.

Posteriormente, las cajas fueron incubadas durante 3 horas a 37 °C.

Concluido el periodo de incubacion, las cajas se cubrieron con 10 mL de medio 2
tibio (TBS al 6 % y Agarosa al 1 %). Una vez solidificado el medio 2, las cajas se llevaron
a incubacién a 37 °C durante 24 horas. Finalmente, se midieron los didmetros de las zonas
claras alrededor de los pozos como indicadores de inhibicion del crecimiento bacteriano. El

resultado se expresé como porcentaje (%) de inhibicion del crecimiento.
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4.2.12.2. Evaluaciéon de actividades in vivo

4.2.12.2.1. Animales

Para los ensayos de toxicidad se emplearon ratonas hembra sanas Swiss Webster
albinas, no prefiadas, nuliparas, con un peso entre 20 — 24 g. Para los ensayos de analgesia
con el método Tail-Flick se emplearon ratones macho, con peso entre 20 — 25 g para las
fracciones del veneno; y entre 18 — 21 g para el péptido recombinante. Para los ensayos de
analgesia con el método de Siegmund se emplearon ratones macho, con peso entre 18 — 21
g. Estos ratones fueron adquiridos en el Serpentario de la Universidad de Antioquia. Para
los ensayos de analgesia con el método Hot Plate se emplearon ratones macho CD1 sanos,
con peso comprendido entre 26 - 30 g, y fueron adquiridos en el Bioterio del Instituto de

Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca.

Para los ensayos de toxicidad sobre insectos se emplearon grillos (Acheta
domesticus), con peso entre 100 y 200 mg. Mientras que, para los ensayos de toxicidad
sobre peces 0seos se emplearon peces cebras (Danio rerio). Los animales obtenidos en

Bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca.

Los animales permanecieron en jaulas de plastico transparente con rejillas
metalicas, con densidad de alojamiento de 4 a 5 ratones por caja. Para todos los animales se
mantuvo un ambiente con humedad relativa entre el 60 % y 80 % y con temperatura
controlada: para ratones y grillos 22 + 2 °C, y para los peces el agua se conservé a
temperatura de 25 + 3 °C. Todos los animales se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas con libre acceso a alimentos y agua. Los experimentos se realizaron en el ciclo
de luz entre las 8 y las 12 a.m. Todos los animales se usaron para un solo procedimiento
antes de ser sacrificados humanitariamente: ratones por sobreexposicion a CO, o
dislocacion cervical, y peces por congelacion. El protocolo de estudio fue aprobado en julio
de 2016 por el Comité de Ftica para la Experimentacién con Animales (Anexo III);
ademas, se siguieron los principios internacionalmente aceptados para el uso y cuidado de

animales de laboratorio (Aller Reyero et al., 2000; National Research Council, 2011).
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4.2.12.2.2. Evaluacion de toxicidad aguda

Para la determinacion de la toxicidad aguda, tanto del veneno completo de P.
boliviensis como del péptido recombinante se siguieron los lineamientos de la Guia 423 de
la OECD/OCDE titulada “Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method” (OECD
Guideline, 2009), con algunas modificaciones. El principio de la prueba estd basado en un
procedimiento por etapas con el uso de un nimero minimo de animales por paso, con el
cual se obtiene suficiente informacion sobre la toxicidad aguda de la sustancia de ensayo
para finalmente encontrar su Dosis Letal 50 (DLs) (Figura 3). Se emplearon tres ratones
Swiss Webster por cada lote de animales. La dosis inicial a evaluar para el veneno completo
de P. boliviensis (1,0 pg/g administrado por via intraperitoneal (i.p.)) fue seleccionada
teniendo en cuenta la DLs, del veneno de P. nigriventer (Valenzuela et al., 2019); la dosis
determinada para el veneno de P. boliviensis se emple6 como dosis inicial del péptido
recombinante (via intracraneal (i.cr.)). Dependiendo del nimero de muertes, se procedid
con la dosis correspondiente segtin indique el procedimiento: una disminucion de la dosis si
se producen de dos a tres muertes, o repetir la dosis para confirmar la dosis letal; o
aumentar la dosis en caso que, al repetir la dosis, no se presenten muertes o haya solo una.

Se continud asi el procedimiento hasta hallar la dosis letal.

Después de la administracion de las sustancias, los ratones se observaron
continuamente por un periodo de 30 minutos, en las primeras cuatro horas se observaron
cada hora y posteriormente cada 24 horas, hasta el dia 14, registrando los individuos
fallecidos, signos y sintomas de toxicidad. Ademas, se anot6 el peso corporal de cada raton
diariamente. El dia 14, los animales sobrevivientes fueron sacrificados por sobreexposicion
a CO,. Inmediatamente después de su muerte, por envenenamiento o eutanasia, a todos los
ratones se les realizO un examen macroscopico de los principales organos (corazon,
pulmon, estomago, bazo, higado y rifiones) para evaluar su aspecto y su posible afectacion.

El resultado obtenido fue expresado mediante la DLs, correspondiente.
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Figura 3. Procedimiento de evaluacién de toxicidad aguda, donde A equivale a una dosis de 0,9 pg/g del
veneno completo de P. boliviensis y 0,8 jg/g de péptido recombinante; B a una dosis de inicio de 1,0 pg/g del
veneno completo de P. boliviensis y 0,9 pg/g de péptido recombinante; C a 1,1 pg/g del veneno completo de
P. boliviensis y 1,0 pg/g de péptido recombinante; y D a 1,2 pg/g del veneno completo de P. boliviensis y 1,5

ng/g de péptido recombinante (Guia 423 de la OECD/OCDE, con modificaciones).

4.2.12.2.3. Evaluacién de toxicidad del péptido recombinante sobre peces

Los peces cebra (n = 3) fueron inyectados por via intramuscular (i.m.) en la parte

dorsal, con una dosis de 1 pg/pL (5 pL) de la fraccion de 38,7 % de ACN, purificado por

RP-HPLC a partir del péptido recombinante plegado. Los peces se observaron de cerca

durante las 2 horas posteriores a la inyeccion, y hasta 24 horas después de la misma.

Las evaluaciones de toxicidad en los peces se clasificaron de la siguiente manera:

toxicidad leve es cuando, después de la inyeccién, el pez perdio la capacidad de moverse,

pero se recuper6 en segundos (10 segundos); toxicidad moderada cuando el pez se recupero

después de 30 minutos; y toxicidad severa cuando el animal no se recuper6 después de una

hora de la inyeccion. Se determiné un efecto letal, cuando los peces murieron después de la

inyeccion.
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4.2.12.2.4. Evaluacion de toxicidad del péptido recombinante sobre grillos

Los grillos (n = 3) fueron inyectados por via intratoracica (i.to.) entre el segundo y
el tercer par de patas, con una dosis de 1 pg/pL (5 pL) de las fracciones obtenidas apartir de

la purificacién del péptido recombinante plegado por RP-HPLC.

Las evaluaciones de toxicidad en los grillos se clasificaron de la siguiente manera:
toxicidad leve cuando, después de la inyeccion, el grillo perdio6 la capacidad de levantarse
cuando se colocé con las patas hacia arriba, pero se recuperd en segundos (10 segundos);
toxicidad moderada cuando el grillo se recuper6 después de 30 minutos y toxicidad severa
cuando el animal no se recuperé después de una hora de la inyeccion. La palabra "paralisis"
se usé cuando el grillo perdié toda movilidad durante 2 horas, pero finalmente se recuperé.

Se determino6 un efecto letal, cuando los grillos murieron después de la inyeccion.

4.2.12.2.5. Determinacién de la Dosis Paralizante media (DPm) del péptido

recombinante sobre grillos

La determinaciéon de la DPm se realizé siguiendo el método “up-and-down” para
poblaciones pequefias, propuesto por Dixon (1965), con algunas modificaciones. De
acuerdo a los efectos observados previamente para la toxicidad en grillos, se seleccion6 una
dosis inicial de 1,3 pg/g via i.to., determinando el efecto paralizante como la pérdida de
toda movilidad del grillo durante 2 minutos en los primeros 10 minutos posteriores a la
administracion, empleando una poblacién de 6 grillos. De acuerdo con el protocolo
descrito, las dosis se incrementaron o disminuyeron en razén a la respuesta evaluada
inmediatamente anterior, negativa o positiva, respectivamente, seglin una constante d

equivalente a 0,176 aplicada al logaritmo de la dosis ensayada que dio la respuesta.

4.2.12.2.6. Evaluacion de la actividad analgésica por el método de Tail- Flick

El ensayo de Tail-Flick es un modelo agudo de dolor que mide el tiempo de
latencia, desde el inicio de la exposicion a un estimulo térmico doloroso, hasta la retirada

de la cola.
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Para la evaluacion analgésica de las fracciones del veneno de P. boliviensis se
siguid el procedimiento sugerido por Meymandi et al. (2015), con algunas modificaciones.
El equipo empleado fue el analgesimetro Tail-Flick (PANLAB LE7106; Espafia), su calor
radiante (ajustado para producir latencias de referencia de 3 a 6 segundos) se aplicé en la
cola del raton, a una distancia entre 3 - 5 cm de la base de la cola. Se establecio un tiempo
maximo de exposicion a dicho estimulo de 12 segundos con el fin de evitar el dafio tisular.
La medida del tiempo de latencia registrado antes de la administracion de cada sustancia
fue considerada como latencia inicial. Los animales que mostraron tiempos de latencia
basales de menos de 3 o mas de 6 segundos fueron excluidos del estudio. Los tiempos de
latencia se determinaron en intervalos de 30 minutos durante 180 minutos desde el

momento de la administracién de la muestra o los controles empleados.

Se usaron grupos experimentales de cinco ratones cada uno, asignados
aleatoriamente y administrando a cada grupo: Solucion Salina Normal (SSN) empleada
como control negativo por vias i.p. o intracraneal (i.cr.) segin la administracion de la
muestra; morfina como control positivo, a dosis de 0,1 mg/kg, por via subcutdnea (s.c.). Las
fracciones del veneno obtenidas por Sep-Pack, administradas por via i.p.; las fracciones
obtenidas por RP-HPLC (gradiente 2), administradas por via i.cr. para evaluar actividad en
Sistema Nervioso Central (SNC). La administracion del péptido recombinante, sin plegar y

plegado, se realiz6 por via i.cr.

4.2.12.2.7. Evaluacién de la actividad analgésica por el método de Hot Plate

Se utilizo el equipo de Hot Plate PANLAB LE7406 (Espafia) o placa caliente para
inducir dolor agudo aplicando un estimulo térmico de 55 °C a través de una placa de acero.
Este ensayo se realizo en grupos de cinco ratones de 18 g cada uno. La administracion del
péptido recombinante se realiz6 por via i.cr., a dosis de 1,0 y 1,25 pg/g. Se emple6 como
control negativo agua estéril via i.cr. y como control positivo se empled morfina, a dosis de

0,1 mg/kg, via s.c.
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Cada animal fue acondicionado durante tres dias colocandolo sobre el equipo Hot
Plate, sin estar encendido. Debido a que es una prueba donde se evaltia el comportamiento,
aquellos animales que se mostraron alterados durante el acondicionamiento (que saltaron o

lamieron las patas con regularidad) se excluyeron del experimento.

Después del acondicionamiento, los animales se pesaron y se separaron
aleatoriamente en grupos para cada tratamiento. La prueba consisti6 en poner a los
animales sobre la placa caliente limitada por un cilindro de acrilico transparente, que
permitia observar la conducta del raton (salto o lamida de patas). El tiempo que tard6 cada
animal en saltar o lamerse las patas se registr6 como tiempo latencia, en ausencia de estas
conductas el tiempo de latencia se registr6 como 30 segundos y se retir6 al animal de la
placa caliente. La medida del tiempo de latencia registrado antes de la administracion de
cada sustancia fue considerada como latencia inicial. Los tiempos de latencia se
determinaron en intervalos de 15 minutos durante 75 minutos desde el momento de la
administracién de las sustancias. Una vez terminado el experimento, los animales fueron

sacrificados por dislocacién cervical.

4.2.12.2.8. Evaluacién de la actividad analésica por el método de Siegmund

Se evalu6 la actividad analgésica por estimulo quimico del péptido recombinante
aplicando el test de Siegmund et al. (1957), basado en la inyeccién intraperitoneal de un
agente algésico, 2-fenil-1,4-benzoquinona o fenilquinona, que provoca como respuesta
refleja, contracciones o estiramientos cuando se inyecta en el raton. Los ratones se
repartieron al azar en grupos homogéneos, de forma que para cada dosis y producto
ensayados se dispuso de un grupo de cinco ratones. Transcurrido un tiempo de ayuno (6
horas), se comenzé el experimento administrando al grupo control, el excipiente de los
productos en estudio; al grupo patrén, morfina (0,1 mg/kg), utilizado como farmaco de
referencia; a los grupos tratados, se les administré por via i.cr., las dosis correspondientes

del péptido recombinante (1,25, 2 y 3 pg/g). Después del tratamiento y transcurridos 15



50

minutos, se inyectd via i.p. a todos los grupos de animales una solucién de fenilquinona, a
dosis de 0,1 mL/10 g de una solucion de 0,16 mg/mL (preparada a partir de una solucion

madre de 4 mg/mL en etanol).

Después de un tiempo de latencia de 5 minutos, se empezaron a contar las
contracciones en cada raton individualmente durante un intervalo de 10 minutos. El dolor
provocado en el ratén se pone de manifiesto por las contracciones, considerando como
positivas aquellas caracterizadas por el estiramiento de las patas posteriores y torsion de la
musculatura dorso-abdominal. El efecto analgésico de las sustancias es determinado segin
su capacidad para reducir el nimero de contracciones dolorosas o estiramientos producidos
por la fenilquinona, expresando los resultados como porcentaje de inhibicion del

estiramiento.

4.2.12.2.9. Andlisis estadistico

Para el analisis de los resultados de la Dpm sobre grillos, el conjunto de respuestas
se contrastd contra la tabla de resultados del estudio (Anexo IV), de donde se obtiene el

valor k. Para el calculo de la DPm se aplico la ecuacién 1 descrita en el estudio:

DPm=Xf+k xd Ecuacion 1

Donde DPm es la Dosis Paralizante media, Xf representa el logaritmo de la tltima
dosis empleada, k es el valor tabulado y d es la constante empleada para el calculo del
incremento o disminucién de las dosis. El antilogaritmo del resultado sera la Dpm. El error
estandar se obtiene al multiplicar el valor de la tabla de resultados con la desviacion

estandar de las dosis empleadas.
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Para el analisis de los resultados de la evaluacion de actividad analgésica por el
método de Tail-Flick, se construyé un curso temporal de respuesta antinociceptiva de cada
grupo trazando los tiempos de latencia promedio en funcién del tiempo para cada grupo
administrado con morfina, SSN, fracciones del veneno obtenidas por Sep-Pack y RP-
HPLC, y el péptido recombinante Ctx-4 plegado y no plegado. La antinocicepcién se
cuantificé como el tiempo de latencia del movimiento de la cola o el porcentaje del efecto
maximo posible (% EMP) a los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la inyeccion,

aplicando la ecuacion 2:

%EMP=|[T1-TO0|[T2-T0||x100 Ecuacién 2

Donde TO corresponde a la latencia inicial, T1 a las latencias 30, 60, 90 o 180
minutos después de la administracion de la muestra o controles y T2 corresponde al tiempo
limite. Para comprobar si la diferencia entre las respuestas de los grupos fue significativa,
se realizé el analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas con un post hoc de
Bonferroni, comparando los resultados obtenidos entre los grupos controles negativo y
positivo (animales tratados con solucion salina y morfina) contra los grupos de los animales
tratados con las fracciones del veneno o el péptido recombinante, plegado y no plegado, a

diferentes dosis.

Para el analisis de los resultados de la evaluacion de actividad analgésica por el
método de Hot plate, se construy6 un curso temporal de respuesta antinociceptiva de igual
manera que el analisis anterior. La antinocicepcidn se cuantificé como el tiempo de latencia
del signo doloroso o el porcentaje del efecto maximo posible (% EMP) en cada tiempo de
medicion después de la inyeccion de morfina, agua o el péptido recombinante Ctx-4
plegado, aplicando la ecuacion 2. Se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) de medidas
repetidas con un post hoc de Bonferroni, comparando los resultados obtenidos entre los

grupos de los animales tratados con los controles con los grupos de los animales tratados
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con el péptido recombinante plegado, a diferentes dosis, para verificar si la diferencia entre

las respuestas de los grupos fue estadisticamente significativa.

Para el analisis de los resultados de la evaluacion de actividad analgésica por el
método de Siegmund se hall6 la media de los estiramientos de cada grupo de tratamiento
mas o menos el error estandar. Para comprobar si la diferencia entre los valores promedio
de los grupos fue significativa, se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA de una via con
un post hoc de Bonferroni, comparando los resultados obtenidos del grupo de animales
tratados con morfina con los grupos e animales a los cuales se administr6 el péptido
recombinante, a varias dosis). La actividad analgésica se expres6 en Porcentaje de

Proteccion (% P) respecto al grupo control segtin la ecuacién 3:

o4p= \GCN°estiram . — (?TN estiram .| x100 Ecuacién 3
GCNP°estiram

Donde GC representa el grupo control y GT el grupo tratado con la sustancia de

ensayo.

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete GraphPad Prism v 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Colecta y ordeiio de araiias de P. boliviensis

Las colectas nocturnas permitieron la captura de 15 especimenes de P. boliviensis
que fueron identificados por la Bidloga Alejandra Arroyave, del Serpentario de la
Universidad de Antioquia. Las arafias se ingresaron a la coleccion COLVIOFAR-149 de
aracnidos del Serpentario del Programa de Ofidismo / Escorpionismo, donde se realizo la
extraccién mensual del veneno mediante electroestimulacién (45 voltios (V)) sobre los
queliceros. Cada arafia produjo entre 8 y 15 puL. de veneno, que contenia aproximadamente
87 % de agua. Este veneno se reuni6 en un vial que, se sec6 por liofilizacion y se reservé

para los diferentes experimentos. Se obtuvieron 15,4 mg de peso seco de veneno.

5.2. Fraccionamiento del veneno por Sep-Pack y cuantificacién por espectrofotometria

El fraccionamiento del veneno se realiz6 en un cartucho Sep-Pack C18 y se
obtuvieron cinco fracciones: eluato del veneno, 0, 30, 50 y 100 % de ACN. Una vez
liofilizadas se resuspendieron en agua para su cuantificacién por espectrofotometria (Azsonm).
Las fracciones que presentaron mayor concentracion de proteina fueron las
correspondientes al eluato del veneno, 0 % y 30 % de ACN (Tabla 5). Las fracciones
obtenidas a partir de esta separacion se emplearon para identificar la fraccion del veneno

con posible actividad analgésica.
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Tabla 5. Cuantificacion de proteinas por espectrofotometria (Asomm) de las fracciones

obtenidas mediante separacion del veneno de P. boliviensis por un cartucho Sep-Pack

. ACN Concentracion de proteina
Fraccion

(%) (mg/mL)
Eluato del veneno 0 0,685
1 0 0,909
2 30 0,794
3 50 0,297
4 100 0,008

5.3. Fraccionamiento del veneno por RP-HPLC

El fraccionamiento del veneno completo de P. boliviensis por RP-HPLC, usando un
gradiente linear de acetonitrilo de 0 a 60 % durante 60 minutos con un flujo de 1 mL/min
(gradiente 1), mostré un cromatograma con 15 fracciones bien definidas con intensidad
superior a 250 mAU, y 27 fracciones de menor intensidad (Figura 4). Aquellas fracciones
que mostraron mejor definicién e intensidad, fueron empleadas para la caracterizacion

enzimatica del veneno.

Las muestras obtenidas del fraccionamiento con Sep-Pack, se repurificaron por RP-
HPLC con el gradiente 2 (Figura 5) (Anexo V). En este perfil se definen mejor algunas
fracciones; sin embargo, algunas de ellas eluyen sobrelapadas. Las fracciones recolectadas
bajo este gradiente se reunieron en base al porcentaje de acetonitrilo de su elucion, se
secaron, y fueron empleadas para los ensayos de actividad analgésica por el método Tail-

Flick.
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Figura 4. Perfil cromatografico del veneno de P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna andlitica C18 (250 x 4,6 mm), con un gradiente de

=S

= B

elucion de 0 hasta 60 % de ACN con TFA 0,1 %, durante 60 minutos, con un flujo de 1 mL/min (gradiente 1). La corrida fue monitorizada a 230 nm.

Los porcentajes sobre cada fraccién corresponden al gradiente de ACN de elucion.
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Figura 5. Perfil cromatografico del veneno de P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna analitica
C18 (250 x 4,6 mm), con el gradiente 2, durante 130 minutos con un flujo de 1 mL/min. La corrida fue
monitorizada a 215 nm. Las llaves verdes indican la correspondencia de las fracciones obtenidas en el
cartucho Sep-Pack con las fracciones del veneno completo de P. boliviensis bajo este gradiente.

5.4. Perfil electroforético de veneno de P. boliviensis

El perfil electroforético del veneno de P. boliviensis en geles de SDS-PAGE al 4/15

% revela la existencia de proteinas de media y baja masa molecular. Se pueden observar
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bandas entre 5y 75 kDa, con una gran densidad de proteinas entre 5 y 15 kDa. En este gel
no se ve una diferencia en las bandas de la muestra de veneno con y sin tratamiento
térmico; el calentamiento favorece la desnaturalizaciéon de las proteinas para que el SDS
confiera al polipéptido carga negativa neta, y lo mantenga desplegado. Una diferencia en el
nimero y posicion de las bandas en el gel podria indicar una desnaturalizaciéon incompleta

y la presencia de dimeros en la muestra del veneno completo de P. boliviensis (Figura 6).

1 kDa

Figura 6. SDS-PAGE a 4/15 % del veneno completo de
P. boliviensis, 1. Veneno completo con tratamiento
térmico, 2. Marcador de peso molecular, 3. Veneno
completo sin tratamiento térmico.

5.5. Analisis de masas moleculares

Con base en el perfil cromatografico del veneno de P. boliviensis bajo el gradiente 1
(Figura 4), las fracciones colectadas de mayor intensidad fueron enviadas para analisis de
masas moleculares teniendo en cuenta la concentracion de proteina y la intensidad
registrada por el equipo. Se obtuvieron un total de 14 especies moleculares en las
fracciones seleccionadas con masas comprendidas en un rango desde 3.536,58 hasta

8.713,45 Da (Tabla 6).
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Tabla 6. Masas moleculares de las fracciones recolectadas del fraccionamiento por RP-

HPLC del veneno de P. boliviensis (Figura 4), determinada por ESI-MS.

Porcentaje de Masa molecular
ACN (Da)
33,2 8713,45
35,6 4585,23
37,0 6532,26
37,5 4471,42
38,1 5185,71
5600,60
40,2 5025,51
5627,00
41,2 5019,16
42,1 5532,72
42,9 3536,58
5405,00
43,9 5180,22
45,3 6326,00
46,2 ND
47,2 ND
48,5 ND
49,0 ND
52,6 ND

ND: No disponible

NOTA: Las fracciones correspondientes a los gradientes de 46,2, 47,2, 48,5, 49,0 y
52,6 % de ACN también se enviaron a la unidad de masas; sin embargo, por limitaciones

del equipo, su masa no pudo ser determinada.
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5.6. Caracterizacion enzimatica del veneno de P. boliviensis

5.6.1. Evaluacién de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P boliviensis

Para evaluar la actividad fosfolipasa A2 se tomaron 5 pg de veneno completo de P.
boliviensis y de diferentes fracciones del veneno, separadas por RP-HPLC (gradiente 1); las
fracciones se seleccionaron entre 25 y 40 % de ACN, siendo generalmente el rango de
porcentaje en el que eluyen estas enzimas en invertebrados (Schwartz et al., 2008;
Usmanov & Nuritova, 1994). Sin embargo, no se evidencio la actividad enzimatica en la
placa de agarosa con yema de huevo, en la que el control positivo registr6 un halo de
degradacion de 18 mm. Se evaluaron cantidades mayores de veneno (53 y 106 pg), que

tampoco evidenciaron actividad fosfolipasa A2 (Anexo VI).

5.6.2. Evaluacion de actividad proteasa del veneno de P. boliviensis

El veneno completo de P. boliviensis mostré actividad de proteasa en el zimograma
utilizando como sustrato gelatina, en el que se observan bandas de degradacién con pesos
aparentes de 24 y 32 kDa (Figura 7, pozo 3). Las bandas con actividad proteasa del veneno

completo se cortaron y se enviaron para secuenciacion.



60

Figura 7. Evaluacion de la actividad proteasa del veneno de P. boliviensis
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5 % y gelatina (1,5 mg/
mL). 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. Veneno completo de B.
ammodytoides (5 pg), 3. Veneno completo de P. boliviensis (35 pg). Los
circulos negros representan las bandas enviadas a secuenciacion.

Las fracciones del veneno completo obtenidas por RP-HPLC (Figura 4) que
eluyeron en gradientes mas altos de ACN, presentaron actividad proteasa (Figura 8, A y B).
La fraccién de 46,2 % de ACN (pozo 16), presentdé dos halos de degradacién de masas
moleculares aparentes entre 20 y 30 kDa; y la fraccién obtenida en 47,2 % de ACN (pozo
17) present6 dos halos de degradacién. Estos halos fueron cortados y enviados a

secuenciacion.
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Figura 8. Evaluacién de la actividad proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5 % y gelatina (1,5 mg/mL). 1. Marcador de peso molecular (kDa),
2. C+: veneno de B. ammodytoides (5 pg), 3. Fraccién 33,2 (3 pg), 4. Fraccion 35,6 (3 pg), 5. Fraccién 37,0 (3
pg), 6. Fraccion 37,5 (3 pg), 7. Fraccién 38,1 (3 pg), 8. Fraccion 40,2 (3 pg), 9. Fraccion 41,2 (3 pg), 10.
Fraccién 42,1 (3 pg). 11. Marcador de peso molecular (kDa), 12. C+: veneno de B. ammodytoides (5 pg), 13.
Fraccién 42,9 (3 pg), 14. Fraccion 43,9 (3 pg), 15. Fraccion 45,3 (1 pg), 16. Fraccién 46,2 (3 pg), 17.
Fraccién 47,2 (3 pg), 18. Fraccién 48,5 (1 pg), 19. Fraccién 49,0 (1 pg), 20. Fraccién 52,6 (1 pg). Los
circulos negros representan las bandas enviadas a secuenciacion.

5.6.3. Evaluacion de actividad hialuronidasa del veneno de P. boliviensis

Para determinar la actividad de hialuronidasa en el veneno completo de P.
boliviensis, asi como las fracciones que la contienen, se realiz6 un zimograma, en el cdal se
utiliz6 como sustrato acido hialurénico; se utilizé como control positivo el veneno de una
tarantula mexicana Brachypelma vagans, el cual se ha reportado que es altamente
especifico contra el sustrato acido hialurénico (Clement et al., 2012). El venneno completo
de P. boliviensis y sus fracciones, seleccionando las que eluyeron en gradientes de ACN
superiores a 45 %, en los que se ha visto eluyen estas enzimas (Delgadillo, 2019; Feng et
al., 2008; Sutti, 2011), la degradacion que se observa, en bandas con masas moleculares
entre a 45y 70 kDa es baja (Figura 9, pozo 3). Dichas bandas no se aprecian claramente en
el veneno completo, pero si en las fracciones de 47,2 y 52,6 % de ACN (Figura 4). Dichas

bandas se cortaron y se enviaron para su secuenciamiento.
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Figura 9. Evaluacién de actividad hialuronidasa de las fracciones del
veneno de P. boliviensis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
12.5 % y éacido hialurénico (0,5 mg/mL). 1. Marcador de peso molecular
(kDa), 2. Veneno completo de B. vagans (5 pg), 3. Veneno completo de
P. boliviensis (35 pg), 4. Fraccion 46,2 (2 pg), 5. Fraccién 47,2 (2 pg), 6.
Fraccion 49,0 (2 pg), 7. Fraccién 52,6 (2 pg). Las flechas negras indican
las bandas de actividad hialuronidasa del veneno completo. Los circulos
negros representan las bandas enviadas a secuenciacién.

5.7. Analisis transcriptomico de la glandula venenosa de P. boliviensis

5.7.1. Extraccion de RNA de la glandula venenosa

De la extraccion del RNA a partir de las glandulas venenosas de la arafia P.
boliviensis, se obtuvieron 5,6 pg de RNA total. El analisis de integridad del RNA por
electroforesis capilar mostré una sola fraccién ribosomal con un valor de RIN de 8,9

(Figura 10). En los artrépodos ocurre un fenomeno de procesamiento de la subunidad 28S
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que hace que el fragmento quede del mismo tamafio que la subunidad 18S (Winnebeck et

al., 2010).

Figura 10. Electroferograma del analisis de calidad del RNA total purificado, andlisis RNA integrity number
(RIN).

5.7.2. Secuenciacién y ensamble del transcriptoma

Como resultado de la secuenciacion, se obtuvieron un total de 33°538.542 parejas
de reads con un valor minimo de calidad Q30 en el andlisis (QC < 30 Phred) (Tabla 7)
(Anexo VII) y estas a su vez se ensamblaron en 86.424 transcritos con una N50 (mediana
de la longitud de los transcritos) de 1.334 bases. De los ensambles obtenidos se anotaron
sistematicamente un total de 1.006 transcritos, utilizando la identidad de los ensambles del

transcriptoma con la base de datos Animal Toxin Annotation Project.

Debido a la gran diversidad de anotaciones de las secuencias del transcriptoma, se
decidi6 utilizar como primer parametro de distribucion de funciones la clasificacion de

PFAM (familia de proteinas); esta clasificacion permite encontrar dominios comunes,



64

regiones funcionales, de los que se componen las proteinas, y su identificacién puede

proveer direccionamiento hacia la funcién de la proteina.

Tabla 7. Resultados generales del ensamble.

Total de bases ensambladas 66°204.457 bp
Parejas de reads de buena calidad (Q<30)  33°538.542 bp

Total de contigs (transcritos) ensamblados  86.424

Longitud media de los contigs 766 bp
N50 de los contigs 1.334 bp
Numero de Ns (bases ambiguas) 0

5.7.3. Nomenclatura de los transcritos funcionales

Actualmente no existe una nomenclatura estandar para nombrar los transcritos
identificados por RNAseq que son anotados como proteinas de veneno; con frecuencia se
conserva el identificador que genera el ensamblador, lo que dificulta la clasificacion de las

secuencias y puede generar confusion.

En este proyecto de tesis se propone una forma estandar para identificar los
transcritos que resulta intuitiva para el lector, esta nomenclatura se compone de los
siguientes elementos: los tres primeros caracteres corresponden a la especie descrita. Los
siguientes tres caracteres definen la familia que codifica para el péptido/proteina con
respecto a su funcion putativa, seguido de otros tres caracteres relacionados con la sub-
familia (cuando se presenta el caso). Los ultimos caracteres asignan el niimero de transcrito
(Tabla 8). Aquellos transcritos que no se relacionaron como componentes del veneno

permanecieron con el identificador otorgado por Trinity.
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Tabla 8. Nomenclatura empleada para los transcritos identificados en el transcriptoma de

P. boliviensis

Codigo de Significado Cadigo de Significado Cadigo de Significado Ejemplo
especie familia subfamilia
Phb Phoneutria SeP Serin proteasa PhbEnzSeP01
boliviensis Cho Colinesterasa PhbEnzCho01
MtP Metaloproteasa PhbEnzMtP01
Hya Hialuronidasa PhbEnzHya01
Ces Carboxilesterasas PhbEnzCes01
Hyd Hidrolasa PhbEnzHyd01
Cxp Carboxipeptidasa PhbEnzCxp01
Kin Kinasa PhbEnzKin01
Pho Fosfatasa PhbEnzPhoO1
Enz Enzima
PA2 Fosfolipasa A2 PhbEnzPA201
OxR Oxidorreductasas PhbEnzOxR01
Tra Transferasas PhbEnzTra01
GIS Glutamato sintasas PhbEnzGISO01
Phd Fosfodiesterasa PhbEnzPhd01
Lig Ligasa PhbEnzLig01
PLB Fosfolipasa B PhbEnzPLB01
End Endonucleasa PhbEnzEnd01
Lip Lipasa PhbEnzLip01
Nav Toxina de sodio PhbNtxNav01
Cav Toxina de calcio PhbNtxCav01
Nitx Neurotoxina
Atx Atracotoxina PhbNtxAtx01
NSp No especificada PhbNtxNSp01
SeP Inh. serin proteasa PhbPInSeP01
Pep Inh. peptidasa PhbPInPep01
PIn Inhibidor de proteasa
CyP Inh. Cistein proteasa PhbPInCyP01
MtP Inh. Metaloproteasa PhbInMtP01
Cys Rico en cisteina PhbGrFCys01
GrF Factor de crecimiento PDG Derivado de plaquetas PhbGrFPDGO1
Ins Tipo insulina PhbGrFIns01
NeR Relacionado a nervio PhbGrFNeRO1
Fib Tipo Fibrinogeno Tec Tequilectina PhbFibTec01
TCT Proteinas tumorales PhbTCTO1

controladas
traduccionalmente
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CRI CRISP PhbCRIO1
vWC Factor von Willebrand PhbOthvWC01
tipo C
Def Defensina PhbOthDef01
Oth Otros componentes del
veneno AMB Antimicrobiano PhbOthAMBO1

HDH Tipo hormona DH31 PhbOthHDHO1
Und Indefinido PhbOthUnd01

5.7.4. Analisis del transcriptoma

Durante el proceso de anotacion se hizo una busqueda de transcritos con identidad a
componentes de veneno. Se identificaron 682 transcritos codificantes para componentes
integrales del veneno, de los cuales 239 (35,0 %), estan relacionados con enzimas como
serin proteasas, fosfolipasas, metaloproteasas, hialuronidasas, entre otras; 156 de las
secuencias (22,9 %) tiene identidad con neurotoxinas que afectan canales de sodio y de
calcio dependientes de voltaje; 83 de los transcritos (12,2 %) tiene identidad con
inhibidores de diferentes tipos de enzimas, principalmente de serin proteasas; 78 secuencias
(11,4 %) se anotaron como péptidos tipo fibrindgeno; 48 secuencias (7,0 %) estan
relacionados con factores de crecimiento; 36 de las secuencias (5,3 %) que componen el
veneno se anotaron como CRISP (miembros de la superfamilia CAP); 17 de los transcritos
(2,5 %) tienen identidad con proteinas tumorales controladas por traduccién (TCTP — por
sus siglas en inglés); y por ultimo, se anotaron 25 transcritos (3,7 %) como otros

componentes de veneno (Figura 11).
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Figura 11. Diversidad relativa de transcritos anotados con identidad de proteinas de veneno.

5.7.4.1. Componentes del veneno identificados en el transcriptoma de las

glandulas venenosas de la araia P. boliviensis

5.7.4.1.1. Enzimas

Se encontraron 239 transcritos relacionados con enzimas (Enz), constituyendo la

categoria mas abundante en el transcriptoma, incluyendo 18 tipos de enzimas diferentes. De

estos, los mas abundantes fueron los de serin proteasas, metaloproteasas y colinesterasas.

Ademas, se encontraron otras secuencias, en menor cantidad, usualmente reportadas en

venenos de animales venenosos como hialuronidasas, fosfolipasas A2 y B (Tabla 9).
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Tabla 9. Abundancia de enzimas en el veneno de P. boliviensis a partir del analisis

transcriptomico de las glandulas venenosas.

Enzima Nimero de Abundancia enla Abundancia en el
secuencias clase (%) transcriptoma
codificantes (%)
Serin proteasas 89 37,2 13,1
Colinesterasas 46 19,3 6,7
Metaloproteasas 35 14,6 51
Hialuronidasas 11 4,6 1,6
Carboxilesterasas 9 3,8 1,3
Hidrolasas 8 3,4 1,8
Carboxipeptidasas 6 2,5 0,9
Fosfolipasas A2 5 2,1 0,7
Kinasas 5 2,1 0,7
Fosfatasas 5 2,1 0,7
Oxidorreductasas 5 2,1 0,7
Transferasas 5 2,1 0,7
Glutamato sintasas 4 1,7 0,6
Fosfodiesterasas 2 0,8 0,3
Fosfolipasas B 1 0,4 0,2
Endonucleasas 1 0,4 0,2
Ligasas 1 0,4 0,2
Lipasas 1 0,4 0,2

5.7.4.1.2. Neurotoxinas

En el transcriptoma de P. boliviensis se identificaron 156 secuencias que tienen
identidad con neurotoxinas (Ntx). En esta categoria se encontraron toxinas que alteran
canales de calcio, con 49 secuencias codificantes; toxinas que alteran canales de sodio
dependientes de voltaje, para las que se codifican 26 transcritos; y 6 secuencias codificantes
para la familia de atracotoxinas tipo-MIT, con identidad hacia la Atracotoxina-Hvf17, un
péptido no toxico aislado del veneno de la arafia de tela en embudo de Blue Mountains,
Hadronyche versuta, y que no funciona como las atracotoxinas clasicas para modular la
funcién del canal i6nico dependiente del voltaje de mamiferos o insectos, ya que carece de

actividad insecticida y no afecta la contractilidad del musculo liso del conducto deferente o
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del musculo esquelético. Por otra parte, 75 de los transcritos pertenecen a secuencias
anotadas como neurotoxinas que atin no cuentan con la identificacion de su diana

molecular.

5.7.4.1.3. Péptidos tipo fibrin6geno

De los transcritos obtenidos de la glandula venenosa de P. boliviensis, 78 de ellos
tienen identidad con péptidos tipo fibrindgeno, que codifican para tequilectinas (FibTec), y
se ha sugerido su relacion con la agregacion plaquetaria y/o coagulacion (OmPraba et al.,

2010; Utkin, 2017).

5.7.4.1.4. Inhibidores de proteasas

En esta categoria se encontraron 80 secuencias codificantes para inhibidores de
proteasas (PIn). En su gran mayoria son inhibidores de serin proteasas, anotandose 71
secuencias codificantes. En menor proporcién se encontraron secuencias codificantes para
otros inhibidores: ocho secuencias para inhibidores de peptidasas, tres para inhibidores de

cistein proteasas y una secuencia codificante para inhibidores de metaloproteasas.

5.7.4.1.5. Factores de crecimiento

En el transcriptoma de P. boliviensis se identificaron 48 secuencias codificantes
para factores de crecimiento (GrF). Entre estas se encontraron 31 secuencias anotadas como
receptor rico en cisteina relacionado con factor de crecimiento epidérmico; 10 secuencias
codificantes para factor de crecimiento tipo insulina, cinco secuencias codificantes
relacionadas con factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF — por sus siglas en

inglés) y dos como factor de crecimiento nervioso.

5.7.4.1.6. CRISP

En la categoria de Proteinas Secretoras Ricas en Cisteinas (CRISP — por sus siglas
en inglés) se hallaron 36 transcritos codificantes. En su gran mayoria son alérgenos del

veneno.



70

5.7.4.1.7. Proteinas tumorales controladas por traduccién

En el transcriptoma de P. boliviensis se identificaron 17 transcritos anotados como

proteinas tumorales controladas traduccionalmente (TCTP, por sus siglas en inglés).

5.7.4.1.8. Otros componentes del veneno

Este grupo incluye transcritos anotados como péptidos de veneno, pero la funcién o
la diana molecular no se ha demostrado experimentalmente o su representacion en el
transcriptoma es muy baja. En total se encontraron 25 transcritos codificantes; 6 de ellos
tienen el dominio del factor von Willebarnd tipo C. Dentro del grupo de los péptidos de
defensa del huésped se anotaron dos de los transcritos codificantes como defensinas y uno
como antimicrobiano. También se identificé una secuencia codificante para un péptido tipo

hormona DH31.

Los transcritos que no tienen un dominio asociado que corresponda a alguna familia de
proteinas u otra informacion de actividad o diana molecular se anotaron como componentes
de veneno sin funcién conocida. En el caso del transcriptoma de P boliviensis, se
identificaron 15 secuencias con estas caracteristicas que se agruparon en la categoria

“desconocida” (Und).

5.7.5. Cuantificacion del transcriptoma de P. boliviensis

Conocer la diversidad de componentes de interés en un transcriptoma es un paso
esencial en la caracterizacion del RNA-Seq. La cuantificacién del transcriptoma permite
estimar la abundancia relativa de los transcritos para comprender mejor la biologia del
animal estudiado. Ya que no se tiene un genoma de referencia para mapear y cuantificar los

reads, se pueden saber los niveles de expresion de los transcritos, no de los genes.

Los 10 transcritos relacionados con veneno que tienen los niveles de expresion mas

altos representados en funcion del valor de los transcritos por millon (TPM) son
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principalmente pertenecientes a la familia de las neurotoxinas que alteran canales
dependientes de voltaje tanto de sodio como de calcio; ademads, se encuentran transcritos

para CRISP, péptidos tipo fibrinégeno y serin proteasas (Tabla 10) (Anexo VIII).

Tabla 10. Resumen de los 10 transcritos con mayor nivel de expresion.

Posicion en el Longitud

ID transcriptoma Longitud efectiva TPM Numero de reads
PhbNtxNav14 1 597 419,443 62338,7 845088
PhbNtxCav18 2 572 394,481 38429,9 489966
PhbNtxNav22 3 562 384,496 32939,7 409339
PhbNtxCav25 4 721 543,373 31258,3 548952

PhbCRI20 5 2702 2524,32 29072,8 2371930
PhbFibTec39 7 671 493,388 23227,8 370397
PhbNtxCav19 8 516 338,614 20647,0 225961
PhbNtxNav12 9 586 408,454 20268,8 267574
PhbEnzSeP15 11 1113 935,318 16175,8 488984
PhbNtxNav15 12 572 394,481 15756,6 200891

Posicion en el transcriptoma: designado de acuerdo con el lugar del transcrito definido por el valor de TPM;
ID: identificador asignado de acuerdo a la anotacién; TPM: valor de transcritos por millén determinado por
el algoritmo de Salmon.

De acuerdo a la cuantificacion del transcriptoma, estos niveles promedio de las
familias son concordantes con los 10 transcritos con mayores niveles de expresion (Figura

12).

Comp. de veneno

m Neurotoxina

m Enzimas

mCRISP

M Factor de crecimiento

i Inhibidores de proteasas
Péptidos tipo fibrindgeno

mTCTP




72

Figura 12. Distribucion de las abundancias relativas de las familias identificadas como componentes de
veneno. Las etiquetas corresponden a los niveles de expresién promedio de cada familia.

Las neurotoxinas, tanto las que alteran canales de sodio como de calcio, son las que
tienen mayores niveles de expresion de los transcritos relacionados con el veneno (5.376,60
y 2.097,58 TPM, respectivamente); seguidas por las CRISP (1.065,36 TPM) y las
neurotoxinas cuyas dianas aun no han sido identificadas (788,83 TPM). Entre otros
transcritos cuya expresion es alta se encuentran otros componentes del veneno con funcién
aun indeterminada (597,40 TPM), carboxilesterasas (529,43TPM), el transcrito codificante
para la hormona DH-31 (428,94 TPM) y las tequilectinas (348,11 TPM). Por otra parte, la
mayoria de las enzimas no tienen altos niveles de expresion, se destacan las serin proteasas
(229,62 TPM), hialuronidasas (133,51 TPM), fosfodiesterasas (85,32 TPM),
cholinesterasas (28,77 TPM) y carboxipeptidasas (19,10 TPM), pero sus niveles promedio
no alcanzan a ser tan altos como los encontrados para las neurotoxinas. Seguidamente, se
encuentran los inhibidores de serin proteasas (35,51 TPM), transcritos que codifican para
péptidos de defensa del hospedero, como antimicrobianos (271 TPM) y defensinas (21,15
TPM). Los transcritos codificantes para fosfolipasas A2 (12,30 TPM) y B (13,80 TPM),
metaloproteasas (3,68 TPM), atracotoxinas (2,91 TPM) e inhibidores de peptidasas (4,96
TPM) y metaloproteasas (8,23 TPM) se encuentran entre los niveles de expresion de

transcritos de componentes del veneno bajos (Figura 13).
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Figura 13. Distribucién de las abundancias relativas de los transcritos identificados como componentes de
veneno.

5.8. Diseilo, expresion y purificacion de un péptido recombinante con posible

actividad analgésica

Para disefiar el gen recombinante, se emplearon unas secuencias peptidicas como
modelo de partida y obtenidas a partir de venenos de otros animales, las cuales fueron
reportadas con alguna actividad analgésica (Tabla 11). Posteriormente, se hizo un
alineamiento entre dichas secuencias y el transcriptoma de P. boliviensis, empleando la

herramienta tblastn.
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Tabla 11. Secuencias reportadas de péptidos con actividad analgésica obtenidos a partir de

venenos de animales

Familia Especie Péptido Secuencia Referencia
Phalp ACIPRGEICTDDCECCGCDNQCYCPPGSSLG ¢ Souza et
Phoneutria IFKCSCAHANKYFCNRKKEKCKA al., 2008
Ctenidae -
nigriventer
5-CNTX-Pnla CGDINAACKEDCDCCGYTTACDCYWSKSC Richardson
KCREAAIVIYTAPKKKLTC et al., 2006a.
GsAF 1 YCQKWTCDSERKCCEDMVCRLWCKKRL Lampe, 1999
YCQKWMWTCDEERKCCEGLVCRLWCKK
Grammostola ~ OSAF 11 KIEW Lampe, 1999
rosea Takeuchi et
Tx SIA DCVRFWGKCSQTSDCCPHLACKSKWPRNI
-GsTx S CVWDGSV al., 2002
Theraphosidae
Chilobrachys p-theraphotoxin- ~ ACREWLGGCSKDADCCAHLECRKKWPYH  Chow et dl.,
guangxiensis Cjla CVWDWTV 2015
Thrixopelma ECRYWLGGCSAGQTCCKHLVSRRHGWCV Chow etal.,
pruriens BTSN G 2015
Phlogius Phlo2a SCQKWMWLCDEERKCCEDMVCKLWCK Sé‘f;v etal,
BmK AGAP- VKDGYIVDDKNCAYFCGRNAYCDDECEKN Shao et al.,
GAESGYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVPI 54,
SYPU2
Buthus RVPGRCNG
Buthidae ..
martensii VRDGYIADDKNCAYFCGRNAYCDDECKK 7 I
BmK NT1 NGAESGYCQWAGVYGNACWCYKLPDKVP 28?;‘ at
IRVPGKCNG
Crotalus Konno et al.,
Viperidae durissus Crotalfina <EFSPENCQGESQPC 2008
terrificus
Scolopendra
. L. ADNKCNSLRREIACGQCRDKVKTDGYFYE Yangetal.,
Scolopendridae subs.plmpes p-SLPTX-Ssm6a CCTSDSTFKKCQDLLH 2013
mutilans
Conus Contulakin-G <ESEEGGSNATKKPYIL Craig et al.,
geographus 1999
. Miljanich,
. Conus magus Conotoxin-MVIIA CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC
Conidae 2004
Bernéldez et
. CKGQSCSSCSTKEFCLSKGSRLMYDCCTGS
Conus regularis RsXXIVA CCGVKTAGVT al., 2013

Se consider6 como el mejor alineamiento obtenido por tblastn, aquel que tuviera un

menor e-value, indicando una coincidencia mas “significativa” (Tabla 12).
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Tabla 12. Resultados del alineamiento entre las secuencias peptidicas obtenidas a partir de

venenos de animales con actividad analgésica y las del transcriptoma’.

Familia Especie Péptido No. Rango del e- Identificador dela Identidad e-value
Hits value secuencia (%)
Phadp 14 4,16"-9,3 PhbNtxCav43 69,8 4,24
. Phoneutria
Ctenidae S
migriventer ¢ \Tx-Pnla 21 4817747 PhbNtxNav24 60,9 48"
GsAF I 7 5,7-9,2 DN39911 c0_gl1 i1™ 41,7 5,7
Grammostola GSAF II 4 1,6-4,3 DN17096_c0_g2_i1™ 53,3 1,6
rosea
©-GsTx SIA 5 1,1-9,9 DN11741_c0_g2_i1™ 50,0 1,1
Theraphosidae . .
P Chilobrachys p-theraphotoxin- 4 1,2—4,7 PhbNtxCav02 52,2 1,2
guangxiensis  Cjla
Thri).(opelma B/o-TRTX-Tpla 5 3,7-9,4 DN16498_c0_g2 i1~ 38,5 3,7
pruriens
Phlogius Phlo2a 0 - - - -
BmK AGAP- 1 - DN44992_c0_g1_i1™ 31,3 7,7
SYPU2
Buthidae gztrI::rslsii
BmK NT1 1 - DN10585_c0_g1_i1™ 66,7 9,9
Crotalus
Viperidae durissus Crotalfina 2 1,1 PhbPInSeP51 69,2 1,1
terrificus
Scolopendra
Scolopendridae  subspinipes g;fnLGI;TX' 5 56—-9,2 DN21405_c0_g5_i2™ 37,5 5,6
mutilans
Gt Contulakin-G 0 - - - -
geographus
: Conotoxin- B DN65173_c0_g1_i1™
Conidae Conus magus MVIIA 2 8,9-9,9 47,4 8,9
Conus RsXXIVA 0 - - - -
regularis

" Se selecciond para cada péptido, la secuencia del transcriptoma con menor e-value y mayor porcentaje de

identidad del resultado del alineamiento.

™ Las secuencias de estos transcritos no representan componentes del veneno de P. boliviensis, por tanto, se

reportan con el identificador otorgado por Trinity.

Los transcritos con mayor porcentaje de identidad fueron los dos péptidos de P.

nigriventer, y se realiz6 una comparacion entre las secuencias de estos dos transcritos,

teniendo en cuenta el nimero de aminoacidos totales, de cisteinas, su identidad y el e-value,

de manera que se lograra seleccionar el péptido a expresar de manera recombinante. Para
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esto se realizd la traduccién de los transcritos, en los seis marcos de lectura, y se predijo
para cada uno el péptido sefial con SignalP, mientras que para el pro-péptido y la toxina
madura se utiliz6 la herramienta SpiderP de ArachnoServer (disponible en

http://www.arachnoserver.org/spiderP.html) (Tabla 13).

Tabla 13. Comparacion de secuencias traducidas a partir de los transcritos.

Identificador de la secuencia
PhbNtxCav43 PhbNtxNav24

Péptido seial |Secuencia ND MKVAIFFILSLFVLAVAS

No. AA - 18
Propéptido  |Secuencia |FVHIFVVEAEEEAEFDALVPQER |ESIEEKREEFPVEESAR

No. AA 23 17
Toxina Secuencia | ACIRTGQICKDDCDCCDCEDECY | GKCGDINAPCQSDCDCCGYSV
madura CPPGSSLGFFKCSCALGGKYFCS |TCDCYWSKDCKCRESNFAAG

HKKQKCKKA MALRKAFCKNKI

No. AA 55 53

No. Cys 12 10
Péptido de referencia Phalf 6-CNTX-Pnla
e-value 9" 92!
Identidad 69,8 % 60,9 %

AA: niimero de residuos de aminoéacidos. Cys: niimero de cisteinas. ND: No determinado

Teniendo en cuenta esta comparacion, para la expresion recombinante se selecciond
el péptido 6-CNTX-Pnla, utilizando como criterios el e-value y el menor numero de
cisteinas, aunque tuviera un menor porcentaje de identidad. A partir de esta secuencia, 6-
CNTX-Pnla, se seleccion6 el transcrito PhbNtxNav24, con una identidad 60,9 % y que de
ahora en adelante se conocera como Ctx,. y al que se le realiz6 la traduccion reversa in
silico; posteriormente se disefiaron los oligonucledtidos para su ensamble, los que después

de diferentes procesos de biologia molecular permitieron obtener el gen codificante de Ctx.


http://www.arachnoserver.org/spiderP.html
http://www.arachnoserver.org/spiderP.html
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5.8.1. Amplificacion del gen y clonacion en el vector de expresion pQE30

El ensamble del gen Ctx (203 pb) se realizo por la técnica de megaprimers. El
inserto de Ctx se clond en el vector pQE30 y se transformo en células de E. coli de la cepa
XL1Blue, de las cuales crecieron siete colonias. Al ser evaluadas por PCR de colonia, todas
mostraron una amplificacién del tamafio esperado. Las colonias que resultaron positivas se
crecieron en medio liquido 2xY T-ampicilina 200pg/mL, a una temperatura de 37 °C toda la
noche. Posteriormente, se centrifugd el medio y el boton celular se analizé por SDS-PAGE,
en el cual se pudo verificar la presencia del péptido recombinante, identificando que en
todas las colonias se expresa una proteina con el tamafio esperado (~ 8 kDa). Sin embargo,
las colonias 4 y 5 son las que mostraron tener mayor expresion aparente del péptido, por lo
que se sometieron a purificacién del plasmido por lisis alcalina para posteriormente
enviarlas a secuenciacién. El plasmido con secuencia la correcta se denominé pQE30-Ctx-

4.

A continuacién, se muestra la secuencia del péptido recombinante esperado,
indicando la serie aminoacidos incorporados por el vector (subrayado) que incluye 6
histidinas y la secuencia del sitio de reconocimiento para BamHI (subrayado y en negrilla)

y la secuencia de reconocimiento para la proteasa Tobacco Etch Virus (TEV) (negrilla):

MRGSHHHHHHGSENLYFQGKCGDINAPCQSDCDCCGYSVICDCYWSKDCKCRESNF
AAGMALRKAFCKNKI

5.8.2. Transformacion y expresion del péptido recombinante Ctx-4 en células M15

y Origami
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Para expresar el péptido Ctx-4, el plasmido con la construccion pQE30-Ctx-4 se
trasformo en células E. coli en las cepas Origami y M15. Estas células transformadas
crecieron en medio liquido 2xYT-Ampicilina (200 pg/mL) (apartado 4.2.10.3); y al
alcanzar la ODgy deseada, se indujo la expresion del péptido adicionando IPTG (0,1 mM).
Para analizar la expresion se realiz6 una electroforesis colocando muestras antes y después
de la induccion, en la que se evidenciéo que la cepa mas conveniente para seguir con la
expresion fue la de Origami, ya que tuvo mejores rendimientos aparentes. Sin embargo, en
ambas cepas se observo la expresion de una proteina con el tamafio esperado (masa teorica

reducida 8006,03 Da).

Posteriormente, se llevo a cabo una nueva expresion del péptido en células E. coli
Origami. Después de los procesos de induccion de la expresion, las células obtenidas y
resuspendidas en Tris-HCI 50 mM, pHS, se lisaron por sonicacion para la obtencion de las
fracciones soluble e insoluble. La electroforesis revelé la presencia de una proteina del
tamafio aparente esperado, presente tanto en células inducidas como en la fraccion

insoluble.

La fraccién insoluble fue purificada por cromatografia de afinidad a niquel. Las
fracciones que presentaron la proteina de interés, de acuerdo a la evaluaciéon por SDS-
PAGE, fueron reunidas para su plegamiento; una alicuota fue re-purificada por RP-HPLC
para determinar la masa molecular de la fraccién obtenida no reducida, la cual fue enviada

a la unidad de masas que fue de 7.995,73 kDa (Figura 14, 15 y 16).
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Figura 14. SDS-PAGE a 4/15 % de purificacién en resina de niquel de la expresién de
Ctx-4/Origami. 1. Marcador de peso molecular. 2. Induccién 3. Fraccién soluble. 4.
fraccion insoluble. 5. Recirculante. 6. Lavado 1. 7. Lavado 2. 8-14. Eluciones 400 mM
Imidazol. 15. Elucién 1M Imidazol.
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Figura 15. Purificacion por RP-HPLC del péptido Ctx-4 recombinante crudo, usando una columna C18
(250 x 4,6 mm), con un gradiente de elucién de 0 % hasta 60 % de acetonitrilo (99 %) con adicién de
acido trifluoroacético en concentracién final de 0,1 %, durante 40 minutos con un flujo de 1 mL/min. La
corrida fue monitorizada a 230 nm.
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Figura 16. Espectro de masas del péptido recombinante Ctx-4 crudo. Masa experimental no

reducida: 7.995,73 Da.

5.8.3. Plegamiento del péptido recombinante Ctx-4

Después del protocolo de plegamiento, se purific6 la reaccién por RP-HPLC

(gradiente 1). Se obtuvieron 3 fracciones del péptido recombinante, que eluyeron a 36,5,

38,7 y 39,5 % de ACN (Figura 17). Las masas moleculares se determinaron para cada

fraccion como 7.998,35, 7.994,61 y 7.994,20 Da, respectivamente. Cada una de estas

fracciones fue colectada, secada y almacenada hasta su uso en los ensayos de toxicidad.
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365 %
387 %

39,5 %

Figura 17. Purificacién por RP-HPLC del péptido Ctx-4 recombinante plegado, usando una columna C18
(250 x 4,6 mm), con un gradiente de elucién de 0 % hasta 60 % de acetonitrilo (99 %) con adicién de acido
trifluoroacético en concentracion final de 0,1 %, durante 60 minutos con un flujo de 1 mL/min. La corrida fue

monitorizada a 230 nm. Los niimeros dispuestos en la parte superior de cada pico representan el porcentaje de
ACN de su elucién.

5.9. Validacion del transcriptoma

5.9.1. Bisqueda de las enzimas secuenciadas en el transcriptoma

5.9.1.1. Secuencias obtenidas del zimograma de gelatina

Del zimograma de actividad proteasa del veneno completo de P. boliviensis (Figura
7) se cortaron dos bandas con pesos moleculares aproximados a 23 kDa y 30 kDa. Para la
banda de ~ 23 kDa se obtuvo un fragmento secuenciado y que tiene identidad con el
péptido parcial keratin, type II cytoskeletal 6A-like, partial de Parasteatoda tepidariorum
(NCBI: XP_015915717.1; UniParc: UPI00077F9947), mientras que para la banda de ~ 30
kDa los fragmentos secuenciados fueron 8, que presentan identidad con un precursor de
proteasa de P. fera, putative PQM protease precursor (UniProtKB: AOA2I5YNWS5) (Tabla
14).
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Tabla 14. Fragmentos secuenciados de las bandas del zimograma de actividad proteasa del

veneno completo de P. boliviensis (Figura 7).

Banda de proteasa Fragmentos secuenciados
Proteasa de ~23 kDa LALDVEIATYR
1. DACQFDSGGPLFQYDKK
2. DGFANDIALIK
3. DYEVYAGLYSITK
4. EVTLPLVPWQK
5. GVATLIGTVANGADCAYAHYPGMYMK
6
7
8

Proteasa de ~30 kDa

. GYVNGICFPSGATDPSGEATVIGWGMIR
. QIYGHPDSEFEYIQVVPSMLCAGGNGK
. YVKDGFANDIALIK

A los fragmentos obtenidos para cada banda se les busco identidad con el
transcriptoma; sin embargo, solo se encontré homologia para las secuencias 1, 5, 6 y 7 de la
banda de ~ 30 kDa. Estas secuencias tuvieron 100,00 % de identidad con el transcrito
PhbEnzSeP15, con e-value reportados entre 1,96e-13 y 7,05e-07. Posteriormente, se realizo
el alineamiento entre dichas secuencias y el transcrito PhbEnzSeP15 (Figura 18), donde se
puede ver que los ocho fragmentos secuenciados tienen un alineamiento entre 92,31 y 100
% con el transcrito, excepto por un solo aminoacido, lisina (K) en el transcrito y acido
glutamico (E) en el producto de secuenciacion. De manera esta puede concluirse que se ha
obtenido una secuencia tipo proteasa, y que puede demostrarse que la banda con actividad
proteasa corresponde realmente a una secuencia en el transcrito anotado previamente como

una secuencia con actividad serin proteasa putativa.

El fragmento obtenido para la banda de peso aproximado de 23 kDa no tuvo
identidad con los transcritos obtenidos para el transcriptoma de las glandulas venenosas de

P. boliviensis, bajo las condiciones establecidas.
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Figura 18. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de las bandas de proteasa de ~ 30 kDa del
zimograma de actividad proteasa del veneno completo de P. boliviensis y el transcrito PhbEnzSeP15 obtenido
del transcriptoma con la herramienta tblastn. Las coincidencias en aminoacidos en las secuencias se muestran
en color verde.

Por otra parte, cuando se usaron las fracciones del veneno obtenidas por RP-HPLC
(gradiente 1) para realizar el zimograma de proteasa, se obtuvieron tres bandas con
actividad que fueron aisladas y secuenciadas: dos bandas de la fraccién de 46,2 % de ACN
(con tamafios de ~ 30 kDa y ~ 20 kDa); y una banda de la fraccién de 47,2 % deACN de ~
25 kDa (Figura 8). Para las bandas de ~ 20 kDa y de ~ 30 kDa de la fraccién de 46,2 % se
obtuvo un fragmento secuenciado y con identidad con el péptido parcial keratin, type II
cytoskeletal 6A-like, partial de Parasteatoda tepidariorum (NCBI: XP_015915717.1); para
la banda con actividad proteasa de la fraccion de 47,2 % de ACN se obtuvieron cinco
fragmentos secuenciados y tuvo identidad con el péptido putative PQM protease precursor,

de P. fera (UniProtKB: AOA2I5YNWS5) (Tabla 15).
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Tabla 15. Fragmentos secuenciados de las bandas del zimograma de gelatina para actividad

proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis (Figura 8).

Banda de proteasa Fragmentos secuenciados
Proteasa 46,2 % ~ 20 kDa LALDVEIATYR
Proteasa 46,2 % ~ 30 kDa LALDVEIATYR
1. DYEVYAGLYSITK
2. DACQFDSGGPLFQYDK
Proteasa 47,2 % 3. DGFANDIALIK
4. YVKDGFANDIALIK
5.DYEVYAGLYSITKK

De igual manera, a estos fragmentos obtenidos para cada banda se les buscé
identidad con el transcriptoma; sin embargo, solo se encontr6 homologia para la secuencia
2 de la proteasa de la fraccion de 47,2 % de ACN, que tuvo una identidad de 100,0 % con
el contig PhbEnzSeP16, con e-value 2,6e-06. Posteriormente, se realizo el alineamiento
entre todos los fragmentos obtenidos para esta proteasa y el transcrito PhbEnzSeP16
(Figura 19), donde se puede ver que los fragmentos hacen parte de la secuencia del
transcrito, aunque se presentan varias diferencias entre los aminoacidos del contig y de los
fragmentos 1y 5, en los que se presenta un acido glutamico (E), mientras que el transcrito

tiene una lisina (K) en esa posicion.

Los fragmentos obtenidos para las bandas de proteasa de la fraccion de 46,2 % de
ACN no tuvieron identidad con los transcritos del transcriptoma de las glandulas venenosas

de P. boliviensis, bajo las condiciones establecidas.



PhbEnzSeP16

Protease_47,2_2
Protease 47,2 3
Protease_47,2_4
Protease 47,2 5
Protease_47,2_1

PhbEnzSeP16

Protease_47,2_2
Protease_47,2_3
Protease_47,2_4
Protease 47,2 5
Protease_47,2_1

PhbEnzSeP16

Protease_47,
Protease_47,
Protease_47,2_4
Protease_47,2_5
Protease_47,2_1

2.2
2.3

86

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T EETS EETTS FETT Ee ey FRTTY ETT FEees FETTY PRT ey Feeu PYRT Frery Rrury CRrrl Rrees FUT) PRRT) Pees I i - =14
LSTPRYWTRFLYFRLLTITFLSLLCGYSSGKLYTVKDCGKSLTAQGRIVNGTVTTPGKYPWMYSTHERVKDVMRQACGGAT LNENWIVTAAHCFDQPIIL 100
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 100
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 100
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 100
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 92,86
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 92,31

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
vl e b e e b b e e e e b e e L e [ | %Tdentity
KDYKVYAGLYSITKKNAPTVQKFQLSKIIIHEKYVKDGFANDIALIKTATPINIKGSKGYVNGICFPSGATDPSGEATVIGWGMIRGGGPISAELREVTL 100
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 100
------------------------------------ DGFANDTALTK=wmim 2 sinim = sisie s sivm  /oieie = & Sivje o8 S HiE S 5HEm o 5 oo o Sim as 100
--------------------------------- YVKDGFANDTALTK== =i s i S S A S S B S 100
DV EVYAGLY ST =5 st s s ammm nmsmin s oss S oimmin a s e 508 £ IR S S 58 5 5 B S R 5 5 R S A S S S R S S S A S S S =i 92,86
DY EVY ALY ST s s asotmrmsssoom s i st o s i i i S S 0 i B S 0 S S B i S e s 92,31

210 220 230 240 250 260 270 280 290
T FETY FETT FERRY FYETY FRTE FPPvs PRTES FRORY IR FRTTY FRURY PRPRY PRTTY PRRT PP PP PR PR 3 ([ 141
PLVPWQKCKQIYGHPDSEFEY IQUVPSML CAGGNGKDACQFDSGGPLFQYDKKGVATLIGTVANGADCAYAHYPGMYMKVSAFRSWMDKVMT 100
------------------------------------ DACQFDSGEPLEQYDK === == === = = i o s i wimim i i m i 100
-------------------------------------------------------------------------------------------- 100
-------------------------------------------------------------------------------------------- 100
-------------------------------------------------------------------------------------------- 92,86
-------------------------------------------------------------------------------------------- 92,31

Figura 19. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de la banda de proteasa de la fraccion de 47,2 % del
zimograma de actividad proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis y el transcrito obtenido del
transcriptoma con la herramienta tblastn. Las coincidencias en aminoacidos en las secuencias se muestran en

color verde.

5.9.1.2. Secuencias obtenidas del zimograma de acido hialurénico

A partir del zimograma para la determinacién de la actividad hialuronidasa se hizo

el secuenciamiento de dos bandas que presentaron actividad (Figura 9). Para la banda de la

fraccién 47,2 se obtuvieron tres fragmentos, dos de ellos con identidad para keratin, type II

cytoskeletal 6A-like, partial de Parasteatoda tepidariorum (NCBI: XP_015915717.1;

UniParc: UPIO0077F9947) y el tercero tuvo identidad con Tricarboxylate transport

protein-like protein de Dinothrombium tinctorium (GenBank: RWS13677.1; UniProtKB:

AOA3S3PEL2). Para la banda de la fraccion 52,6 se obtuvieron cuatro fragmentos

secuenciados, tres de ellos presentaron identidad con Techylectin-like protein de P.

nigriventer (UniProtKB/Swiss-Prot: P85031.1), y el restante con U2-ctenitoin-Pkla de P.
keiserlingi (UniProtKB/Swiss-Prot: P83905.1) (Tabla 16).
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Tabla 16. Fragmentos secuenciados de las bandas del zimograma de actividad

hialuronidasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis (Figura 9).

Banda de

. . Fragmentos secuenciados
hialuronidasa

1. LALDVEIATYR
Hasa 47,2 % 2. FASFIDK
3. TAIRFGAFEALKK
1. AIPNPIDVYCDMVTDGGGWTVIQR
2. DNFPVCPSPPLPIDCEEVLQR
3. GICNLNLALQLITDVR
4. CGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSK

Hasa: Hialuronidasa.

Hasa 52,6%

La busqueda de homologia entre estos fragmentos y el transcriptoma arrojo
resultados tinicamente para los fragmentos 1, 2 y 4 de la banda de hialuronidasa de la
fraccién 52,6 del veneno. La homologia encontrada para los fragmentos 1y 2 coincide en el
transcrito PhbFibTec40, con identidad de 91,7 % y 100,0 %, y e-value de 3,8e-11 y 7,6e-
08, respectivamente (Figura 20). Mientras el fragmento 4 tuvo homologia con el transcrito
PhbNtxNav24, con una identidad de 100,0 % y un e-value de 9,8e-13. A pesar que se
encontr6 identidad entre los fragmentos secuenciados y las transcritos obtenidos del andlisis
transcriptomico de las glandulas venenosas de P. boliviensis, ninguno de estos transcritos
codifica para hialuronidasas; sin embargo, se reportan los alineamientos por la alta
identidad encontrada, ya que es posible que, al ser las bandas de hialuronidasas tan
pequefias y dada la tincién oscura del gel (Figura 9), es posible que en el aislamiento de la
banda se hayan tomado bandas de otros péptidos, correspondientes al producto del

secuenciamiento.
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Figura 20. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de las bandas de hialuronidasa de la fraccién de
52,6 % del zimograma de actividad hialuronidasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis y el transcrito
PhbFibTec40. Las coincidencias en aminoéacidos en las secuencias se muestran en color verde.

En el alineamiento del transcrito PhbNtxNav24 con los fragmentos obtenidos del

secuenciamiento de la banda con actividad hialuronidasa de la fraccién 52,6, se evidencia

que unicamente el fragmento 4 tiene 100,00 % de identidad con este transcrito, los otros

fragmentos tienen porcentajes de identidad que no superan el 25 %; para el fragmento 1 es

de 20,83 %, para el fragmento 2 es de 23,81 % y para el fragmento 3 es de 25,00 % (Figura

21).
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Figura 21. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de las bandas de hialuronidasa de la fraccién de
52,6 % del zimograma de actividad hialuronidasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis y el transcrito
PhbNtxNav24. Las coincidencias en aminoacidos en las secuencias se muestran en color verde.

5.9.2. Busqueda de la secuencia del gen codificante del péptido recombinante en

la glandula venenosa

Con el fin de buscar la secuencia codificante de Ctx en los transcritos de la glandula

venenosa de la arafia P. boliviensis, se procedio a extraer el RNA de la glandula,
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obteniendo 11,4 pg de RNA total, de los que se emplearon 4 pg para obtener cDNA y
amplificar un gen codificante semejante a Ctx-4. Se logré obtener un amplificado de
tamafio esperado, que fue posteriormente clonado en vector de clonacién pCR 2.1-TOPO®.
Dicho plasmido se utiliz6 para transformar células de E. coli XL1Blue. Algunas células
producto de la transformacién se evaluaron por PCR de colonia. Posteriormente, se
purificaron los plasmidos de 4 colonias que mostraron una amplificado de DNA del tamafio
esperado en el PCR de colonia. Los plasmidos purificados se enviaron a secuenciacién y
después de analizar las secuencias, se encontro que todas ellas tienen una alta identidad con

el péptido recombinante Ctx-4 (98,1 %).

Adicionalmente, a estas secuencias obtenidas de los plasmidos pCR 2.1-TOPO-Ctx,
se les busco homologia con el transcriptoma. Empleando la herramienta blastn, se encontré
homologia con el transcrito PhbNtxNav23, con identidad de 94,3 % e e-value de 8,2e-76
(Figura 22). Buscando la homologia entre las secuencias y el transcriptoma con la
herramienta blastx, se encontré un porcentaje de 98,1 % con el transcrito PhbNtxNav24 y
un e-value de 2,9e-34, que dicho transcrito fue el empleado para la construccién del gen

codificante de Ctx-4.

10 20 30 40 50
seanlcposlaseeloneslcsnellanss loaues leseolossslsusnlles: STieniEg
PhbNtxNav23  ARCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFPAGMAVRKAFCKNKI 100
TOPO/Ctx-4_1 GKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMAVRKAFCKNKI 94,34
rctx-4 GKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMALRKAFCKNKI 92,45

Figura 22. Alineamiento de las secuencias peptidicas del transcrito PhbNtxNav23, la secuencia obtenida para
los plasmidos y del péptido recombinante Ctx-4. Las coincidencias en aminoacidos en las secuencias se
muestran en color verde.

Se realizo el alineamiento de las secuencias peptidicas obtenidas de los plasmidos
TOPO/Ctx-4 y de cada transcrito. En el alineamiento para el transcrito PhbNtxNav23, se
puede ver una gran coincidencia entre los aminoacidos de las secuencias; no obstante, no
comparten una identidad del 100,0 %, por ejemplo, la secuencia del péptido Ctx-4
recombinante tiene un 92,5 % de identidad con el transcrito, debido a la diferencia de

cuatro aminoacidos (Ai-Gi, Ro-Kj3, P3g-Asg ¥ Vas-Las); mientras que la secuencia de los
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plasmidos TOPO/Ctx-4 tienen un 94,3 % de identidad con el transcrito por la diferencia de
tres aminoacidos (Ai-Gi, Ro-K; y Psg-As); pero las secuencias del péptido recombinante
Ctx-4 y los plasmidos TOPO/Ctx-4, tienen un 98,1 % de identidad, ya que solo difieren en

un aminoacido (Vas-Las).

En el alineamiento de una las secuencias peptidicas obtenidas de los plasmidos
TOPO/Ctx-4 con la del transcrito PhbNtxNav24, secuencia empleada para expresar el
péptido recombinante Ctx-4, se puede apreciar que hay una mayor identidad entre estas
(Figura 23). En este alineamiento se observa tinicamente el cambio de un aminoacido en las
secuencias de los plasmidos TOPO/Ctx-4 y las secuencias del transcrito PhbNtxNav24 y el

péptido recombinante Ctx-4, de leucina por valina en la posicion 44.

10 20 30 40 50
ceeileeiid el ee el e. . %Identity
PhbNtxNav24 GKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMALRKAFCKNKI 100
rctx-4 GKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMALRKAFCKNKI 100
TOPO/Ctx-4_1 GKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMAVRKAFCKNKI 98,11

Figura 23. Alineamiento de las secuencias peptidicas de PhbNtxNav24, del péptido recombinante Ctx-4 y la
secuencia obtenida para los plasmidos. Las coincidencias en aminoacidos en las secuencias se muestran en
color verde.

5.10. Evaluacion de actividades biologicas

5.10.1. Determinacion de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del veneno de P. boliviensis se evalud para diferentes
fracciones del veneno obtenidas por RP-HPLC (gradiente 1) (Figura 4). Las fracciones se
seleccionaron de acuerdo a la cantidad de proteina disponible, tomando como base 1 pg; sin
embargo, para la mayoria se emplearon 3 pg. Las fracciones del veneno de P. boliviensis a
las dosis evaluadas no mostraron actividad antimicrobiana para P. aeruginosa

(gramnegativa) y S. aureus (grampositiva) (Anexo 1X).
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5.10.2. Evaluacion de actividades in vivo

5.10.2.1. Evaluacion de toxicidad aguda del veneno de P. boliviensis

Para la evaluacion de la toxicidad aguda del veneno completo de P. boliviensis se
utiliz6 una dosis de 1 pg/g de peso corporal, inyectada via i.p. A esta dosis se evidenciaron
signos de envenenamiento en todos los ratones evaluados que aumentaron en el transcurso
del tiempo hasta desencadenar en muerte. Los signos de envenenamiento mas
predominantes fueron las alteraciones motoras observandose principalmente dificultad en la
marcha y mioclonos, dolor que se evidencia por estiramientos de los ratones y su excesivo

acicalamiento, asi como disnea y diarrea (Tabla 17).

Tabla 17. Signos y sintomas de toxicidad en los ratones tratados a dosis de 1 pg/g del

veneno completo de P. boliviensis, segun su curso temporal.

Agitacién/excitacion inmediatamente después de la administracion

Quietud

Diarrea

Acicalamiento excesivo

Signos y sintomas entre los | pDispea
0 minutos y 30 minutos

después de la Dificultad en la marcha: marcha en punta (Figura 24) y dificultad
administracion motora
Sialorrea

Corea / Brincos

Mioclonos

Estiramientos / Dolor

Disnea
. i Inestabilidad
Signos y sintomas entre los
30 minutos y 60 minutos Temblor
después de la Sialorrea
administracion
Mioclonos

Corea / Brincos

Muertes 45 min — 54 min — 67 min
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Figura 24. Marcha en punta: signo de envenenamiento evidenciado
en el que los ratones elevan su parte posterior caminando tinicamente
en la punta de sus patas traseras.

Posterior a las muertes de los ratones se realizé la evaluacion macroscopica de los
organos principales para evaluar los posibles efectos ocasionados por el veneno. En
pulmones se encontraron principalmente zonas hemorragicas y algunas zonas infartadas; el

higado se observé friable y hemorragico.

La prueba de toxicidad continu6 con la administracion de la dosis de 0,9 pg/g de
peso corporal, por via i.p., para encontrar la DLs,. Los ratones inyectados con esta dosis
mostraron signos de toxicidad iguales a los registrados para la dosis de 1,0 pg/g (Tabla 18).
No obstante, solo se registraron dos muertes. El ratén sobreviviente fue evaluado durante
14 dias, en los que no mostré signos evidentes de intoxicacion, aunque presentd una
disminucién de su peso durante los primeros dias, seguido por altibajos y, durante los
ultimos dias del experimento, mostrd tendencia a la recuperacion (Anexo X). Los drganos
de los ratones que murieron presentaron las mismas condiciones de los 6rganos de los
ratones evaluados con dosis de 1,0 pg/g; los organos del ratén sacrificado el dia 14, se
encontraron en un estado saludable. De acuerdo a estos resultados se logra determinar una

DL, para el veneno de P. boliviensis de 0,9 pg/g por via i.p.
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Tabla 18. Signos y sintomas de toxicidad en los ratones tratados a dosis de 0,9 pg/g del

veneno completo de P. boliviensis, segun su curso temporal

Signos y sintomas en los
primeros 30 minutos
después de la
administracion

Agitacion con periodos de quietud

Mioclonos

Temblor

Corea / Brincos

Diarrea

Dificultad en la marcha (marcha en punta)

Signos y sintomas en las 4
horas después de la
administracion

Disnea con jadeo

Temblor

Dificultad en la marcha (marcha en punta)

Sialorrea

Acicalamiento excesivo

Mioclonos

Quietud

Piloereccion

Diarrea

Corea / Brincos

Signos y sintomas en los 13
dias siguientes

Quietud

Pocas secreciones

No presenta temblor

Genitales normales

Buena fuerza de agarre

Muertes

53 min — 130 min

5.10.2.2. Evaluacién de toxicidad aguda del péptido recombinante Ctx-4

Ninguno de los ratones tratados a dosis de 0,9 pg/g del péptido recombinante

plegado mostré signos de toxicidad, ni se evidencié una variaciéon de peso importante

durante los 14 dias del experimento, con incremento de peso al final del experimento

(Anexo XI). Estos mismos resultados se presentaron con la administracion de las dosis de

1,0 y 1,5 pg/g, evidenciando que el péptido recombinante no es toxico para ratones por esta

via, a las dosis usadas. La evaluacion macroscopica de los érganos no revel6 ninguna

alteracién en tamaiio, forma, color o friabilidad. Adicionalmente, la administracién de 0,5,
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1,0 y 2,0 pg via i.cr. de las fracciones de péptido recombinante Ctx-4 provenientes de la

purificacién por RP-HPLC tampoco mostraron toxicidad en los ratones.

5.10.2.3. Evaluacién de toxicidad del péptido recombinante Ctx-4 sobre grillos

La administracion i.m. de 5 pg de las fracciones obtenidas en la purificacion del
péptido recombinante plegado Ctx-4 (Figura 17) sobre grillos produjo una toxicidad severa
caracterizada por la produccion de paralisis en el animal durante mas de 30 minutos. Los
grillos inyectados con la fraccién 36,5 % de ACN (Figura 17) mostraron paralisis 1 minuto
después de la administracion, mientras que la inyeccion de las fracciones obtenidas por RP-

HPLC de 38,7 y 39,5 % de ACN (Figura 17) produjeron paralisis inmediata en los grillos.

En observaciones adicionales realizadas, los grillos inyectados con la fraccion 36,5
% de ACN recuperaron parte de su movilidad 2 horas después de la administracion, y
totalmente a las 24 horas. Ademas, a los grillos se les administraron 1,0 y 2,5 pg de la
fraccion 38,7 % de ACN, mostrando la misma toxicidad severa observada en los grillos
administrados con 5,0 pg de esta fraccion. Los grillos administrados con las fracciones 38,7
y 39,5 % de ACN murieron entre 29 horas y 32 horas después de la administracion,

respectivamente.

5.10.2.4. Determinacion de la Dosis Paralizante media (DPm) del péptido

recombinante sobre grillos

La determinacion de la DPm se evalud con la fraccion de 38,7 % de ACN obtenida
de la purificacién por RP-HPLC del Ctx-4 plegado (Figura 17), con una dosis inicial de 1,3
ng/g. Los resultados se muestran como X en caso que el grillo haya mostrado la pérdida de
toda movilidad durante minimo 2 minutos en los primeros 10 minutos posteriores a la

administracién, y 0 en caso que no lo haya mostrado (Tabla 19).
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Tabla 19. Evaluacion del efecto paralizante de Ctx-4 recombinante plegado sobre grillos (n

= 6)

Dosis (ng/g) Log 1 2 3 4 5 6
1,959 0,292
1,306 0,116 X 0 X
0,871 - 0,060 0 0

El niimero subrayado indica la dosis inicial.

El resultado obtenido se emple6 para hallar las variables necesarias para aplicar la
ecuacion 1, con su error estandar (Anexo V).

DPm=-0,60+(0,831 x 0,176 |=0,0863

Al aplicar el antilogaritmo al resultado de la ecuacion se obtuvo la DPm de Ctx-4

recombinante de 1,22 pg/g, el error estandar es 0,306.

5.10.2.5. Evaluacion de toxicidad del péptido recombinante Ctx-4 sobre peces

La administracién i.m. de 5,0 pg de la fracciéon de 38,7 % de ACN obtenida en la
purificacion del péptido recombinante plegado Ctx-4 (Figura 17), que fue la que mostré la
mayor toxicidad sobre grillos. No se evidencié ninguna reaccion toxica sobre peces cebra,

no murieron ni perdieron su movilidad.

5.10.2.6. Evaluacion de la actividad analgésica por el método de Tail-Flick

5.10.2.6.1. Fracciones obtenidas en el cartucho Sep-Pack

La fraccion correspondiente al eluato del veneno (0) de P. bolviensis (Tabla 5), fue
administrada por via i.p. a los animales de experimentacion, en dosis de 0,37, 0,55 y 0,74
ug/g. Dichas dosis corresponden a tres dosis inferiores a la DLs, determinado para el
veneno completo. A las dosis evaluadas, no mostr6 un aumento del tiempo de retirada de la
cola de los ratones del estimulo térmico; tampoco se evidenciaron signos de toxicidad como
temblores o salivacion (Anexo XII). El analisis estadistico (ANOVA de dos vias) mostro
que no hay diferencias significativas (***p < 0,05) entre la respuesta de los ratones tratados

con SSN con la fraccién eluato del veneno a las tres dosis utilizadas.
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La fraccién 1 evaluada a dosis de 0,25, 0,50 y 0,75 pg/g (i.p.), no disminuy6 el
tiempo de latencia de los animales de experimentacion sometidos al estimulo térmico;
tampoco mostraron signos de toxicidad. El analisis estadistico no reveld diferencia
significativa (***p < 0,05) en la respuesta de los ratones administrados con SSN con la

fraccién 1 (Anexo XII).

La fraccion 2 fue administrada a dosis de 0,25, 0,50 y 0,75 pg/g (i.p.). El tiempo de
latencia aumento6 notoriamente en la dosis de 0,75 pg/g siendo comparable con el resultado
del control positivo en algunos intervalos de tiempo; este aumento es dependiente de la
dosis. La dosis de 0,50 pg/g mostré un aumento leve en la medicién de retirada de la cola a
los 30 minutos después de la administracion de 44,9 % de EMP, este efecto disminuyé en la
medicion de los 60 minutos a 30,7 % EMP y luego aument6 a 36,2 y 37,8 % EMP, en las
mediciones de los 90 y 120 minutos, respectivamente. L.os porcentajes obtenidos para la
dosis de 0,75 pg/g fueron mucho mayores, en la medicién de los 30 minutos, con 66,1 % de
EMP y alcanzando 100 % de EMP en las mediciones de los 60 y 90 minutos. Sin embargo,
los signos de toxicidad de esta fraccion se presentaron con las dosis de 0,50 y 0,75 pg/g;
ademas de los signos ya descritos del envenenamiento (apartado 5.10.2.1.), también se
produjo la muerte de dos ratones de la dosis de 0,50 pg/g a los 50 minutos y 60 minutos
después de la administracion, y de cuatro ratones de la dosis de 0,75 pg/g murieron entre 37
minutos y 54 minutos después de la administracion y el quinto ratén de este grupo murio a
los 91 minutos de la inyeccion de la dosis; por esta razén no fue posible realizar el analisis

estadistico ANOVA ni el test post hoc de Bonferroni (Figura 25).
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Figura 25. Determinacion de actividad analgésica por el método Tail Flick de la
fraccion 2 del veneno de P. boliviensis (via i.p.) obtenida por separacién del
veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18. La grafica representa la media +
SEM del % EMP.

Estas mismas dosis se probaron via s.c., notandose efectos téxicos a todas las dosis
evaluadas, pero a diferencia de la inyeccién intraperitoneal en los ratones se evidenci6
priapismo, a todas las dosis. La respuesta del periodo de latencia de los ratones fue variable
en los tiempos de medicion y las dosis de tratamiento. L.os mayores porcentajes de EMP los
tuvo la dosis de 0,75 pg/g con 56,8 y 56,3 %, registrados en las mediciones de los 30 y 120
minutos, respectivamente. Sin embargo, corroborar este efecto es dificil por el alto nimero
de muertes (Figura 26). Ademas, a las dosis de 0,50 y 0,75 pg/g se presentaron varias
muertes: a la dosis de 0,50 pg/g murieron tres ratones después de la medicién realizada a
los 30 minutos, para la dosis de 0,75 pg/g se registraron tres muertes antes de los 30
minutos y una mas después esta. L.os ratones que presentaron priapismo no fallecieron, este

signo se evidencio pasada la primera medicion y perdur6 hasta el final del experimento.
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Fracecion2 0,25 uglg
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7 Fraccion2 0,75 uglg

30 min 60 min 20 min 120 min

Tiempo de medicion
Figura 26. Determinacién de actividad analgésica por el método Tail Flick de la
fraccion 2 del veneno de P. boliviensis (via s.c.), obtenida por fraccionamiento
del veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18. La gréfica representa la
media + SEM del % EMP.

5.10.2.6.2. Fracciones obtenidas por RP-HPL.C

La fraccién 2 de la separacion con el cartucho Sep-Pack se sometié a una segunda
purificacién por RP-HPLC (gradiente 2) y algunas de sus fracciones se seleccionaron para
la evaluacién de la actividad analgésica. Se evaluaron por via i.cr., empleando la maxima
dosis disponible (de 0,1 a 0,6 pg/g). Se detecté un aumento en el efecto maximo posible
producido por algunas fracciones, ademads de efectos téxicos que en algunos casos llegaron

a producir muerte y priapismo (Tabla 20).

El aumento del efecto maximo posible fue poco en la mayoria de las facciones; no
obstante, la fraccién de 38,4 % de ACN, que ademas genera toxicidad y muerte, alcanzé a
tener un efecto maximo posible del 70,61 % a los 30 minutos de haber sido inyectado, pero
que disminuy6 con el paso del tiempo (Tabla 20). Una alicuota de la fraccion de 38,4 % de
ACN con efecto analgésico se corri6 por RP-HPLC (gradiente 1), eluyendo a 43,9 %

(Figura 27); bajo este gradiente 1 se obtuvo una fraccién del veneno completo con una
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masa molecular determinada de 5.180,22 Da (Figura 4 y Tabla 6). Aunque muchas de las
fracciones no presentaron un efecto tan notorio como la fraccién de 38,4 % de ACN, en
algunas se evidenciéo un aumento del periodo de latencia que oscilo entre el 30 y 48 %

(resultados subrayados en la Tabla 20).
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Figura 27. Perfil cromatogréfico de la co-elucién del veneno de P. boliviensis por RP-HPLC, gradiente 1
(linea azul) con la fraccion de 38,4 % de ACN (gradiente 2) repurificada bajo gradiente 1 (linea roja).

Los efectos téxicos que se observaron fueron los presenciados en la prueba de
toxicidad aguda: dificultad motora, espasmos, disnea, sialorrea, pero ademas se
evidenciaron opistétonos en las fracciones de 37,2 y 38,4 % de ACN. En estas dos
fracciones ademas se presentaron otros efectos notorios. La fracciéon de 37,2 % de ACN

presento priapismo, que no se observé en otras fracciones.

Tabla 20. Evaluacion de la actividad analgésica por el método Tail-Flick de las fracciones
obtenidas por RP-HPLC (gradiente 2) de la fraccion 2, de la separacion en el cartucho Sep-

Pack, del veneno de P. boliviensis y efectos adicionales observados.

% de ACNde Dosis % Efecto Maximo Posible Signos y sintomas
lafraccion  (pg/g) 30min  60min 90 min 120 min

SSN 10,09 13,29 18,08 7,54
Morfina 0,1 100 98,42 73,72 67,06
25,6 0,1 4,84 8,18 31,44 20,41
26,2 0,1 10,23 11,45 21,17 1,76
27,8 0,1 27,25 0,0 18,28 3,53
29,9 0,1 6,64 8,19 11,32 13,99

30,7 0,1 10,38 25,91 13,95 10,76
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31,0 0,1 34,34 35.09 14,05 11,09

31,7 0,1 23,71 32,33 13,39 19,63

31,9 0,1 4,97 4,95 11,29 10,99

32,3 0,1 17,33 4,79 9,13 4,32 Toxicidad-Muerte de 2 ratones (60-90 min)
32,7 0,1 17,61 32,16 14,84 16,13

32,9 0,1 22,18 11,62 16,75 3,59

33,1 0,1 16,37 19,71 25,14 14,02

33,7 0,2 12,48 3,9 0,0 11,07

34,0 0,3 6,27 0,0 0,0 9,50

34,3 0,4 14,33 6,92 9,28 26,6

34,7 0,3 10,53 19,08 0,0 13,20

35,1 0,6 8,29 11,09 9,15 2,78

35,8 0,2 22,53 6,39 4,13 12,74

36,0 0,2 22,08 6,24 3,79 0,0 Toxicidad en 2 ratones—Muertes: 1 ratén
36,4 0,3 11,40 15,49 15,64 13,81 Toxicidad, mioclonos—Muertes: 1 ratén
36,7 0,2 17,59 15,65 18,63 13,98

37,2 0,4 41,17 25,0 6,37 15,24  Priapismo y toxicidad—Muertes: 2 ratones
37,8 0,2 18,12 23,85 0,0 16,45 Toxicidad—Muertes: 3 ratones

38,1 0,4 0,0 - - - Toxicidad—Muertes: 5 ratones

38,4 0,3 70,61 48,22 59,49 66,19 Toxicidad—Muertes: 4 ratones

39,1 0,15 15,48 33,19 1,82 0,0 Toxicidad—Muertes: 1 ratén

39,7 0,2 10,72 3,84 1,92 4,76

40,2 0,25 38.80 17,32 24,58 31,47

40,5 0,3 15,04 8,37 16,87 10,71  Toxicidad, hemorragia v.o.—Muertes: 2 ratones
41,7 0,25 17,65 15,02 16,33 28,59

42,0 0,4 10,47 18,33 16,45 16,19

42,3 0,4 29,35 16,66 19,78 7,57

42,5 0,4 37.87 23,18 16,66 32,45

43,1 0,2 18,58 10,90 20,03 25,70

43,4 0,25 37.35 30,34 36.54 34,52

43,7 0,15 47,78 28,66 27,08 32,72

43,9 0,15 39.70 27,82 36,79 37,00

“ Se presenta la media del porcentaje de Efecto Méaximo Posible para cada tiempo de medicién. Los valores
subrayados representan una respuesta de % EMP superior al 30 %.

El analisis estadistico realizado para las muestras que no presentaron muertes,

unicamente evidenci6 diferencias significativas entre la SSN y la fraccion de 43,7 % de
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ACN (0,15 pg/g; i.cr.) en la medicion de los 30 minutos después de la inyeccién (p < 0,01),
lo que sugiere que, de las fracciones que no mostraron toxicidad letal, s6lo esta fraccion
produce un aumento significativo en el tiempo de retirada de la cola del estimulo doloroso.
Ademas, la fraccién de 43,9 % de ACN obtenida mediante la separacion del veneno en el
gradiente 2 (0,15 pg/g; i.cr.) fue la unica que no presento diferencia estadistica con respecto
a la morfina en la medicién de los 120 minutos después de la administracion, planteando
que su efecto en este tiempo puede ser similar al que presenta la morfina. Cabe aclarar que
en los grupos que presentaron muertes durante la experiencia, no se pudo realizar el analisis

estadistico correspondiente (ANOV A de medidas repetidas y pos hoc de Bonferroni).

5.10.2.5.3. Péptido recombinante Ctx-4

El péptido recombinante, crudo y después de ser plegado, se us6 para evaluar la
actividad analgésica por el método Tail Flick administrandolo tanto de manera
intraperitoneal como intracraneal, con el fin de determinar si ambas conformaciones

presentaban actividad.

Los ratones tratados con el péptido recombinante Ctx-4 crudo (i.p.) a dosis de 0,50,
0,75 y 1,0 pg/g no aumentaron significativamente el efecto maximo posible (EMP) con
respecto al EMP registrado para la morfina, tinicamente con las dosis de 0,50 y 0,75 pg/g se
vio aumento del efecto maximo posible dos horas de la administracién del 24,5 y 32,5 %,
respectivamente. De acuerdo al andlisis estadistico no se encontré diferencia significativa
entre la morfina y estas dosis en este momento, aunque es notoria la disminucion del efecto

en la morfina (Figura 28).

El péptido crudo, administrado por via i.cr., a dosis de 0,10 y 0,55 pg/g mostré un
aumento del EMP de 25,5 y 42,3 %, respectivamente, después de una hora de la
administracién. Este resultado es dependiente de la dosis observandose en todos los
tiempos de medicién un EMP superior en la dosis de 0,55 pg/g; ademas, se evidencia que el
EMP de la dosis de 0,55 pg/g incrementa en las mediciones realizadas a los 30 y 60

minutos, y luego disminuye paulatinamente a los 90 minutos, hasta ser notoria a los 120
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minutos. Sin embargo, de acuerdo al analisis estadistico, solo cuando disminuye el efecto
generado por la morfina, no hay diferencia significativa con las dosis administradas del
péptido. En ninguno de los tiempos de medicién se encontrd diferencia estadisticamente
significativa entre el control negativo (SSN) y los ratones tratados con elpéptido

recombinante Ctx-4 (Figura 29).
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Figura 28. Determinacién de actividad analgésica por el método Tail Flick del
péptido recombinante Ctx-4 crudo (via i.p.). La gréfica representa la media +
SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas — post hoc Bonferroni, del
grupo de animales tratados con los controles negativos y positivos (animales
tratados con solucién salina y morfina) contra los grupos de animales tratados con
Ctx-4, a diferentes dosis).
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Figura 29. Determinacién de actividad analgésica por el método Tail Flick del
péptido recombinante Ctx-4 crudo (via i.cr.). La gréafica representa la media +
SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas — post hoc Bonferroni, del
grupo de animales tratados con los controles negativos y positivos (animales
tratados con solucién salina y morfina) contra los grupos de animales tratados con
Ctx-4, a diferentes dosis). El EMP de la SSN a los 90 y 120 minutos fue 0 %.

Por otro lado, el péptido plegado administrado a dosis de 3 ug/g por via intracraneal
mostré un mostré un efecto maximo posible poco potente. En las mediciones realizadas a
los 30 y 60 minutos de la administracién, para la dosis de 3 pg/g logré un efecto maximo
posible de 32,8 y 37,1 %, pero disminuy6 a los 90 y 120 minutos registrando EMP de 20,9
y 29,1 %, respectivamente. Cabe resaltar que no se encuentra diferencia estadisticamente
significativa contra la morfina en la tltima medicién dos horas después de la inyeccién,

aunque el efecto de la morfina disminuye con el tiempo (Figura 30).
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Figura 30. Determinacion de actividad analgésica por el método Tail Flick del péptido recombinante Ctx-4
plegado (via i.cr.). La grafica representa la media + SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas — post
hoc Bonferroni, del grupo de animales tratados con los controles negativos y positivos (animales tratados con
solucién salina y morfina) contra los grupos de animales tratados con Ctx-4, a diferentes dosis).

5.10.2.6. Evaluacién de la actividad analgésica del Ctx-4 recombinante plegado
por el método de Hot Plate

Para la actividad analgésica por el método de Hot plate, se evidencié un efecto
maximo posible. El péptido recombinante Ctx-4 plegado, a dosis de 1,25 ug/g, aplicado por
via i.cr., mostr6 aumentos en el tiempo de latencia registrando 82,1, 78,5, 92,5y 75,4 % de
EMP en las mediciones de 30, 45, 60 y 75 minutos, respectivamente. De acuerdo al analisis
estadistico, la ausencia de diferencias significativas encontradas entre la morfina y la dosis
de 1,25 pg/g del péptido recombinante plegado, indican que los efectos inducidos por la

morfina y el péptido recombinante Ctx-4 plegado son similares. Por otra parte, se evidencia
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un aumento del efecto maximo posible dependiente de la dosis del péptido recombinante
(Figura 31).

100+

-
wn
1

AR Agua

=1 Morfina 0,1 ug/g
= Cix4 1,00 ug/g
mm Ctx-4 1,25 uglg

Tan

% Efecto maximo posible (EMP)
@n
=
1

* p<0,05
" p < 0,01

e
A
1
s

=

45 min 60 min 75 min

Tiempo de medicion
Figura 31. Determinacion de actividad analgésica por el método Hot Plate del péptido recombinante Ctx-4
plegado (via i.cr.). La gréafica representa la media + SEM (ANOVA de medidas repetidas — post hoc
Bonferroni, del grupo de animales tratados con los controles negativos y positivos (animales tratados con
agua y morfina) contra los grupos de animales tratados con Ctx-4, a diferentes dosis).

5.10.2.7. Evaluacion de la actividad analgésica del Ctx-4 recombinante plegado
por el método de Siegmund

El péptido recombinante plegado Ctx-4 a dosis de 1,25, 2,00 y 3,00 pg/g, por via
i.cr. produjo en los animales de experimentacion, previamente estimulados quimicamente
con fenilquinona, unos porcentajes de protecciéon del dolor de 30,2, 43,4 y 34,2 %,
respectivamente; mientras que la proteccién de la morfina fue de 100 % (Figura 32). En el

analisis estadistico se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
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de animales tratados con morfina con respecto a los tratados con el péptido recombinante
Ctx-4, a todas las dosis. Mientras que, al comparar el numero de estiramientos inducidos
por el agente algésico de los grupos tratados con SSN con respecto al péptido Ctx-4

plegado, a diferentes dosis, no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 32. Determinacion de actividad analgésica por el método
Siegmund del péptido recombinante Ctx-4 plegado (via i.cr.). La
grafica representa la media + SEM (ANOVA de una via — post hoc
Bonferroni, del grupo de animales tratados con morfina y Ctx-4 a
diferentes dosis).

0
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6. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Fraccionamiento del veneno

Los resultados de esta investigacion, demostraron que los cromatogramas obtenidos
en esta tesis del veneno completo, de ambos sexos, de P. boliviensis por RP-HPLC
(gradiente 2) muestra similitudes con las purificaciones realizadas por el mismo método, de
manera independiente, de los venenos tanto del macho como de la hembra de P. boliviensis
en el estudio de Estrada-Gomez et al. (2015), con excepcion de la fraccion que eluye
cuando el gradiente de ACN alcanza el 100 %. Tanto en las separaciones reportadas en este
trabajo, como en las publicadas por Estrada-Gomez, se evidencia la presencia de una
fraccién que eluye cuando el gradiente de ACN es 0 %, siendo mucho mas notoria en el
fraccionamiento del veneno de las hembras, al igual que la fraccién que eluye cuando el
gradiente de ACN esta alrededor del 13 %, sugiriendo que en el veneno obtenido para la
realizacién de este trabajo de tesis los componentes pueden presentar una mayor similitud
con el veneno de las hembras o el veneno de arafias de este sexo se encunetra en mayor

porporcién.

En estudios previos de venenos de género Phoneutria se han publicado perfiles
cromatograficos similares a los obtenidos en este trabajo en los que se pueden observar que
la gran mayoria de las fracciones se obtienen entre el rango de gradiente de 25 % hasta 45
% de ACN. Una de las principales similitudes entre los cromatogramas de los venenos de
Phoneutria, incluido el de P. boliviensis, es la presencia de una fraccion de gran intensidad

que eluye cerca de 34 % de ACN (Richardson et al., 2006a).

No obstante, se aprecian diferencias entre los perfiles cromatograficos obtenidos

para los venenos completos de P. nigriventer, P. reidyi y P. keyserlingi, con el de P.
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boliviensis. Una de ellas es la ausencia de una fraccién obtenida en el gradiente del 20% de
ACN para el veneno de P. boliviensis que esta presente en los demas venenos; ademas, el
fraccionamiento por RP-HPLC del veneno completo de P. boliviensis muestra una fraccién
de gran intensidad en el gradiente de 13 % de ACN, a diferencia de los otros venenos de
Phoneutria en los que no es tan intensa y casi inapreciable en el veneno de P. keiserlingi
(Richardson et al., 2006a). Sin embargo, el perfil cromatografico de P. boliviensis muestra
mas similitud con el de P. keiserlingi cuando el gradiente supera el 23 % de ACN; para los
venenos de P. reidyi y especialmente para P. nigriventer, se observan fracciones que eluyen
entre el 23 % y 26 % de ACN, que no son tan destacables en el cromatograma de P.
boliviensis. Al igual que los otros venenos de las especies de este género, el veneno de P.
boliviensis mostré la elucion de fracciones en gradientes superiores al 42 % de ACN,
mientras que para las otras especies de Phoneutria se pueden apreciar fracciones con gran
intensidad entre el 40 y 50 % de ACN, las fracciones de P. boliviensis no son de tanta
intensidad (Richardson et al., 2006a). Esto sugiere que, aunque haya muchas similitudes,
puede haber mayor diferencia entre los componentes del veneno de P. boliviensis o la

proporcionde los mismos, en comparacion con otros venenos de Phoneutria.

Adicionalmente, se observa correlacion entre la mayor concentracion de proteina
obtenida por cuantificacion espectrofotométrica de las fracciones obtenidas por separacion
en el cartucho Sep-Pack y la mayor cantidad de fracciones obtenidas en el cromatograma

(Tabla 6 y Figura 5).

6.2. Perfil electroforético de veneno de P. boliviensis

Las similitudes mostradas en el perfil electroforético de P. boliviensis con los
evidenciados en otras especies de Phoneutria al presentar una gran densidad de proteinas
entre 5y 15 kDa y algunas bandas entre 25 y 45 kDa (Figura 6); no obstante, el hallazgo de
dos bandas con masas relativas de 50 y 75 kDa no habia sido reportado para el veneno de

esta especie. Las bandas presentes en el rango 5 a 15 kDa podrian relacionarse con toxinas
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que alteran canales i6nicos e inhibidores enzimaticos encontrados en otros venenos de
Phoneutria, las bandas superiores podrian deberse a tequilectinas (Richardson et al.,
2006b), Proteinas Secretoras Ricas en Cisteinas (CRISP) (Richardson et al., 2006a) o
enzimas, ya que se han detectado estas proteinas de alto peso molecular en otros venenos de

arafias del género Phoneutria (Langenegger et al., 2018) (Anexo I).

En estudios previos se ha reportado la ausencia de bandas con masas moleculares
superiores a 45 kDa tanto para el veneno de machos como de hembras de P. boliviensis, a
pesar que se evidencia dimorfismo sexual en este veneno, observandose tres bandas con
masas entre 25 y 45 kDa tnicamente en el veneno de las hembras (Estrada-Gomez et al.,
2015). Estas tres bandas reportadas por Estrada-Gomez pueden apreciarse en el perfil
obtenido en este trabajo de tesis y que es de esperarse, ya que no se hizo separacion del
veneno con respecto al sexo de la arafia. La presencia de las bandas de alta masa molecular
puede deberse a la presencia que el veneno de machos P. boliviensis o a que el veneno sufra
variaciones ontogénicas, dado que no se tuvo en cuenta el estado de crecimiento de los
especimenes durante la recoleccién del veneno; estas variaciones se han reportado para el
veneno de P. nigriventer en el que se observaron bandas de alto peso molecular tinicamente
en el venenos de los machos y en el veneno de las hembras pequefias se evidencid
ausencias de proteinas presentes en el veneno de hembras adultas (Herzig et al., 2002). De
igual manera, se han reportado componentes proteicos de masas moleculares superiores a
los 100 kDa en venenos de otras especies de arafias, como «-Latrotoxina (130 kDa) y a-

Latroinsectotoxina (120 kDa) de Lactrodectus mactans (McCormick & Meinwald, 1993).

6.3. Analisis de masas moleculares

Las masas moleculares de las diferentes fracciones del veneno de P. boliviensis se
encontraron entre 3.536,58 Da y 8.715,45 Da. En el veneno de P. keiserlingi se han
reportado neurotoxinas cuyos pesos se encuentran entre 3.099 y 8.769,66 Da (Richardson et

al., 2006a). Este rango también es semejante al reportado para las neurotoxinas de P.
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nigriventer, para el que casi todas las masas se encuentran entre 3.510,2 y 9.559 Da. En el
veneno de P. reidyi también se encontraron neurotoxinas, con masas comprendidas entre
3.465,7 y 8.249,9 Da. Las masas moleculares obtenidas para las fracciones de P. boliviensis
pueden ser neurotoxinas del veneno, ya que algunas de estas fueron evaluadas por el
método de hiperalgesia térmica, encontrando toxicidad y signos de envenenamiento

compatibles con neurotoxicidad (Anexo I).

6.4. Caracterizacion enzimatica del veneno de P. boliviensis

6.4.1. Evaluacion de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis

Existen diferentes tipos de fosfolipasas (A2, B, D) que se encuentran presentes en
los venenos de alacranes, arafias y serpientes, y son responsables de la degradacién de la
membrana celular generando dafio en los tejidos circundantes al sitio de la inyeccion del
veneno (Vines & Bill, 2015); ademas, se ha encontrado que las fosfolipasas de venenos de
arafas causan toxicidad local y sistémica (Sannaningaiah et al., 2014). Por otra parte, los
reportes sobre la presencia o el aislamiento de PLA2 a partir del proteoma en venenos de
arafias no son abundantes, encontrandose en los venenos de Atrax versutus (ahora
Hadronyche versuta) y Eresus niger (Sannaningaiah et al., 2014; Usmanov & Nuritova,

1994).

La falta de actividad de fosfolipasa A2 in vitro, tanto para las fracciones como para
el veneno completo de P. boliviensis, concuerda con los resultados obtenidos en el
transcriptoma, donde solo se encontraron cinco secuencias codificantes para fosfolipasas
A2, las cuales a su vez, presentan bajos niveles de expresién en la glandula venenosa (12,30
TPM), de ahi que sea poco probable que se encuentre su actividad in vitro. Ademas, en los
resultados de la presente investigacion no se presentaron signos locales del
envenenamiento, como el dafio tisular local, adicionalmente, tampoco se han reportado en

los envenenamientos producidos por las arafias de este género.
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La presencia de fosfolipasas A2 en el veneno de P. boliviensis, con una Dosis
Hemolitica minima (DHm) de 202 pg de veneno completo, reportado por Estrada-Gomez et
al., (2015), ha sido la unica publicacién que sugiere la presencia de PLLA2 en el veneno de
una especie del género Phoneutria. Esta dosis se considera una cantidad muy alta de
veneno, y confirma que, a juzgar por los signos de envenenamiento evidenciados, estas
enzimas no parecen tener un papel fundamental en el veneno de estas arafias como lo hacen

para el veneno de las serpientes.

6.4.2. Evaluacion de actividad proteasa del veneno de P. boliviensis

Las proteasas son enzimas presentes en los venenos de diferentes animales que
hidrolizan especificamente los enlaces peptidicos de las proteinas favoreciendo la difusién
del veneno en el tejido (Kini, 2005). Para los venenos de arafias se han reportado
actividades metaloproteolitica y serin proteolitica (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 2000).
Las metaloproteasas son enzimas que dependen completamente de los iones metalicos para
su actividad y que generan varios efectos farmacolégicos como hemorragia, edema, dermo /
mionecrosis y trastornos hemostaticos (Nagaraju et al., 2007a, b), las cuales han sido
reportadas en venenos de varias especies del género Loxosceles; ademas, se han purificado
de los venenos de L. intermedia y de Hippasa partita (Nagaraju et al., 2007a, b; Zanetti et
al., 2002). Por otro lado, las serin proteasas pueden causar efectos como dermonecrosis,
alteraciones en la hemostasis y funcion plaquetaria, ademas de actividad tipo Factor Xa
(Sannaningaiah et al., 2014). A partir de la glandula venenosa de Hippasa agelenoides se
han caracterizado dos serin proteasas de bajo y medio peso molecular que causan algunos

de los efectos mencionados (Devaraja et al., 2008, 2010, 2011).

Especificamente, para arafias del género Phoneutria, la actividad proteolitica ha
sido reportada para el veneno de la especie P. nigriventer, para el que ademas se han
identificado dos serin proteasas (Schenberg & Pereira-Lima, 1971; Peigneur et al., 2018).
En este trabajo se pudo comprobar la actividad proteolitica del veneno completo y de dos

de las fracciones de P. boliviensis; aunque el zimograma no da cuenta si la actividad es
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debida a serin proteasas o metaloproteasas. Por otra parte, aunque se encontraron varios
transcritos putativos de proteasas en la glandula venenosa de P. boliviensis, estas enzimas
podrian ser reguladas por los inhibidores de proteasas, para los que se encontraron una
cantidad considerable de transcritos, lo que podria explicar que el veneno de P. boliviensis
no posea una actividad proteasa tan evidente como el veneno de B. ammodytoides.
Adicionalmente, es probable que no todos los transcritos se traduzcan en proteinas, ya que
estos procesos de transcripcion y traduccién, estan sujetos a una regulacion y dinamica

diferentes (Tan et al., 2015).

6.4.3. Evaluacion de actividad hialuronidasa del veneno de P. boliviensis

Las hialuronidasas son endo--glucosidasas que hidrolizan el acido hialurénico y el
sulfato de condroitina (Manzel & Farr, 1988; da Silveira et al., 2007a,b,c). En los venenos,
las hialuronidasas se conocen como un “factor de propagacion” ya que facilitan la difusion
de las toxinas sistémicas en la circulacién de la presa. La actividad hialuronidasa se ha
reportado en el veneno de diferentes arafias del suborden Araneomorphae como Lycosa
raptorial, Ctenus nigriventer (ahora P. nigriventer) (Kaiser, 1956), Cupiennius salei
(Kuhn-Nentwig et al., 1994), y en arafias de los géneros Lycosa, Lampona, Loxosceles e
Hippasa (Barbaro et al., 2005; da Silveira et al., 2007a; Nagaraju et al., 2006; Rash &
Hodgson, 2002; Wright et al., 1973; Young & Pincus, 2001) y Mygalomorphae como las

tarantulas Brachypelma vagans y Dugesiella hentzi (Schanbacher et al., 1973).

La presencia de hialuronidasas en el veneno de P. boliviensis podria explicar el
rapido desarrollo de signos de envenenamiento observados en la prueba de toxicidad. No
obstante, mediante los fragmentos obtenidos de la secuenciacién, no se logré relacionar la
identidad entre estos fragmentos y secuencias codificantes para estas enzimas en el
transcriptoma. Esto puede deberse a que los fragmentos obtenidos durante la secuenciacién
no hayan sido suficientemente largos, o que, por otro lado, haya habido una contaminacién

en la muestra al cortar las bandas del zimograma, lo cual puede ser muy factible debido a la
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proximidad en las bandas entre 37 y 75 kDa como se observa en la electroforesis, y a que la

banda con actividad hialuronidasa es muy pequefia (Figura 8).

6.5. Analisis transcriptomico de la glandula de P. boliviensis

6.5.1. Componentes del veneno
6.5.1.1. Enzimas

Las secuencias codificantes para diferentes enzimas encontradas en el transcriptoma
de P. boliviensis coinciden con los reportes de varias enzimas que han sido aisladas y
caracterizadas, a partir de venenos de arafas; tales como: hialuronidasas, serin proteasas y
metaloproteasas (Davletov et al., 2012; Isbister & Gray, 2002; King & Hardy, 2013;
Nimmrich & Gross, 2012; Windley et al., 2012).

6.5.1.1.1. Serin proteasas

Las serin proteasas son las enzimas con el mayor nimero de secuencias codificantes
(89) encontradas en el transcriptoma de las glandulas venenosas de P. boliviensis; no
obstante, estos transcritos no tienen altos niveles de expresién de acuerdo al andlisis de
cuantificacién de RNA-Seq (229,62 TPM); esto podria explicar que en el zimograma de
gelatina se haya evidenciado poca actividad proteolitica (Figura 7). Por otra parte, en el
transcriptoma de la glandula venenosa de P. boliviensis se evidencian un gran numero de
secuencias codificantes para inhibidores de serin proteasas (71) con un nivel de expresién
menor que el de las serin proteasas, que podrian disminuir el efecto de estas enzimas del

veneno.

Aunque la actividad proteolitica de los venenos de arafias tiene una larga historia,
estas endopeptidasas son las enzimas menos exploradas de estos venenos. Las serin

proteasas escinden los enlaces peptidicos en las proteinas, razén por la cual en un
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envenenamiento se producen efectos como dermonecrosis, alteraciones en la hemostasis y
en la funcion plaquetaria, ademads de actividad anticoagulante, a través de la inhibicién del
Factor Xa (Sannaningaiah et al., 2014). Sin embargo, estas también pueden actuar en
maduracion de toxinas, digestion de la presa y dafio directo del tejido (Diniz et al., 2018).
Aunque en las pruebas de toxicidad del veneno de P. boliviensis no se evidencio
dermonecrosis, las zonas hemorragicas observadas en pulmones e higado pueden ser el
reflejo de las alteraciones en la coagulacién y el dafio de estos tejidos ocasionadas por estas
enzimas, adicionalmente, y debido a sus efectos, pueden causar alteraciones en la
homeostasis, que se puede evidenciar en la disminucién del peso corporal en los dias
posteriores a la administracion del veneno en el raton sobreviviente de la dosis de 0,9 pg/g

del veneno completo de P. boliviensis (Anexo X).

A pesar que la cantidad de secuencias de las serin proteasas son mucho mayores
para el transcriptoma de P. boliviensis que en otros analisis de glandulas venenosas de
arafias de este género, se podria decir que estas enzimas podrian representar una gran parte
del veneno de las arafias del género Phoneutria, ya que en el analisis de las secuencias
obtenidas de las glandulas venenosas de P. nigriventer, la familia de las serin proteasas fue
la tercera mas representada dentro de los componentes del veneno (42 secuencias
codificantes) (Diniz et al., 2018). Por el contrario, en las glandulas venenosas de P. pertyi
solo se encontraron dos secuencias codificantes para serin proteasas; aun asi, en este
estudio se describieron como una de las principales familias encontradas en este

transcriptoma (Paiva et al., 2019).

En el transcriptoma de P. boliviensis se encontraron dos secuencias con identidad
hacia U21-ctenitoxin-Pnla, una toxina con actividad serin proteasa del veneno de P.
nigriventer, ambas con identidad del 94,3 %, confirmando que, a pesar de la similitud de
los componentes del veneno, se evidencian diferencias entre ellos dentro de las especies de
este género. Ademads, estas enzimas se han reportado en analisis transcriptomicos de

glandulas venenosas de otras arafias como Cupiennius salei, una de las arafias con las que
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mas se observd que tenian identidad las secuencias obtenidas, dado que pertenecen a la

misma familia (Kuhn-Nentwig et al., 2019).

6.5.1.1.2. Colinesterasas

Las colinesterasas son enzimas que lisan los ésteres de la colina, muchos de los
cuales son neurotransmisores, como por ejemplo, la acetilcolina. La actividad catalitica de
esta enzima es esencial para la transmision colinérgica y la funciéon neuromuscular (Colovi¢
et al., 2013). El ejemplo no sindptico mas comtn es el veneno de serpiente, en el que se
desconoce su funcion; aunque por su actividad catalitica, podria sospecharse que inhibiria
la transmisién de las sefiales de la acetilcolina que estda ampliamente distribuida en los
circuitos extrapiramidales dentro del SNC y en el sistema nervioso autonomo dentro del
SNP (Ahmed et al., 2012).

Las secuencias codificantes para colinesterasas encontradas en el transcriptoma de
P. boliviensis (46) tuvieron identidad con acetilcolinesterasas putativas de otras arafias,
como Pardosa pseudoannulata, Stegodyphus mimosarum, Trichonephila clavipes y
Araneus ventricosus. La actividad de estas enzimas en el veneno de P. boliviensis podria
estar relacionada con la perturbacion de las funciones nerviosas ocasionando las
alteraciones motoras y sialorrea evidenciadas en los ensayos de toxicidad en ratones. Estas
enzimas también fueron reportadas en el analisis transcriptomico de P. nigriventer en bajas
proporciones con 10 secuencias codificantes (Diniz et al., 2018); no obstante, esta familia

no fue reportada en el analisis transcriptémico de P. pertyi (Paiva et al., 2019).

6.5.1.1.3. Metaloproteasas

Dentro de la familia de las enzimas, las metaloproteasas presentaron el tercer lugar
de representacion, con un total de 35 secuencias; no obstante, el analisis de cuantificacion
de RNA-Seq mostr6 que sus niveles de expresion eran relativamente bajos, por lo que es

justificable que, ademas de la baja expresién de serin proteasas y la presencia de
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inhibidores, no se haya visto un efecto muy notorio en el zimograma de gelatina. La
actividad de las metaloproteasas ha sido reportada en muchos venenos de arafias del género
Loxosceles e Hippasa (Atkinson & Wright, 1992; da Silveira et al., 2002; Nagaraju et al.,
2007a,b; Pincus et al., 1999; White et al., 1995; Young & Pincus, 2001; Zanetti et al.,
2002); y dos de ellas han sido purificadas, una de cada veneno (Nagaraju et al., 2007a, b;

Zanetti et al., 2002).

De igual manera a lo encontrado en este analisis transcriptomico de las glandulas
venenosas de P. boliviensis, las metaloproteasas también fueron reportadas en el

transcriptoma de P. nigriventer con 33 secuencias codificantes (Diniz et al., 2018).

6.5.1.1.4. Hialuronidasas

Las hialuronidasas se encargan de la hidrélisis de hialuronano en fragmentos de
tamafo molecular variado, reduciendo drasticamente la viscosidad del medio envenenado y
favoreciendo asi la rapida difusiéon de toxinas en la circulacion, que de otro modo se
difundiria mas lentamente (Kemparaju & Girish, 2006; Girish et al., 2002). La actividad
hialuronidasa se ha reportado en diferentes venenos de arafias de los géneros Cupiennius,
Lycosa, Lampona, Loxosceles, Hippasa y Vitalius (Barbaro et al., 2005; da Silveira et al.,
2007a; Kuhn-Nentwig et al., 1994; Nagaraju et al., 2006; Rash & Hodgson, 2002; Rocha-
E-Silva et al., 2009a,b; Wright et al., 1973; Young & Pincus, 2001).

Las secuencias codificantes para hialuronidasas en el transcriptoma de las glandulas
venenosas de P. boliviensis (11) estan en consonancia con la actividad evidenciada en el
zimograma de &cido hialurénico, aunque no se registr6 de forma notoria la hidrdlisis,
podria ser debido a que son pocas las secuencias codificantes para estas enzimas con bajos
niveles de expresion (133,51 TPM), lo que explica que la cantidad empleada de las
fracciones (2 pg) no es suficiente para que se evidencie una notoria degradacion potente del
acido hialurénico en el gel. Estas enzimas también han reportado en analisis

transcriptomicos de otras especies de la familia Ctenidae en bajas proporciones, como en el
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de C. salei representando el 2,2 % de las secuencias (Kuhn-Nentwig et al., 2019); y en el de

P. nigriventer, donde reportaron cuatro secuencias codificantes (Diniz et al., 2018).

6.5.1.1.5. Fosfolipasas

Las fosfolipasas hidrolizan los fosfolipidos en acidos grasos y otras sustancias
lipofilicas. La toxicidad local y sistémica de las fosfolipasas del veneno de arafia esta
relacionada con la produccion de edema, inflamacion, dermonecrosis, hemolisis, alteracion
de hemostasis y de la funcién plaquetaria (Sannaningaiah et al., 2014). En los venenos de
arafias se ha identificado la actividad fosfolipasa A2 en el veneno de la arafia Hadronyche
versuta (Sheumack et al., 1984) y de Eresus niger (Usmanov & Nurtova, 1994). Ademas,
se han identificado isoformas de fosfolipasas D en el veneno de las arafias del género
Loxosceles las cuales inhiben la agregacién plaquetaria en humanos (da Silveira et al.,

2006).

En el transcriptoma de P. boliviensis se encontraron pocas secuencias codificantes
anotadas como fosfolipasas, cinco de estas codificantes para fosfolipasas A2 y una para
fosfolipasa B. A pesar de haber encontrado estas secuencias en el transcriptoma, en las
placas de agarosa con yema de huevo no se evidencié esta actividad para las fracciones
obtenidas por RP-HPLC ni para el veneno completo, lo que puede explicarse por la baja
cantidad de secuencias codificantes, que ademas no tienen altos niveles de expresién, por lo
que podria requerirse de cantidades mucho mayores para que el efecto de estas enzimas sea
visible; lo que puede confirmar que este tipo de enzimas no representan un papel
importante en este envenenamiento. La duda sobre la relevancia de estas enzimas como
componentes del veneno se ha planteado para otras arafias de la familia como C. salei, ya
que la expresion de esta enzima comparada con otras proteinas del veneno es mucho menor
(Kuhn-Nentwig et al., 2019). En el andlisis transcriptémico de P. nigriventer se reporta esta
familia como una de las familias con menor proporcién de secuencias en relacién con las
otras familias de toxinas encontradas, con siete transcritos anotados como fosfolipasas
(Diniz et al., 2018). Ahora bien, en el analisis transcriptomico reportado para P. pertyi no

se indica la presencia de transcritos codificantes para fosfolipasas (Paiva et al., 2019).
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6.5.1.1.6. Otras enzimas

El analisis transcriptomico de las glandulas venenosas de P. bolilviensis reporto la
presencia de otras enzimas con una abundancia y expresion relativa menor. Entre estas se
encuentran las carboxilesterasas, enzimas que hidrolizan los ésteres de acido carboxilico
en sus correspondientes acidos y alcoholes (Torres et al., 2014), y para las que se
encontraron nueve secuencias codificantes cuyos niveles de expresion son relativamente
bajos comparados con los niveles de expresion de los otros componentes. Las
carboxilesterasas pueden catalizar algunos medicamentos, pesticidas y productos
veterinarios que contienen restos éster (Hatfield & Potter 2011); es probable puedan estar
involucradas en la desintoxicacion xenobi6tica y en la resistencia a los insecticidas (Werren
et al., 2010; Bonasio et al., 2010). A pesar de esta funcién fisiolégica, se ha demostrado
que la carboxilesterasa del veneno de Apis mellifera causa reacciones alérgicas en humanos
(Blank et al., 2008), y contribir en la presentacion de algunos a los signos de las

mordeduras por la arafia P. boliviensis.

Entre otras enzimas encontradas como componente integral del veneno de P.
boliviensis estan las kinasas, con cinco secuencias codificantes con bajos niveles de
expresion, y que modifican otras proteinas al agregarles quimicamente grupos fosfato. Las
kinasas se han encontrado en venenos de endoparasitos que les ayudan a inhibir el sistema
inmune de su huésped (Xiu et al., 2017); pudiendo pensar que para P. boliviensis también
podrian potencialmente actuar como toxinas de defensa o en el momento de la mordedura,
inhibir el sistema inmune de la presa que no pueda causar una respuesta de defensa al
envenenamiento. Cabe resaltar que esta enzima no se reporto en el analisis transcriptomico
de P. nigriventer ni de P. pertyi, y no se cuenta con un registro de la presencia de estas
enzimas en venenos de arafias, lo cual podria ser resaltable en cuanto a que es un reporte de

un componente no descrito previamente el veneno de las arafias de este género.
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Las secuencias codificantes para oxidorreductasas encontradas en el analisis
transcriptomico de P. boliviensis (cinco secuencias) con bajos niveles de expresion (5,45
TPM), estan relacionadas con el dominio amino oxidoreductasa, que comprende entre otras
las L-aminoacido oxidasas (L-AAO), unas flavoenzimas responsables de dar el color
amarillo de los venenos de serpientes y catalizar de manera especifica la desaminacion
oxidativa de un L-aminoacido. Estas enzimas son capaces de inducir apoptosis de varios
tipos de células, incluidas las endoteliales vasculares (VEC); aunque el mecanismo adn no
esta claro, parece que implica la producciéon de H,O, que se logra mediante la oxidacion de
algunas proteinas de la membrana plasmatica de VEC (Ciscotto et al., 2008). Otras
actividades de las L-AAO incluyen induccion o inhibicion de la agregacion plaquetaria,
actividad anticoagulante, estimulaciéon de la formacion de edema, hemorragia y funciones

antibacterianas, antivirales y leishmanicidas (Ciscotto et al., 2008).

Por otra parte, se encontraron cuatro secuencias codificantes para glutamato
sintasa que también tienen este dominio amino oxidorreductasa con bajo nivel de expresién
(14,86 TPM). Este tipo de efectos no fueron especialmente visibles durante la evaluacién
macroscopica de los 6rganos en la prueba de toxicidad, ya que fueron pocas las secuencias

codificantes y con bajos niveles de expresion.

Las fosfodiesterasas son un grupo de enzimas que rompen el enlace fosfodiéster.
Se ha reportado la actividad fosfodiesterasa en el veneno de las arafias Aphonopelma
robustus, Aphonopelma cratus y Latrodectus mactans. La farmacologia de la
fosfodiesterasa en los venenos de arafias es desconocida, aunque se ha postulado que altera
los niveles extracelulares de nucledtidos para contribuir a la muerte de las presas;
adicionalmente, al regular la concentracion del AMP ciclico y del GMP ciclico dentro de
las células por degradacion, puede generar vasoconstriccion y aumento de la presion
arterial (Sannaningaiah et al., 2014; Santoro et al., 2009); la hipertensiéon ha sido un
sintoma descrito durante el envenenamiento por arafias del género Phoneutria (Quintana &
Patifio, 2002). En el transcriptoma de P. boliviensis se detectaron dos secuencias

codificantes para fosfodiesterasas que tienen niveles de expresion bajos (85,32 TPM).
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Entre las enzimas que degradan los acidos nucleicos, se encuentran las
endonucleasas, que en el analisis transcriptomico de las glandulas venenosas de P.
boliviensis su abundancia fue de una secuencia codificante y un bajo nivel de expresion
(7,35 TPM). Las endonucleasas son especialmente abundantes en venenos de serpientes,
actuando directamente en mono y/o polinucleotidos, liberando nucleétidos y nucledsidos
que controlan varios sistemas biologicos, entre ellos la funcion plaquetaria, ya que los
nucle6tidos son almacenados en las plaquetas en grandes cantidades, para ser secretados
cuando estas se activan (Santoro et al., 2009). Al igual que las fosfodiesterasas, estas
enzimas podrian aportar con diferentes efectos del envenenamiento que alteren la

homeostasis, como la presion arterial.

Otras enzimas que también fueron encontradas en el transcriptoma de P. boliviensis,
tales como las fosfatasas, transferasas y carboxipeptidasas, que hacen parte del tipo de
enzimas hidrolasas, pueden mejorar la accién de las toxinas al descomponer los refuerzos

intercelulares y las moléculas de la membrana basal (Yan & Wang, 2015).

Entre las secuencias con menor abundancia que codifican para enzimas en el
analisis transcritémico de las glandulas venenosas de P. boliviensis estan las lipasas y
ligasas. Las lipasas hidrolizan los triglicéridos y los colesteril ésteres; se han reportado
previamente en venenos de animales como la serpiente Micrurus altirostris hallada en el
proteoma del veneno y en el transcriptoma de la glandula venenosa, y su contribucién
bioldgica en el veneno es desconocida (Corréa-Netto et al., 2011). La secuencia codificante
catalogada como ligasa, esta relacionada con el dominio asociado a SPRY, cuya funcién es
desconocida. Las proteinas obtenidas a partir de venenos de animales con este dominio se
han denominado serpina (vespryn - Venom PRY-SPRY domain-containing proteins); sin
embargo, solo se han identificado unas pocas proteinas que pertenecen a esta familia a
partir de los venenos de varias serpientes y lagartos. Uno de los miembros de esta familia,

es la ohanina que induce hipolocomocion e hiperalgesia en ratones (Chatrath et al., 2011).
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Estos signos fueron evidenciados en los ratones durante el ensayo de toxicidad aguda del
veneno de P. boliviensis. Por otra parte, en el analisis transcriptomico de las glandulas
venenosas de la tarantula Chilobrachys jingzhao, las ligasas se encontraron asociadas al
metabolismo, pudiendo ejercer la misma funcioén en el veneno de P. boliviensis (Chen et

al., 2008).

6.5.1.2. Neurotoxinas

El propésito principal del veneno de arafa es paralizar a la presa; por lo tanto, es
una rica fuente de variedad de toxinas que afectan el sistema nervioso. Predominantemente,
las neurotoxinas caracterizadas a partir de estos venenos son proteinas / péptidos o acil
poliaminas, que ejercen una variedad de acciones en todo el sistema nervioso. Por tanto, la
mayoria de estas neurotoxinas parecen apuntar a los receptores neuronales, los canales
ionicos neuronales o las proteinas de membrana presinaptica que estan involucradas en la
liberacion de neurotransmisores (Davletov et al., 2012). Las neurotoxinas se han estudiado
ampliamente en las arafias Atrax robustus, Hadronyche versuta y especies de Loxosceles

(Browne, 1997; del Brutto, 2013; Hodgson, 1997; Miller et al., 2000).

Dado que el veneno de las arafias del género Phoneutria se caracteriza por afectar el
Sistema Nervioso, era de esperarse que el analisis transcriptomico de las glandulas
venenosas de P. boliviensis revelara una gran cantidad de transcritos con identidad para este
tipo de toxinas, y de hecho se encontraron 156 secuencias, que ademas, es la familia de
secuencias con mas altos niveles de expresion. Este resultado concuerda con lo encontrado
por Diniz et al. (2018), en las glandulas venenosas de P. nigriventer, donde 84 de las
secuencias encontradas fueron anotadas como moduladores de canales i6nicos de calcio,
sodio o potasio. Ademas, en el analisis transcriptomico de P. pertyi, se encontraron 38
secuencias que tuvieron identidad con toxinas que alteran canales ionicos de sodio y calcio

(Paiva et al., 2019).
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Adicionalmente, las neurotoxinas encontradas en el transcriptoma de P. boliviensis
tienen identidad con toxinas que alteran canales de calcio dependientes de voltaje (49
secuencias); estos canales juegan un rol fundamental en funciones cardiaca, muscular y
neuronal. La funcion biolégica de las toxinas que alteran los canales de calcio en el veneno
de arafia podria estar relacionada con la produccién de paralisis muscular de la presa por el
bloqueo de la entrada de calcio y la liberacion presinaptica de neurotrasmisores resultando
en pardlisis flacida (Escoubas et al., 2000a, b). Por otra parte, la accién de las toxinas de
calcio sobre los canales de calcio en el corazon pueden ser las responsables de las arritmias

generadas durante el envenenamiento por arafias de este género.

En el transcriptoma de P. boliviensis también se encontraron toxinas que alteran
canales de sodio dependientes de voltaje (26 secuencias), que tienen los mas altos niveles
de expresion de los componentes del veneno (5.376,60 TPM). Los canales de sodio
dependientes de voltaje estan presentes principalmente en neuronas y células musculares y
son responsables de la fase de despolarizacion del potencial de accién, contribuyendo en la
generacion y propagacién del potencial de accién en células excitables, aumentando el flujo
de iones de sodio a través de la membrana. Luego, las células se despolarizan de manera
fuerte y duradera, y esto induce una estimulacién neuronal presinaptica que produce una
liberaciéon masiva de neurotransmisores y paralisis (Escoubas et al., 2000a, b). Aunque la
pardlisis no fue un signo evidenciado en las pruebas de toxicidad del veneno de P.
boliviensis, si se observaron alteraciones motoras, principalmente dificultades en la marcha,
que pueden estar mediadas por este tipo de neurotoxinas que generan potenciales de accion
y liberacion de neurotransmisores. Entre estos neurotrasmisores se encuentra la acetilcolina
que esta relacionada con la sialorrea observada en las pruebas de toxicidad y el priapismo

evidenciado en fracciones del veneno de P. boliviensis.

Aunque en este analisis no se encontraron secuencias de neurotoxinas que pudieran
alterar canales de potasio, es importante destacar que a una gran proporciéon de las
secuencias anotadas como neurotoxinas (74 secuencias) aun no se les ha identificado su

posible diana. Adicionalmente, en P. boliviensis se identificaron seis secuencias con
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identidad hacia atracotoxinas pertenecientes a la familia de atracotoxinas tipo MIT,
relacionado con el péptido no téxico Atracotoxin-Hvf17 de Hadronyche versuta, que carece
de actividad insecticida y no afecta la contractilidad del misculo liso (Wen et al., 2005). En

el analisis realizado para P. nigriventer se encontraron tres secuencias (Diniz et al., 2018).

6.5.1.3. Inhibidores enzimaticos

La presencia de inhibidores enzimaticos es fundamental para la regulacion de
enzimas, las cuales podran generar dafios a nivel celular (Armstrong, 2001).
Consecuentemente, en el transcriptoma de las glandulas venenosas de P. boliviensis se
detectaron relaciones directamente proporcionales entre los niveles de expresién de las
enzimas y sus inhibidores. Los niveles de expresion promedio observados para estos
inhibidores fueron un poco menores a los niveles de expresion de las enzimas que inhiben
en la mayoria de los casos, con excepcién de las metaloproteasas para las que el nivel de

expresion de su inhibidor es mucho mayor (Figura 13).

Se han reportado inhibidores de proteasa en el veneno de L. laeta, con actividad
anticoagulante con accion sobre el factor Xa, y L. intermedia (Fernandes-Pedrosa et al.,
2008; Gremski et al., 2010; Gremski et al., 2014). Ademas, se han identificado inhibidores
de serin proteasa en venenos de tarantula con un fuerte efecto sobre la tripsina y también
pueden bloquear el canal de potasio (Yuan et al., 2008). Los resultados reportados para los
analisis transcriptomicos de otras especies de Phoneutria concuerdan con lo encontrado en
el analisis de las glandulas venenosas de P. boliviensis, ya que los inhibidores enzimaticos
se destacaron por la gran cantidad de secuencias codificantes, en su mayoria con accién
sobre serin proteasas (85,5 %), entre los que se encontraron inhibidores de tripsina tipo
Kunitz y de tipo TIL (Trypsin Inhibitor like), de serin proteasa tipo Kazal y de serin
proteasa de la familia Squash. Adicionalmente, se encontraron cistatinas, con dominio
tiroglobulina, una secuencia codificante para un inhibidor de metaloproteasas y otras de

peptidasas.
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Los inhibidores del dominio TIL se han descrito en las secreciones de algunos
aracnidos, como las garrapatas (Fogaca et al., 2006) y los escorpiones (Chen et al., 2013).
En el transcriptoma de las glandulas de P. nigriventer se encontraron inhibidores de
proteasas de diferentes clases como: con dominio tiroglobulina, de tipo TIL, cistatinas, de
tipo Kunitz y serpinas, uno especifico de elastasa y uno de metaloproteasas (TIMP) (Diniz
et al., 2018). Ademas, en el analisis transcriptomico de las glandulas venenosas de P.
pertyi, se encontraron inhibidores tipo TIL y de tipo Kunitz (Paiva et al., 2019).
Adicionalmente, los de tipo Kunitz, con dominio tiroglobulina y cistatinas también se
reportaron en el andlisis transcriptomico de C. salei, pero con una abundancia menor a la

que se aprecio en el transcriptoma de P. boliviensis (Kuhn-Nentwig et al., 2019).

6.5.1.4. Factores de crecimiento

Las proteinas relacionadas con factores de crecimiento, tales como el endotelio
vascular (VEGF), se han reportado en venenos de serpientes, como los de Vipera
ammodytes ammodytes, Daboia russelli russelli y Bothrops insularis (Junqueira de
Azevedo et al., 2001; Suto et al., 2005). En el veneno de Vipera aspis se encontr6 una
proteina con una fuerte similitud con los VEGF, que genera hipotension, tiene efectos
angiogénicos y es capaz de aumentar la permeabilidad vascular de los VEGF (Junqueira de
Azevedo et al., 2001; Suto et al., 2005). En el transcriptoma de P. boliviensis se anotaron
31 secuencias codificantes con este dominio de VEGF, cuyo nivel de expresién promedio
se encuentra entre los mas bajos de los componentes del veneno. Seria posible que estas
secuencias posean este efecto y contribuyan a la hipotension que ha sido descrita durante el
envenenamiento que producen las arafias del género Phoneutria, sin embargo, se requieren

estudios para confirmarlo.

Las cinco secuencias codificantes anotadas para el factor de crecimiento derivado
de plaquetas de las glandulas venenosa de P. boliviensis tienen niveles de expresion
promedio muy bajos (2,45 TPM); podrian cumplir una funcién protectora en la glandula

venenosa al ser mitogénico para diversas células conectivas de tejido (Golde et al., 1980).
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Este tipo de factor se report6 en el veneno de Vipera ammodytes ammodytes, con VEGF-F
que se une a su receptor KDR (receptor que contiene dominio de quinasa, receptor VEGF
2) e induce una variedad de efectos biolégicos, como el crecimiento endotelial, la
permeabilidad vascular y la hipotension (Yamazaki & Morita, 2007, 2008). Las secuencias
anotadas con identidad a este factor en el transcriptoma de P. boliviensis podrian producir
estos efectos generando hipotension, pero se requeriria comprobar este efecto en el

envenenamiento.

Las secuencias codificantes para factor de crecimiento tipo insulina se han
reportado en analisis transcriptomicos de glandulas venenosas de arafias, relacionandose
con la proteccion de la integridad de la arafia, ya que esta proteina podria estimular el
crecimiento de las células de la glandula venenosa, previniendo su rompimiento por la
accion citolitica de algunos componentes del veneno (dos Santos et al., 2009). No obstante,
la insulina y los péptidos relacionados (péptidos y factores de crecimiento tipo insulina y
relaxinas) se han encontrado como un componente mayoritario en el veneno del caracol
marino Connus geographus, jugando un papel principal en su estrategia de caza (Robinson
& Safavi-Hemami, 2016). Ademas, este factor de crecimiento tipo insulina se ha
encontrado en el veneno y en el transcriptoma de la glandula venenosa de la cobra rey
Ophiophagus hannah, también se reporté en el andlisis transcriptdmico de las glandulas
venenosas de la arafia C. salei; su rol atn no se ha determinado, pero se sugiere que su
diana podria ser en el metabolismo alterando las vias de sefializacion de la insulina y la
homeostasis de la glucosa (Kuhn-Nentwig et al., 2019; Robinson & Safavi-Hemami, 2016;
Vonk et al., 2013). Aunque faltan estudios que lo comprueben, se sugiere que las 10
secuencias codificantes para este factor podrian tener estas dos funciones biol6gicas en el
veneno de P. boliviensis: la conservacion de la integridad de la glandula venenosa, asi

como alterar la homeostasis en la presa.

Adicionalmente, en el transcriptoma de P. bolivensis se encontraron dos secuencias
codificantes para factor de crecimiento nervioso, cuyos niveles de expresion promedio

estan entre los mas bajos niveles de las familias identificadas como componentes del
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veneno. Estos factores se han detectado previamente en venenos de serpientes, cuya
funcién probablemente sea hacer el sitio de inyeccion de veneno mas susceptible a los
compuestos venenosos y conduzca a una distribucion éptima de sustancias que de otro
modo dificilmente se infiltrarian en el tejido. El factor de crecimiento nervioso de la
serpiente Naja naja atra, puede influenciar el sistema hemodindmico al causar una
disminucion en la presion arterial en ratas (Kostiza & Meier, 1996). Esto podria indicar que
este factor de crecimiento, asi como los mencionados previamente, generan hipotension y
subsecuente alteracion de la homeostasis en el envenenamiento por P. boliviensis, pero

faltan estudios que lo comprueben.

6.5.1.5. CRISP

Las proteinas CRISP forman parte de la superfamilia CAP (por sus siglas en inglés)
que incluye familias como la de Antigeno-5 y otras proteinas relacionadas con
patogenicidad tipo 1, que son proteinas producidas en plantas en caso de un ataque por
patégenos con actividad antifiingica (van Loon, 1985). Se han identificado miembros de
esta superfamilia en muchos reinos animales, incluidos aquellos donde se encuentran los
animales venenosos, como uno de los componentes mas comunes en los venenos. La
contribucion de las CRISP a la toxicidad del veneno, sus dianas moleculares exactas y el
mecanismo de accion siguen siendo desconocidos. El dominio de proteina de recubrimiento
de esperma (SCP, sperm-coating protein por sus siglas en inglés), tipico en estas moléculas
y presente en las secuencias identificadas, puede funcionar como endopeptidasas. Este
dominio también puede tener una funcién quelante de Ca**, actuando sobre procesos de
seflalizaciéon y deteriorando canales y receptores que son sensibles a este ion. El uso de
enfoques experimentales para revelar las posibles acciones de CRISP en el
envenenamiento, la contracciéon del mdsculo liso, la inflamacién, la inducciéon de la
expresion de las moléculas de adhesion de las células endoteliales vasculares y la inhibicion
de la angiogénesis, indica que estas moléculas, pueden tener un papel en el envenenamiento

(Diniz et al., 2018).
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En el transcriptoma de P. boliviensis se identificaron 36 secuencias codificantes
para CRISP con altos niveles de expresion (1.065,36 TPM), indicando que bien podria ser
unos de los componentes principales en el veneno de esta arafia. El hallazgo de estas
secuencias concuerda con la identificacion previa de una proteina CRISP en el veneno de
P. keyserlingii; ademas de una abundante presencia de componentes putativos del veneno
en el analisis de la glandula venenosa de P. nigriventer (22 secuencias); sin embargo, en el
analisis de las secuencias de P. pertyi, la presencia de esta familia no fue tan abundante
(Paiva et al., 2019). Aunque ya se ha confirmado la presencia de estas proteinas en el
veneno, la diferencia en su abundancia en los analisis de los transcriptomas podrian sugerir
variaciones entre la composicion de los venenos de las especies de este género.
Adicionalmente, se ha reportado su presencia en analisis de las glandulas venenosas de

Grammostola rosea y C. salei (Kimura et al., 2012; Kuhn-Nentwig et al., 2019).

6.5.1.6. Proteinas tumorales controladas traduccionalmente — TCTP

Las funciones fisioldgicas de TCPT aun no se han explorado. Tras el
envenenamiento, las proteinas TCPT promueven la liberacion de histamina en los baséfilos
e inducen la produccion de interleucinas a partir de baséfilos y eosinéfilos (Bheekha-Escura
et al., 2000; Sun et al., 2008). Los estudios han sugerido que la histamina liberada por las
proteinas TCTP se une a sus receptores al inducir edema, aumentar la permeabilidad
vascular y la vasodilatacién (Chaim et al., 2011; Weisel-Eichler & Libersat, 2004). Por lo
tanto, las TCTP también estan teniendo varias aplicaciones terapéuticas en oncologia
experimental y en el desarrollo de medicamentos contra el cancer. Las proteinas tumorales
controladas por traduccion o los factores de liberacion de histamina se identificaron en los
venenos de las arafias L. intermedia, L. laeta y Hogna aspersa con la ayuda de enfoques

transcriptomicos (Gremski et al., 2010).

En el transcriptoma de las glandulas venenosas de P. boliviensis se encontraron 17
secuencias codificantes para esta familia de proteinas que representan una baja proporcion

del transcriptoma y sus niveles de expresion promedio no fueron particularmente altos
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(167,57 TPM). La presencia de estas proteinas en las secuencias obtenidas de las glandulas
venenosas y en el veneno, podria explicar el edema ocasionado en el envenenamiento por
este tipo de arafias; por otro lado, la vasodilatacion generada por estas proteinas puede
producir hipotension. Las TCTP se han reportado previamente en analisis de glandulas
venenosas de otras arafias, entre ellas de Grammostola rosea (Kimura et al., 2012).
Particularmente en arafias del género Phoneutria, se hallaron en el analisis transcriptomico
de P. nigriventer, con 3 secuencias codificantes y altos niveles de expresion (Diniz et al.,
2018); mientras para el de P. pertyi no revela la presencia de estas proteinas (Paiva et al.,

2019).

6.5.1.7. Péptidos tipo fibrinégeno

Las secuencias anotadas como péptidos tipo fibrindgeno encontradas en el andlisis
transcriptomico de la glandula venenosa de P. boliviensis, tuvieron identidad con
tequilectinas. Este tipo de proteinas con el dominio tipo fibrindgeno se ha reportado
previamente en el veneno de la serpiente de agua con cara de perro Cerberus rynchops, en
el que identificaron las proteinas ryncolin 1 y 2, por la similitud de su secuencia con las
ficolinas, se ha sugerido que estas podrian estar relacionadas con la agregacién plaquetaria
y/o coagulacién, e iniciar la activacion del complemento de las lectinas, un importante
sistema efector de la inmunidad innata humoral (OmPraba et al., 2010; Utkin, 2017). En P.
boliviensis se encontraron 78 secuencias relacionadas con péptidos tipo fibrindgeno con
identidad hacia tequilectinas, con un nivel de expresién considerable, aunque bajo si se
compara con los evidenciados para neurotoxinas (348,11 TPM), que podrian ejercer un
efecto similar al que se les relaciona en el veneno de serpiente causando agregacion
plaquetaria en la presa durante el envenenamiento, ademas de participar en la inmunidad
innata. Una de estar proteinas fue reportada en el veneno de P. nigriventer como una lectina
involucrada en la inmunidad innata (Richardson et al., 2006); ademas, se ha reportado en

las glandulas venenosas de otros ctenidos (Kuhn-Nentwig et al., 2019).

6.5.1.8. Otros componentes del veneno
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Los péptidos antimicrobianos estan presentes en todos los seres vivos y son parte
del sistema de defensa innato contra agentes externos (Hancock et al., 2016). Algunos de
esos peéptidos, ademas de tener actividad antimicrobiana, pueden modular el sistema
inmune (Cuperus et al, 2013; Steinstraesser et al., 2011). Las secuencias codificantes para
defensinas se reportaron en las glandulas venenosas de Cuppiennius getazi y C. salei
(Kuhn-Nentwig et al., 2019). En el transcriptoma de las glandulas venosas de P. boliviensis
se anotaron dos secuencias codificantes para defensinas, una de ellas con identidad hacia un
péptido con actividad antimicrobiana; estas secuencias cuentan con un nivel de expresion
promedio muy bajo (21,15 TPM). Asi como una secuencia como antimicrobiano,
presentando un nivel de expresién mas alto (271 TPM), pero no mas que las neurotoxinas.
El bajo numero de secuencias encontradas que podrian tener esta accion antimicrobiana, asi
como sus niveles de expresion, podria explicar que no se haya encontrado una inhibicion en

el crecimiento bacteriano sobre las cepas evaluadas y a las concentraciones trabajadas.

Las seis secuencias codificantes con niveles de expresion promedio muy bajos (7,89
TPM) para factor von Willebrand tipo C, son caracteristicas del dominio tnico de factor
von Willebrand tipo C (SVWC, por las siglas Single domain von Willebrand factor type C),
y responden a desafios ambientales, como la infeccion bacteriana y el estado nutricional,
también estan involucrados en la inmunidad antiviral (Chen et al., 2011). Ademas, una
secuencia del transcriptoma de P. boliviensis tuvo identidad con un péptido diurético tipo
hormona HD-31, una hormona que aumenta la produccion de cAMP activando los
cotransportadores de Na“, K* y CI*, y ademas incrementa la secrecién de fluidos en los
tibulos de Malpighian de varias especies de insectos (Alexander et al., 2018). Los niveles
de expresion de este péptido de tipo hormona diurética son considerables en comparacion
con los niveles de las otras clases (428,94 TPM), sugiriendo que podria ejercer un papel
importante durante el envenenamiento, pudiendo sospechar que por su activacion de
cotransportadores de iones en las células, podria alterar la cantidad de fluido extracelular y

generar una alteracion de la homeostasis.
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Es comun identificar transcritos con anotacién de componentes de veneno sin
funcién conocida. Se anotan como tal porque no tienen un dominio asociado que
corresponda a alguna familia de proteinas u otra informacion de actividad o diana
molecular (Romero-Gutierrez, 2018). Para el transcriptoma de P. boliviensis se
identificaron 15 secuencias con identidad hacia péptidos a los que aiin no se conoce su
funcién ni se pudieron relacionar con un dominio PFAM que pudiese dar un indicio de su
actividad; sin embargo, estos transcritos tienen niveles de expresion promedio
relativamente alto en comparacién con los niveles de las otras clases (597,40 TPM), lo cual
podria indicar que son secuencias que codifican para péptidos que posiblemente jueguen un

papel importante en el envenenamiento de P. boliviensis.

6.6. Diseno, expresion y purificacion de un péptido recombinante con posible

actividad analgésica

El disefio de la toxina recombinante contiene 6His en el extremo amino, que
permitieron la purificacion del producto heterélogo, seguidas del gen de interés, flanqueado
por los sitios de digestion BamHI / Pstl. La expresion de prueba del péptido recombinante
Ctx-4 se realizo en la cepa XL1 Blue de E. coli, una cepa hospedera sugerida para
clonaciones de rutina. El péptido se expreso en células E. coli M15 y Origami, utilizadas
preferiblemente para proteinas toxicas y de proteinas insolubles, respectivamente. A pesar
del uso preferencial de M15, se ha reportado que este sistema y el vector pQE-30 en la
expresion de algunas proteinas tienen una toxicidad inherente no atribuible al IPTG vy, en
consecuencia, produce una marcada inhibicion en el crecimiento celular (Metz et al., 2017).
Esto podria explicar el hecho que, aunque en ambas cepas se haya observado la produccién

de una proteina de tamafio esperado, Origami haya tenido mejores rendimientos aparentes.

La expresiéon del péptido recombinante Ctx-4 en la fraccién insoluble, formando
cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion o agregados insolubles de proteinas, pueden
llegar a formarse porque algunos productos puedes se téxicos para el huésped cuando se

expresan, o no logran adquirir una conformacién correcta, o sufran degradacion
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proteolitica, o se asocien entre ellos (Baneyx & Mujacic, 2004). En este caso, es probable
que parte de la insolubilidad del péptido se deba a su contenido de cisteinas, que
promuevan su agregacion por formacion de algunos puentes disulfuro y/o por la unién de
las regiones hidrofobas. No obstante, la formacion de estos cuerpos de inclusion permite la
expresion continua de proteina recombinante sin comprometer la viabilidad de E. coli
(Samaniego-Hernandez, 2007). La formacién de estos cuerpos de inclusion se ha reportado
previamente en la expresién recombinante de otros péptidos con el mismo nimero de

cisteinas, provenientes del veneno la arafia Oxyopes lineatus (Estrada et al., 2016).

La expresion de proteinas de venenos de arafias en la fraccion soluble se ha logrado
para proteinas dermonecroticas del veneno de L. intermedia, que tienen alto peso molecular
y pocas cisteinas en sus secuencias (Araujo et al., 2003; da Silveira et al., 2006); y para el
péptido Phalf, de 10,894 Da y de 12 cisteinas, mediante la adicién de proteinas de fusién a
las secuencias codificantes (de Souza et al., 2008). Para la expresion heteréloga de
Hainantoxin-IV, un péptido de 35 aminoacidos y seis cisteinas, del veneno de la arafia
Selenocosmia hainana, se combiné la etiqueta glutation-S-transferasa (GST) y un
modificador pequefio relacionado con la ubiquitina (SUMO, por sus siglas en inglés), para
promover la solubilidad y el plegamiento de la proteina recombinante, sin necesidad de
realizar procesos de plegamiento posteriores, y logrando obtener el péptido recombinante
tanto en la fraccion soluble como en la insoluble (Zhang et al., 2015). Aunque esta
estrategia podria resultar promisoria para la obtencion del péptido recombinante Ctx-4 en
fraccion soluble, esto podria disminuir el rendimiento del péptido obtenido (Quintero-
Hernandez et al., 2011); ya que para algunos péptidos que emplean estas estrategias, los

rendimientos son menores al 10 % (Zhang et al., 2015).

El cromatograma obtenido de la purificacion por RP-HPLC del péptido
recombinante plegado (Figura 17), donde las tres fracciones obtenidas tienen masas
similares, sugiriere la formacion de isoformas generadas durante el plegamiento por la
oxidacion de los grupos thiol en la formacién de los enlaces disulfuro, como ha sucedido

para otros péptidos ricos en cisteinas de venenos de arafias expresados de manera
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recombinante (Estrada et al., 2016). La presencia de diferentes isoformas durante el
plegamiento seria factible dada la riqueza de residuos de cisteina del péptido recombinante
(10), pudiendo formarse cinco enlaces disulfuro, con multiples posibilidades de unién y, en
consecuencia, una gran variedad de isoformas del péptido. No obstante, se ha observado
que, incluso después del plegamiento de péptidos de arafa ricos en cisteina, no todas las
isoformas obtenidas después de la purificacion por RP-HPLC son biol6gicamente activas;
tal es el caso del péptido Bal de Brachypelma albiceps, para la que s6lo una de las
isoformas purificadas mostro actividad insecticida (Clement et al., 2015). Dado que las tres
isoformas obtenidas del péptido recombinante Ctx-4 obtenidas en la purificacion del
plegamiento fueron toxicas sobre grillos, se sugiere que la estrategia de plegamiento
empleada es adecuada para el péptido recombinante Ctx-4, aunque otras estrategias podrian

evaluarse para lograr una unica isoforma con la actividad biologica.

El modelo de expresion seleccionado en E. coli, ha sido ampliamente empleado en
la expresién heterdloga de toxinas provenientes de venenos de arafias y puede ser rentable
obteniendo grandes cantidades del péptido recombinante (10-20 mg/L), aunque este
rendimiento disminuye después del plegamiento y purificacion del péptido (Li et al., 2000).
El rendimiento obtenido después del plegamiento y la purificacion por RP-HPLC de la
fraccion con actividad (1,5 mg/L), que si bien no es una gran cantidad de péptido
recombinante, se considera en esta investigacion que es aceptable teniendo en cuenta qué
los rendimientos pueden reducirse en mas de 10 % del producto original. Sin embargo,

podrian probarse otros procesos o sistemas que puedan mejorar este rendimiento.

6.7. Validacion del ensamble

6.7.1. Busqueda de las enzimas secuenciadas en el transcriptoma

6.7.1.1. Sequencias obtenidas del zimograma de gelatina
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Las dos isoformas de serin proteasas en el transcriptoma de P. boliviensis con alta
identidad encontradas a partir de las bandas de actividad proteasa del veneno completo de
P. boliviensis de ~ 30 kDa y la banda de la fraccion de 47,2 % de ACN, sugiere que los
parametros establecidos para la realizacion del ensamble de los reads, fueron adecuados. La
diferencia en un aminoacido entre los fragmentos secuenciados del zimograma y la
obtenida del transcriptoma observado en el alineamiento (Figuras 18 y 19), puede deberse a
una mutacion genoémica o a una isoforma del gen, sin que esto represente evidencia
suficiente para considerar que haya habido un error en la secuenciacion o en el ensamblado.
Las mutaciones o cambios en algunos aminoacidos de las proteinas puede ocurrir sin que
implique necesariamente que un cambio de la funcién cuando este ocurre fuera del sitio
activo de la proteina y no altere su estructura tridimencional, aunque son mucho mas
comunes los cambios en los que hay una reduccion o pérdida completa de la misma

(Griffiths et al., 1999).

Los fragmentos obtenidos para a banda con actividad proteolitica de ~ 23 kDa del
veneno completo, y las bandas con actividad proteolitica de la fraccién de 46,2 % de ACN,
no son concluyentes debido a la ausencia identidad con alguno de los transcritos de P.
boliviensis, ya que un tnico fragmento de 11 residuos no es suficiente para asegurar

identidad hacia una secuencia de esta masa molecular aparente.

6.7.1.2. Secuencias obtenidas en el zimograma de acido hialurénico

La ausencia de identidad de los fragmentos obtenidos por secuenciacion para la
banda con actividad hialuronidasa de la fraccion de 47,2 % de ACN, puede ser debida a que
estas secuencias, aunque unicamente se encontraron tres, no fueran suficiente para
determinar la actividad o las secuencias no eran demasiado largas para generar una
btisqueda certera de un transcrito con el que tengan una alta identidad, con un e-value que

asegure que el alineamiento no se de por azar.

A los fragmentos obtenidos de la fraccién de 52,6 % de ACN del veneno de P.

boliviensis, no se les encontré identidad con transcritos relacionados con esta actividad
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enzimatica, da cuenta de las dificultades en el aislamiento de la banda con actividad, ya que
al ser tan pequefia y por la oscura tincion del gel, se pudo haber extraido bandas adicionales
que no estén relacionadas con esta actividad. La muestra aislada pudo contener proteinas
relacionadas con tequilectinas y neurotoxinas que afectan canales de sodio al encontrar
fragmentos secuenciados a partir del veneno con identidades del 100,0 % con secuencias
del transcriptoma, lo que podria confirmar que, como se mencion6 previamente, en esta
zona de el perfil electroforético se encuentran estos péptidos. Los altos porcentajes de
identidad encontrados en estos fragmentos sugieren que el ensamble del transcriptoma de la

glandula venenosa de P. boliviensis se realiz6 correctamente.

6.7.2. Bisqueda de la secuencia del gen codificante del péptido recombinante en la

glandula venenosa

Los alineamientos de las secuencias de los plasmidos con los transcritos obtenidos,
tanto para el resultado de blastn (94,34 %) como de blastx (98,11 %), muestran que las
diferencias entre las secuencias son pocas, ya que las secuencias resultantes de la busqueda
de identidad representan isoformas del gen. En el alineamiento entre la secuencia resultado
del blastn y la obtenida para el plasmido TOPO/Ctx-4, algunos aminoacidos no coinciden
(A1-G1, Ry-K,, P3s-As). Sin embargo, con el transcrito que se empled para obtener la
secuencia inicial para clonar el péptido, la diferencia radica en un solo aminoacido,
mientras que para el transcrito es leucina, la secuencia de los plasmidos tienen una valina
en su lugar. Esta diferencia de aminoacidos ocurre por el cambio de dos nucleétidos en el
codon, que puede deberse a una mutacion génicao o puede ser una isoforma. La
desigualdad en un aminoacido entre dos secuencias puede implicar o no un cambio en la
funcién del péptido. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que tanto el veneno como el
mRNA, son dindmicos y pueden variar por diferentes circunstancias como respuesta a
estimulos externos e internos, las proteinas pueden ser modificadas post-traduccionalmente,
translocadas, sintetizadas o degradadas (Tan et al., 2015). Sin embargo, el haber encontrado
la secuencia de un gen para el péptido obtenido de la glandula venenosa de una arafia en el

transcriptoma de la glandula venenosa de otra arafia de P. boliviensis, conlleva a proponer
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que tanto la secuenciacién del cDNA como el ensamble de los reads se realizé con los

parametros adecuados.

6.8. Evaluacion de actividades biolégicas

6.8.1. Determinacion de actividad antimicrobiana

Se ha sugerido que los péptidos antimicrobianos activos sobre membrana estan
ampliamente distribuidos en el infraorden Araneomorphae, ya que se han aislado mas de 40
de ellos en cuatro diferentes familias de este infraorden, que suelen tener un amplio rango
de antividad antimicrobiana, tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas (Saez
et al., 2010). La familia Ctenidae se encuentra entre estas cuatro familias para las que se
han reportado actividad antimicrobiana. Las Cupieninas 1a, y d, aisladas de C. salei, son
péptidos antimicrobianos de 35 aminoacidos, con actividad hemolitica, insecticida y
antimicrobiana en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Kuhn-Nentwig et al., 2002).
Sin embargo, las fracciones evaluadas del veneno de P. boliviensis no mostraron esta
actividad. Esto puede explicarse de acuerdo a las secuencias anotadas en el transcriptoma
de las glandulas de esta arafia, tan solo dos estan relacionadas con péptidos con actividad
antimicrobiana. De tal forma, a partir de sintesis quimica o expresion heter6loga, podrian
obtenerse las secuencias del transcriptoma que se anotaron como antimicrobianos putativos

para evaluar su actividad.

6.8.2. Evaluacion de actividades biolédgicas in vivo

6.8.2.1. Evaluacién de toxicidad aguda del veneno de P. boliviensis

Los signos de envenenamiento observados en los ratones se desarrollaron en cortos

periodos de tiempo. Como se mencion6 previamente, el veneno de P. boliviensis tiene
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actividad hialuronidasa débil, que actia como un factor dispersor del veneno. Sin embargo,
la histamina, que ha sido identificada como un componente farmacolégico principal en los
venenos de varias arafias, entre ellas Phoneutria, Loxosceles y Cupiennius, tiene un papel
relevante en el desarrollo de dolor, edema, eritema, aumento de la permeabilidad vascular y
vasodilatacion. Estos efectos generados por la histamina la hacen otro factor de difusién del
veneno, potenciando la toxicidad de algunos compuestos y facilitando la rdpida aparicion
de signos de envenenamiento (Kuhn-Nentwig et al., 2002; Sade et al., 2012). No obstante,

seria necesario realizar la cuantificacion de histamina en el veneno de P. boliviensis.

El dolor en el sitio de la inyeccién fue uno de los primeros signos observados en las
dosis administradas de veneno de P. boliviensis, y pudo evidenciarse por el acicalamiento
en la zona y elevacion la parte posterior, esta ultima puede ser ocasionada en parte por la
generacion de edema en el sitio de la inyeccién, en el que podrian influir las TCTP,

ocasionando no solo dolor sino también la evasion del roce de esta area.

Adicionalmente, el envenenamiento por P. boliviensis present6 sialorrea como uno
de los primeros signos de toxicidad y que se evidencio en todas las dosis ensayadas. Este
signo puede deberse al desbalance adrenérgico / colinérgico ocasionado por las toxinas que
alteran los canales ionicos en la membrana celular; este efecto también es ocasionado por
algunos farmacos colinérgicos muscarinicos que suelen causar salivacion excesiva como un
efecto secundario al incrementar la acetilcolina en el sistema nervioso auténomo,
estimulando las glandulas y aumentando la produccion de saliva (Quintana & Otero, 2002).
Este mecanismo se identificé en una fraccion de P. nigriventer (PhTx2), que ademas de
alterar la inactivacion de los canales de sodio e incrementar el sodio y el calcio
intracelulares, provoca la liberacion de acetilcolina de manera dependiente a la entrada de

calcio (Moura et al., 1998).

Se ha sugerido que el desbalance adrenérgico / colinérgico es responsable de otros

sintomas como el priapismo en el envenenamiento por Phoneutria (Quintana & Otero,
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2002). Este signo no se observo en los ensayos realizados en machos con el veneno
completo de P. boliviensis, pero si fue evidente en la administracion de la fraccién de 37,2
% de ACN (0,4 pg/g; i.cr.). El efecto de inflamacién en genitales mostrado en las hembras
por la administracion i.p. de la misma fraccion y el priapismo pueden ser ocasionados por
alteracion de la fraccién sobre los canales Nay, desencadenando el incremento de la
fluencia de calcio, llevando a un aumento de la sintesis de 6éxido nitrico, que es un
vasodilatador y su inyeccion en el cuerpo cavernoso a concentraciones muy bajas produce
la ereccién, como se ha sugerido para d-ctenitoxin-Pn2a, de P. nigriventer (Oldrati et al.,
2012). Se ha reportado que la toxicidad del veneno de P. nigriventer ejerceria una especie
de antagonismo funcional al priapismo, donde pequefias dosis de veneno pueden inducir

priapismo en ratones sin manifestaciones téxicas (Schenberg & Pereira-Lima, 1971).

Uno de los sintomas mas evidentes en los ratones evaluados con veneno completo
de P. boliviensis se reflej6 en las alteraciones motoras como dificultad en la marcha,
mioclonos y brincos (corea). Estas alteraciones motoras estan relacionadas con el efecto
que ejercen las neurotoxinas sobre los canales i6nicos en el sistema nervioso, especialmente
canales de sodio expresados en neuronas y células musculares (Escoubas et al., 2000a, b).
Como se mencioné anteriormente, las toxinas de sodio en el veneno también pueden
provocar la liberacion de acetilcolina, que, al unirse a los receptores nicotinicos de la placa
motora de las fibras musculares, causa potenciales excitatorios postsinapticos, que derivan
en la generacion de un potencial de accion en la fibra muscular con su correspondiente
contracciéon (Moura et al., 1998). Los ratones evaluados no mostraron signos de paralisis de
las patas traseras y la cola; ni se percibi6 que la cola permaneciera, durante un cierto
periodo, doblada sobre la espalda del animal, como se ha visto en estudios de toxicidad de
otros venenos de arafias de este género. Por otro lado, los ratones aqui evaluados, no
presentaron postracion ni ninguin sintoma prematuro de rigor mortis (Schenberg & Pereira-

Lima, 1971).

Por otra parte, los ratones evaluados presentaron disnea, ocasionalmente con jadeos,

y muerte. Estos signos pueden ser ocasionados por extravasacion de plasma, lo que seria
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compatible con la observacién de zonas hemorragicas en la evaluacion macroscopica de los
pulmones en algunos de los ratones. Este escape de plasma puede ser mediado por la
activacion del sistema kalicreina-kininégeno-kinina, llegando a generar edema pulmonar
(Quintana & Otero, 2002); también puede ser ocasionada por las metaloproteasas del
veneno, y que también se encontraron en el analisis transcriptomico de las glandulas
venenosas de P. boliviensis, estas enzimas podrian explicar, no solo las zonas hemorragicas

encontradas en los pulmones de los ratones, si no también el higado hemorragico.

La DLs, determinada en este estudio (0,9 pg/g) es similar a las reportadas para otras
especies de este género, y es la misma que la reportada para el veneno de P. keiserlingi,
haciéndolo uno de los venenos menos téxicos estudiados hasta ahora de este género

(Valenzuela-Rojas et al., 2019).

6.8.2.2. Evaluacién de toxicidad aguda del péptido recombinante Ctx-4 en ratones

La ausencia de toxicidad presentada por el péptido recombinante Ctx-4 (1,5 pg/g)
en animales de experimentacion, puede deberse a que, aunque se anoto en el transcriptoma
como una neurotoxina de sodio, puede no afectar canales de sodio en mamiferos, pero si en
invertebrados, lo cual podria explicar su toxicidad sobre grillos, pero no en ratones, y su
efecto podria encontrarse sobre otra diana en el sistema nervioso central y / o con un efecto
no relacionado a toxicidad en mamiferos. Adicionalmente, el péptido 6-ctenitoxin-Pnla, a
partir del cual se obtuvo el transcrito con el que se contruy6 el gen Ctx-4, no produjo
sintomas aparentes de intoxicacion con la administracion i.cv. de la toxina (dosis ~ 1,5

ng/g) (Figueiredo et al., 1995).

6.8.2.3. Evaluacioén de toxicidad del péptido recombinante Ctx-4 en peces

La inocuidad del péptido recombinante Ctx-4 plegado a dosis de 5 pg (i.to.) sobre

peces cebra puede ser debido a que los canales celulares de sodio de este pez son similares
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a los canales de sodio en mamiferos. Este pez se ha empleado como modelo para
cuantificar la toxicidad de los piretroides, cuyos efectos téxicos son compatibles con una
accién excitatoria sobre el sistema nervioso, atribuible en parte, como en mamiferos, a
acciones sobre canales de sodio sensibles a voltaje (Texeira et al., 2013). Aunque se sabe
que hay especies de arafias que comen peces como Dolomedes mizhoanus y Dolomedes
sulfurous (Xu et al., 2015), hasta el momento no se conoce la preferencia de Phoneutria

sobre peces en su dieta ni hay estudios sobre su toxicidad en peces.

6.8.2.4. Evaluacion de toxicidad del péptido recombinante Ctx-4 en grillos

Dado que los efectos altamente toxicos mostrados por las tres fracciones plegadas
del péptido recombinante Ctx-4 sobre grillos, estas isoformas del péptido recombinante
podrian variar en el patron de unién de los enlaces disulfuro formados durante el
plegamiento. Los resultados obtenidos de toxicidad del péptido recombinante Ctx-4
plegado, son comparables con los reportes del péptido que fue su referencia §-ctenitoxin-
Pnla de P. nigriventer, ya que se demostré que el péptido nativo es altamente téxico sobre
moscas (Musca domestica) (DLs 3,8 £ 2 ng/mosca) produciendo efectos neurotéxicos que
incluian incapacidad para revertirse, temblores y movimientos no coordinados; y sobre
cucarachas (Periplaneta americana) noqueandolas inmediatamente con pérdida completa

de la coordinacién y contraccién abdominal (0,5 — 2,5 pg/g) (Figueiredo et al., 1995).

Estudios similares han sido realizados para otros péptidos de venenos de arafia con
actividad insecticida. La neurotoxina insecticida Bal de Brachypelma albiceps, se expreso
de manera heterdloga y su actividad insecticida fue probada sobre grillos, reportando
exitosamente dicha actividad en una de las isoformas obtenidas después del plegamiento.
Se ha sugerido que la diana molecular de esta neurotoxina pueden ser los canales de sodio
dependientes de voltaje de los insectos por su accion rapida y fuerte actividad insecticida,
que asemeja la de las toxinas de sodio conocidas en los venenos de arafia (Clement et al.,
2015). El péptido o-ctenitoxin-Pnla ejerce su efecto insecticida ya que ralentiza la

inactivacion de las corrientes de sodio en el SNC de insectos al unirse a los canales de
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sodio dependientes de voltaje (de Lima et al., 2002). Dado que el péptido recombinante
Ctx-4 esta asociado a una secuencia en el transcriptoma de P. boliviensis codificante para
una toxina que altera canales de sodio, se sugiere que el péptido recombinante Ctx-4
también podria ejercer este mismo efecto sobre los canales de sodio de insectos, ya que las

actividades bioldgicas son similares, tanto en invertebrados como en mamiferos.

6.8.2.4. Determinaciéon de la Dosis Paralizante media (DPm) del péptido

recombinante Ctx-4 en grillos

La DPm determinada para la fraccion de 38,7 % de ACN del péptido recombinante
Ctx-4 sobre grillos no puede compararse a profundidad contra las dosis téxicas halladas
para el péptido de referencia §-ctenitoxin-Pnla, ya que los modelos animales empleados
son diferentes y por tanto, podrian poseer una abundancia diferente de canales de sodio, lo
que conllevaria a tener sensibilidad diferente hacia los péptidos. No obstante, en la base que
todas estas especies son insectos, se podria decir que el efecto toxico del péptido
recombinante Ctx-4 es comparable con el péptido de P. nigriventer, pues su DPm esta en el
rango en el que se observaron efectos téxicos para las cucarachas (0,5 — 2,5 pg/g), aunque
la dosis determinada (1,22 + 0,22 pg/g) es muy superior a la reportada para toxicidad en

maoscas.

6.8.2.5. Evaluacién de la actividad analgésica de las fracciones del veneno de P.
boliviensis por el método de Tail-Flick

Los efectos observados en evaluacion de la actividad analgésica por el método de
hiperalgesia térmica de la fracciéon 2 del veneno de P. boliviensis, obtenida por Sep-Pack
(Figuras 24 y 25), es interesante desde el punto de vista bioldgico y farmacologico, ya que
adicional a dicha actividad analgésica, se evidenciaron efectos téxicos conducentes a la
muerte de los ratones, ademas de priapismo. Adicionalmente, el gradiente 2 permitio
identificar la fraccion de 38,4 % de ACN como la fraccion con mayor potencial analgésico
en el veneno. Es destacable que tanto la fraccion 2 obtenida por separacion en el cartucho

Sep-Pack como las fracciones de RP-HPLC, pueden generar tanto el efecto analgésico
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como téxico por diferentes vias de administracion, lo cual podria indicar que algunos de los
compuestos del veneno podrian actuar tanto a nivel del SNP como del SNC, podria ocurrir
que varios compuestos que tengan ambas actividades, analgésica y toxica, a nivel periférico
o a nivel central, o bien que un mismo receptor se exprese en ambas regiones. Estos
resultados dan cuenta de la gran cantidad de componentes que integran esta fraccion del

veneno de P. boliviensis.

Los mayoria de los efectos evidenciados en las fracciones del veneno de P.
boliviensis, concentrados en los gradientes entre el 31 y el 44 % de ACN, pueden
compararse con las fracciones de P nigriventer, PhTx3 (~ 28 y ~ 34 % ACN) que tiene la
mayor diversidad de grupos de toxinas y mayor potencial farmacol6gico, incluidos los
efectos toxicos y muerte, y péptidos con actividad analgésica; la fraccion PhTx4 (~34 y ~
37 %) presenta actividad insecticida y tiene poca toxicidad en ratones; y PhTx2 (~ 37 y ~
44 %), una fraccion altamente toxica en ratones e insectos, la cual produce priapismo,
salivacion, convulsiones y paralisis espastica en miembros anteriores y posteriores
(Peigneur et al., 2018); algunas de las fracciones de P. boliviensis podrian emplearse para

comprobar su efecto sobre invertebrados.

Se destaca la ausencia de signos de toxicidad con las fracciones del veneno de P.
boliviensis, obtenidas con los gradientes 25,6 y 34 %; ya que al compararlas con la alta
toxicidad de fracciones similares de P. nigriventer, sugiere que, aunque las especies de este
género produzcan envenenamientos parecidos, pueden existir diferencias marcadas en los

componentes del veneno y sus funciones biologicas.

De acuerdo con los signos observados posteriores a la administracion de la fraccién
de 37,2 % de ACN de P. boliviensis, podria sugerirse que esta fracciéon tenga un péptido
similar a 6-ctenitoxin-Pn2c de P. nigriventer que genera priapismo y efectos neurot6xicos;

mientras que la fraccion de 38,2 % de ACN podria ser el comparable con §-ctenitoxin-
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Pn2a, ya que ambas muestran efecto neurotoxico y de la que se ha derivado el péptido
PnPP-19, que tiene efecto antinociceptivo activando el receptor cannabinoide 1 y los
receptores opioides p y 6. Sin embargo, aunque se puede realizar una comparacién por la
similitud en sus efectos biologicos, como se demostr6 en la comparacion de toxinas
obtenidas del transcriptoma de P. boliviensis y las toxinas reportadas de P. nigriventer, sus
secuencias, aunque similares presentan algunas diferencias que podrian expresarse en
actividades biologicas diferentes. Por tanto, se deberian realizar mdas experimentos para

COIl’lpI‘Ob&I‘ estos mecanismos.

6.8.2.6. Evaluacion de la actividad analgésica del péptido recombinante Ctx-4

La actividad analgésica moderada registrada para el péptido recombinante Ctx-4
crudo en el modelo de hiperalgesia térmica, por diferentes vias de administracion, sugiere
que su diana terapéutica se encuentra en mayor proporcion a nivel del SNC, que a nivel
periférico, ya que fue mas efectivo administrado por via i.cr., alcanzado porcentajes de 42,3
% de EMP. Por otro lado, el retraso en mostrar un efecto analgésico al ser administrada por

via i.p. podria ser ocasionado por el tiempo que tarda en llegar al SNC.

Por otra parte, la evaluacion del péptido recombinante Ctx-4 plegado en los
modelos de hiperalgesia térmica y quimica, sugiere que en dosis superiores a 1,25 pg/g
(i.cr.) presenta un efecto analgésico leve con una relacion de dosis-dependencia, sin generar
efectos téxicos. Estos resultados son similares a los obtenidos para el péptido §-ctenitoxin-
Pnla de P. nigriventer, evaluado en modelos de dolor inflamatorio, neuropatico y agudo

(Emerich et al., 2016).
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7. CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El veneno de la arafia P. boliviensis posee actividad proteolitica, posiblemente
debido a serin proteasas, que son las enzimas con mayor representacion encontradas en el
transcriptoma de la glandula venenosa. Las secuencias de la proteasa obtenida a partir del
zimograma de gelatina, tienen similitud tanto con el transcriptoma como con una serin

proteasa putativa de P. fera.

Se identificaron 682 transcritos en el transcriptoma de las glandulas venenosas de P.
boliviensis, principalmente neurotoxinas que afectan canales de sodio y de calcio, y
enzimas como serin proteasas, metaloproteasas, colinesterasas y hialuronidasas que podrian

explicar algunos de los efectos producidos durante el envenenamiento.

El andlisis transcriptomico permiti6 identificar: carboxilesterasas, kinasas,
oxidorreductasas, fosfodiesterasas, endonucleasas, fosfatasas, transferasas,
carboxipeptidasas, lipasas, ligasas, factor de crecimiento del endotelio vascular, tipo
insulina, derivado de plaquetas, relacionado a nervios, factor von Willebrand tipo C y la
hormona HD-31, que no han sido reportados previamente en los venenos de otras arafias de

este género.

En la cuantificacion del transcriptoma se demostr6 que los transcritos con identidad
de neurotoxinas son los que tienen mayor nivel de expresion, lo cual es consecuente con los

efectos a nivel del SNC que se observan en el envenenamiento por la arafia P. boliviensis.

Se encontraron secuencias con identidad dentro del transcriptoma, a partir de

secuencias obtenidas de los zimogramas; aunque solo las serin proteasas concordaron tanto
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en actividad como en secuencia con los transcritos, se logra validar el ensamble de los reads

y el analisis transcriptomico.

Adicionalmente, a partir del contig empleado para construir el péptido Ctx-4, se
pudo encontrar el gen codificante del péptido en el cDNA de la glandula venenosa de otro

espécimen de la arafia de P. boliviensis, y esto complementa esta validacion.

Se disefi6 y expresé el péptido recombinante Ctx-4 construido a partir de
informacion obtenida del transcriptoma de las glandulas venenosas de la arafia de P.

boliviensis, con actividad insecticida potente y analgésica moderada.

El veneno de P. boliviensis demostré ser téxico en un modelo murino,
determinandose su DLs en 0,9 pg/g. Esta seria una de las arafias del género Phoneutria con
menor toxicidad, no sélo por tener una de las dosis letales mas altas, sino por la ausencia de

algunos signos de envenenamiento.

El péptido recombinante Ctx-4 demostro tener actividad tdéxica sobre grillos;
mientras que no present0 toxicidad en peces 6seos y ratones. Esto representa un potencial
uso agroindustrial en el control de plagas de insectos. Adicionalmente, posee actividad
analgésica moderada en modelos de dolor térmico y quimico. La dosis - dependencia
mostrada en algunos experimentos alientan a seguir investigando con el uso de dosis

diferentes.

El veneno de la arafia P. boliviensis es un coctel de sustancias interesantes que
posee que similitudes con los de las otras especies de este género, del que se pueden
obtener diferentes compuestos con posible uso farmacol6gico y/o agroindustrial. Por tanto,

futuros estudios sobre este veneno son prometedores y, aunque las herramientas actuales
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empleadas en esta tesis son muy ttiles y previenen la captura y sacrificio de grandes
cantidades de especimenes, se debe procurar la preservacion de esta especie para corroborar

los resultados de estos estudios con la fuente natural.

Algunos puntos destacables de los resultados obtenidos en este trabajo, podrian
relacionarse con las siguientes perspectivas de profundizacion en el estudio de los péptidos

obtenidos del veneno de P. boliviensis.

e Evaluar otras propiedades del veneno en miras a identificar compuestos con

actividades bioldgicas promisorias, como priapismo o alteraciones a nivel cardiaco.

® Se podria realizar la expresion del péptido recombinante Ctx-4 con un is6topo
radiactivo y, mediante una analisis de resonancia magnética nuclear, evaluar su

estructura 3D.

e El péptido recombinante Ctx-4 podria ser candidato a un nuevo insecticida, podrian
realizarse estudios a dosis mas elevadas del péptido, de otro modelo animal para
actividad insecticida o su actividad sobre canales i6nicos en invertebrados mediante

patch clamp.

e El péptido recombinante Ctx-4 podria ser evaluado a dosis mas elevadas, en otro
modelo animal para actividad analgésica, contra otro tipo de analgésicos u otros
métodos de dolor, e incluso estudiar su posible efecto como coadyuvante en
tratamientos de dolor crénico con opioides, pudiendo disminuir la tolerancia y

continuo cambio de medicamentos.

e Se requieren mas estudios para corroborar las secuencias de la proteasa obtenida a
partir del zimograma de gelatina, especialmente para identificar la proteasa de

menor masa molecular.

¢ Se podrian efectuar mas investigaciones para identificar con mayor precision la

actividad hialuronidasa y la secuencias obtenidas a partir del veneno.
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ANEXOS

Anexo 1. Descripcion general de las toxinas reportadas en los venenos de especies del género Phoneutria.
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Phoneutria fera

Nivel de MW . L. Diana molecular y Funcion
Nombre recomendado  Nombres alternativos UNIPROT AA Actividad in vivo Referencia
evidencia (Da) accion molecular
Actividad serin Langenegger
Putative PQM protease NA AOA2ISYNWS 280 30417 Pr
endopeptidasa etal., 2018
Phoneutria keiserlingi
(Brazilian wandering spider) (Ctenus keyserlingii)
Nivel de MW . L. Diana molecular y Funciéon
Nombre recomendado = Nombres alternativos UNIPROT AA Actividad in vivo Referencia
evidencia (Da) accion molecular
U1-CNTX-Pkla Paralisis flcida (5 Richardson
Ul-ctenitoxin-Pkla P P83895 45 5101,8 N
Neurotoxin PKTx19C5 pg/raton) et al., 2006a.
U2-CNTX-Pkla Inhibor de NMDA Richardson
U2-ctenitoxin-Pk1la P P83905 50 5493 Insecticida N
Neurotoxin PKTx20C2 Inactiva iNaV et al., 2006a.
U3-CNTX-Pkla Richardson
U3-ctenitoxin-Pkla P P83915 32 3478,1 N
Neurotoxin PKTx21C2 et al., 2006a.
U4-CNTX-Pkla Parélisis espastica (3 Richardson
U4-ctenitoxin-Pkla P P83896 ND 5001,1 N
Neurotoxin PKTx28C4 pg/ratén) et al., 2006a.
U5-CNTX-Pkla Pardlisis espastica y .
Richardson
U5-ctenitoxin-Pkla Neurotoxin PKTx15C1 P P84062 78 8769,66 muerte en ratén (1,5 pg N et al.. 2006a
Neurotoxin PKTx1A i.c.v.) N
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U5-CNTX-Pkl1b

Paralisis espdstica y

Richardson
U5-ctenitoxin-Pk1b Neurotoxin PKTx16C1 P P84063 ND 3099 muerte en ratén (1,5 pg N ¢ al.. 2006
etal, a.
Neurotoxin PKTx1B i.cv.)
U6-CNTX-Pkla Pardlisis espastica y Richardson
U6-ctenitoxin-Pkla P P83910 36 3996,2 No inhibe CaV1.2 (L) N
Neurotoxin PKTx32C4 muerte en raton et al., 2006a.
U7-CNTX-Pkla Pardlisis espatica y Richardson
U7-ctenitoxin-Pkla P P84012 54 5970,2 Bloqueador de NaV N
Neurotoxin PKTx36C1 muerte en ratén (1,5 pg) et al., 2006a.
U8-CNTX-Pkla No es téxica en ratén (5 Richardson
U8-ctenitoxin-Pk1a P P83902 58 6592,6 N
Neurotoxin PKTx23C3 ne) et al., 2006a.
U9-CNTX-Pkla .
Richardson
U9-ctenitoxin-Pkla Venom protein P P84013 ND 4734,4 N
et al., 2006a.
PKTx22C1
Cysteine-rich venom .
Reacci6n alérgica en Richardson
CRISP-1 protein P P85860 ND 16592 CRISP
humano etal., 2006a.
Venom allergen
Hyaluronoglucosaminidas Hidroliza 4cido Richardson
Hyaluronidase-Pk1la P P86274 ND 3879 Gl
€ hialurénico et al., 2006a.
Phoneutria nigriventer
(Brazilian armed spider) (Ctenus nigriventer)
Nivel de Mw . L. Diana molecular y Funcién
Nombre recomendado  Nombres alternativos UNIPROT AA Actividad in vivo Referencia
evidencia (Da) accion molecular
Diniz et al.,
1990, 1993,
Pardlisis espatica en
Mu-CNTX-Pnla P 2006.
Mu-ctenitoxin-Pnla P raton. Inhibidor reversible de Mattiello-
PNTx1 P17727 78 8597,7 N
ji-ctenitoxin-Pnla PhTx NA LD50 0,05 mg/kg (i.c.v.)  NaV1.2 neuronal Sverzut et
raton al., 1998.

Santos et al.,

1999.
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Martin-
Moutot et al.,
2006.
Richardson

et al., 2006a.

Insecticida

Kalapothakis
etal., 1998.

U2-CNTX-Pnla P L. , Cordeiro et
U2-ctenitoxin-Pnla P29423 53 5841,7  Toxica en ratén Inhibor de NaV
Neurotoxin Tx2-1 NA 3 al., 1992.
LD50 1,62 mg/rat6n*
Richardson
et al., 2006a.
U2-CNTX-Pnlb P Kalapothakis
U2-ctenitoxin-Pnlb 076198 54 6070,0 Bloqueador de NaV
Neurotoxin Pn2-1A NA et al., 1998.
Kalapothakis
et al., 1998.
Cordeiro et
Delta-CNTX-Pn2c Insecticida al., 1992.
Delta-ctenitoxin-Pn2c Neurotoxin Pn2-5A P Induce funcién eréctil Inhibidor reversible de Matavel et
076199 48 5112,8
8-ctenitoxin-Pn2c Neurotoxin Tx2-5 NA Téxica en ratén (0,24mg/  NaV neuronal. al., 2009.
U4-ctenitoxin-Pn1b ratén) Richardson
et al., 2006a.
Rezende et
al., 1991.
Delta-ctenitoxin-Pn2a Delta-CNTX-Pn2a P P29425 48 5288,2  Insecticida Retraza la inactivacion Matavel et
6-ctenitoxin-Pn2a Delta-CNTX-Pnlc NA Potencia funcién eréctil mNaV al., 2002,
Neurotoxin Tx2-6 Toxica en raton* Inductor de produccién 2009.
PnTx2-6 LD50 0,79 mg/raton de NO Cardeiro et
al., 1992.
Richardson

et al., 2006a.
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Nunes et al.,

2008, 2010.

Cordeiro et

U5-CNTX-Pnla Téxica en ratén (1,4 al., 1992.
US-ctenitoxin-Pnla P P29426 32 3736,5 Bloquedor de NaV )
Neurotoxin Tx2-9 mg/rat6n) Richasrdson
et al., 2006a.
U7-CNTX-Pnlb Antagonista de CaV1 Rezende et
U7-ctenitoxin-Pnlb P P31010 ND ND LD50 21,9 pmol/g rat6n
Neurotoxin Tx3 (L) al., 1991.
U6-CNTX-Pnla P Antagonista de CaV1 Kalapothakis
U6-ctenitoxin-Pnla P81793 34 3771,4
Neurotoxin Pn3A NA L) etal., 1998.
Kushmerick
Pardlisis en miembros etal., 1999.
Kappa-CNTX-Pnla .
Kappa-ctenitoxin-Pnla P posteriores con Antagonista de CaV1 Cordeiro et
Neurotoxin Tx3-1 076200 40 4575,2
K-ctenitoxin-Pnla NA disminucién de L) al., 1993.
PNTx3-1 )
agresividad (5 pg/ratén) Richardson
et al., 2006a.
Kalapothakis
Omega-CNTX-Pnla Induce rotacién y
Omega-ctenitoxin-Pnla P Antagonista de CaV1 etal., 1998.
Neurotoxin Tx3-2 076201 34 3533,2 pardlisis flacida (5 .
w-ctenitoxin-Pnla NA @) Cordeiro et
PNTx3-2 pg/ratén)
al., 1993.
Cordeiro et
Omega-CNTX-Pn2a al., 1993.
Pardlisis flacida rapida y .
Omega-ctenitoxin-Pn2a  Neurotoxin Tx3-3 Antagonista de CaV1 Richardson
P P81789 ND ND muerte en 10-30 min (5
w-ctenitoxin-Pn2a Omega-PnTx3-3 (L), 2.1 (P/Q), 2.3 (R) et al., 2006a.
pg/ratén) .
PnTx3-3 Guatimosim
etal., 1997.
US9-CNTX-Pnla Antagonista de CaV1 Cardoso et
U9-ctenitoxin-Pnla P P0C2S6 36 9559
Neurotoxin Pn3-3A L) al., 2003.
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Cardoso et
al., 2003.
Cassola et
Omega-CNTX-Pn3a
al., 1998.
Neurotoxin Tx3-4 .
Omega-ctenitoxin-Pn3a Pardlisis flacida y muerte ~Antagonista de CaV2.1 Richardson
Omega-phonetoxin-2A P P81790 76 8449,6 N
w-ctenitoxin-Pn3a Pr3AA en ratén (5 pg/ratén) (P/Q), 2.2 (N) y 2.3 (R) et al., 2006a.
n3-
Cordeiro et
PNTx3-4
al., 1993.
Dos Santos et
al., 2002.
Cardoso et
Paralisis en miembros al., 2003.
U7-CNTX-Pnla , )
P posteriores con Antagonista de CaV1 Richardson
U7-ctenitoxin-Pnla Neurotoxin Tx3-5 P81791 45 4145,8 o, N
NA disminucion de (L) et al., 2006a.
PnTx3-5 o ) ,
agresividad (5 pg/ratén) Cordeiro et
al., 1993.
Cardoso et
al., 2003.
Cordeiro et
Omega-CNTX-Pnda al., 1993.
Omega-ctenitoxin-Pnd4a  Neurotoxin Tx3-6 P Antagonista de CaV2.1 Richardon et
P81792 55 6032,9  Efecto analgésico en rata N
w-ctenitoxin-Pn4a PnTx3-6 NA (P/Q), 1 (L) y 2.2 (N) al., 2006a.
Ph-alpha-1-beta toxin Vieira et al.,
2005.
de Souza et
al., 2008.
Insecticida (i.to.) Inhibidor reversible de Oliveira et
Delta-ctenitoxin-Pnlb  Delta-CNTX-Pn1b LD50 20 ng/mosca NMDA. al., 2003.
P P84034 48 5199,9 N R
§-ctenitoxin-Pnlb PnTx4-3 No es téxica en ratén Inhibe la inactivacién de Richardson
(i.c.v.) NaV et al., 2006a.

GAMMA-ctenitoxin- GAMMA-CNTX-Pnla P P59367 47 5174,8  Toxica en insectos Inhibidor de NMDA N Penaforte et




180

al., 2000.
De

Figueiredo et

al., 2001.
LD50 9,3 ng/mosca Ralentiza la inactivacion ichard
Pnla PnTx4(5-5) NA No tiene efecto en ratén de iNaV Richardson
T'-ctenitoxin-Pnla Toxin Pn4A (i.cv) et al., 2006a.
o Inhibe mNaV Paiva et al
aiva et al.,
2016.
Silva et al.,
2016.
Penaforte et
al., 2000.
Insecticida Figueiredo et
Delta-CNTX-Pnla
I icidal . LD50 3,8 ng/mosca al., 1995.
nsecticidal neurotoxin :
Delta-ctenitoxin-Pnla Txd(6-1) P 59368 8 5941 1 Efecto antinociceptivo Agonista NaV Richardson
x4(6- , _
§-ctenitoxin-Pnla NA (rata) Inhibidor de NMDA et al., 2006a.
PnTx4(6-1) . ) i
No es toxica en raton De Lima et
Tx4(6-1)
(286,2 pmol/g) al., 2002.
Emerich et
al., 2016.
U1-CNTX-Pnla Inhibidor de NMDA. Penaforte et
Ul-ctenitoxin-Pnla NA P61229 47 5815,4 Insecticida
Toxin Pn4B Inhibidor de iNaV al., 2000.
U10-CNTX-Pnla Cardoso et
U10-ctenitoxin-Pnla NA P0OC2S9 ND 8866
Neurotoxin Pn3-5A al., 2003.
U11-CNTX-Pnla P Cardoso et
Ul1-ctenitoxin-Pnla P0OC2S7 58 6589,4
Neurotoxin Pn3-6A NA al., 2003.
U11-CNTX-Pnlb Richardson
Ul1-ctenitoxin-Pnlb Venom protein P P84011 58 6571,3  No es toxica en raton et al., 2006a.
PNTx22C3
U12-ctenitoxin-Pnla U12-CNTX-Pnla P P0C2S8 58 6370,3 Cardoso et
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Neurotoxin Pn3-6B NA al., 2003.
U13-CNTX-Pnla N Richardson
U13-ctenitoxin-Pnla P83894 32 3549,5
Neurotoxin PNTx13C3 et al., 2006a.
U13-CNTX-Pnlb Richardson
U13-ctenitoxin-Pnlb Neurotoxin P P84017 31 3510,2 N et al., 2006a.
PNTx24A0C3
U13-CNTX-Pnlc Richardson
U13-ctenitoxin-Pnlc Neurotoxin P P84018 33 3683,3 N et al., 2006a.
PNTx24A0C4
U14-CNTX-Pnla Richardson
No es toxica enraton ni ~ Inhibidor de serin
U14-ctenitoxin-Pnla Neurotoxin P P83998 35 4080,8 N et al., 2004d.
insecto proteasa
PNTx22A0C1
N Richardson
Parélisis espdstica y
U17-CNTX-Pnla Inhibidor moderado de et al., 2006a.
U17-ctenitoxin-Pnla P83996 36 4062,8 muerte en ratén (3 .
Neurotoxin PNTx27C4 CaV1 (L) Lucio et al.,
pg/ratén)
2008.
Parélisis espdstica y Richardson
U18-CNTX-Pnla
U18-ctenitoxin-Pnla P P83999 47 7876,6 muerte en ratén (3 N et al., 2004c.
Neurotoxin PNTx30C3
pg/ratén)
U19-CNTX-Pnla Richardson
No es toxica en ratén ni
U19-ctenitoxin-Pnla Non-toxic venom protein P P83997 68 7666,6 . p-cntx et al., 2004b.
nsecto
PNTx16C1
U20-CNTX-Pnla Pardlisis flacida y muerte Richardson
U20-ctenitoxin-Pnla Omega-phonetoxin P P84093 ND 9215,3 en raton (3 pg/raton, Antagonista de CaV N et al., 2006a.
PNTx22C5 i.cv.)
U21-CNTX-Pnla Hidroliza gelatina y SP Richardson
U21-ctenitoxin-Pnla P P84033 245  22088,99 . ;
Proteinase PN47 succinil caseina et al., 2006a.
U23-ctenitoxin-Pnla U23-CNTX-Pnla P P84015 33 3672,7  No es toxica en raton N Richardson
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Venom protein PN10C5 et al., 2006a.
U24-CNTX-Pnla Inhibidor de cistein Inh. T-P Richardson
U24-ctenitoxin-Pnla P84032 128  14778,05
Venom protein PN16C3 proteinasa et al., 2004e.
U27-CNTX-Pnla Actividad contractora de Tx Bento et al.,
U27-ctenitoxin-Pnla QI9TWR5 ND ND
Toxin PnV2 corta duracién de MLV 1993.
U28-CNTX-Pnla Actividad espasmogénica Tx Marangoni et
U28-ctenitoxin-Pnla Q7M3P1 125 ND
Spasmogenic toxin PnV1 de MLV al., 1993.
. Implicada en inmunidad T Richardson
Techylectin-like protein P85031 225 25783
innata et al., 2006b.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-I T Pimenta et
P86298 7 871,7
1 U29-ctenitoxin-Pnla al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-II T Pimenta et
P86299 8 999,88
I U29-ctenitoxin-Pnlb al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-III T Pimenta et
P86300 8 1027,95
II1 U29-ctenitoxin-Pnlc al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-IV T Pimenta et
P86301 9 1147,3
v U29-ctenitoxin-Pnld al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-V T Pimenta et
P86302 9 1174,8
\'% U29-ctenitoxin-Pnle al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-VI T Pimenta et
P86303 10 1217
VI U29-ctenitoxin-Pn1f al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-VII T Pimenta et
P86304 10 1232,79
VII U29-ctenitoxin-Pnlg al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-VIII T Pimenta et
P86305 10 1337,89
VIIL U29-ctenitoxin-Pn1lh al., 2005.
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Tachykinin-like peptide- PnTkP-IX Pimenta et
P P86306 12 1509,87 T
X U29-ctenitoxin-Pn1li al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-X Pimenta et
P P86307 13 1610,12 T
X U29-ctenitoxin-Pn1j al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-XI Pimenta et
P P86308 13 1623,92 T
XI U29-ctenitoxin-Pn1k al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-XII Pimenta et
P P86309 13 1626,36 T
XII U29-ctenitoxin-Pn1l al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-XIII Pimenta et
P P86310 13 1637,93 T
XIII U29-ctenitoxin-Pn1m al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-XIV Pimenta et
P P86311 13 1653,83 T
X1V U29-ctenitoxin-Pnln al., 2005.
Tachykinin-like peptide- PnTkP-XV Pimenta et
P P86297 14 1653.94 T
XV U29-ctenitoxin-Pnlo al., 2005.
Richardson
Neurotoxin Paralisis espastica y Inhibidor moderado de et al., 2006a.
P P86418 36 4058,7 N .
PRTx26An0C3 muerte en raton. CaV1l (L)N Lucio et al.,
2008.
Candido-
. . Actividad antibacterial .
Oligoventin P B3EWR9 8 1061,4 AB Ferreira et
débil
al., 2016.
Phoneutria pertyi
(Brazilian wandering spider)
Nivel de MW . L Diana molecular y Funcion
Nombre recomendado  Nombres alternativos . . UNIPROT AA Actividad in vivo ., Referencia
evidencia (Da) accion molecular
Sousa et al.,
Toxin Tx1 PpTx1 P COHIJM7 ND ND

2014.
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Phoneutria reidyi

(Brazilian Amazonian armed spider) (Ctenus reidyi)

Mw . L. Diana molecular y Funcién
Nombre recomendado  Nombres alternativos UNIPROT AA Actividad in vivo Referencia
(Da) accion molecular
Insecticida Inhibidor de la L
Beta/delta-ctenitoxin- Beta/delta-CNTX-Prla de Oliveira et
PODPG7 ND 5597,86 No es toxica enratéon (30  inactivacion de NaV N
Prla Beta/delta-PriT1 al., 2015.
pg/ratén i.c.v.) Inhibe NMDA
Delta-ctenitoxin-Pr2d ~ Delta-CNTX-Pr2d Paralisis espastica en Richardson
P83904 47 5088,4 Bloqueador de NaV N
§-ctenitoxin-Pr2d Neurotoxin PRTx32C1 ratén (2 pg/ratén) etal., 2006a.
Agitacion y giro en Richardson
Omega-CNTX-Prla
Omega-ctenitoxin-Prla sentido horario, paralisis Inhibidor de CaV1 (L), et al., 2006a.
Neurotoxin PRTx17C3 P83911 43 4627,9 N L.
®-ctenitoxin-Prla Tx3.7 flacida (5 pg/ratén 21(P/Q)y23(R) Vieira et al.,
X3~
i.cv.) 2007.
Pardlisis de miembros
Omega-ctenitoxin-Pr2a  Omega-CNTX-Pr2a posteriores, disminucion Richardson
P84014 55 6051,9 Agonista de CaV1 (L) N
o-ctenitoxin-Pr2a Neurotoxin PRTx23C2 de agresividad (3 et al., 2006a.
pg/ratén i.c.v.)
Pardlisis flacida y muerte .
U1-CNTX-Prla Richardson
Ul-ctenitoxin-Prla P83903 ND 8248,9 entre 10-30 min (5 Antagonista de CaV N
Neurotoxin PRTx18C2 et al., 2006a.
pg/ratén)
U2-CNTX-Prla Richardson
U2-ctenitoxin-Prla P83909 40 4546,2 N
Neurotoxin PRTx22C1 et al., 2006a.
Richardson
U4-CNTX-Prla Pardlisis espastica y Inhibidor moderado de et al., 2006a.
U4-ctenitoxin-Prla P83892 36 4051 N

Neurotoxin PRTx27C3

muerte en raton

CaV1 (L)

Lucio et al.,

2008.
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U6-CNTX-Prla

Richardson
UG6-ctenitoxin-Prla Venom protein P P84016 32 3465,7 N
et al., 2006a.
PRTx17C1
U7-CNTX-Prla
Richardson
U7-ctenitoxin-Prla PRTx19 P P84031 58 6549,1 N
et al., 2006a.
PRTx20C1
U8-CNTX-Prla No es téxica en raton (5 Richardson
U8-ctenitoxin-Prla P P83901 58 6330,9 N
PRTx34C2 pg/ratén) et al., 2006a.
U9-CNTX-Prla .
No es toxica en ratén ni Richardson
U9-ctenitoxin-Prla Non-toxic venom protein P P83893 64 6981,39 H-cntx
insecto et al., 2004f.
PRTx16C0
U10-CNTX-Prla .
No es toxica en ratén ni Richardson
U10-ctenitoxin-Prla Non-toxic venom protein P P84000 ND 4234,2 N
insecto et al., 2006a.
PRTx22C5

AA: ntimero de residuos de amino4cidos. MW: masa moleculas (promedio). P: nivel de proteina. NA: nivel de dcido nucléico. ND: no disponible. Pr: proteasa. N: Neutrotoxina. Gl:

Glicosidasa. p-cntx: p-ctenitoxina. SP: Serin proteasa. Inh T-P: Inhibidor de Thiol Proteasa. Tx: Toxina. T: Tachkikinina. AB: Antimicrobana. Los datos fueron tomados de la base de

datos UniProt.

NMDA: receptor de N-metil-D-aspartato. NaV: Canal de sodio dependiente de voltaje (le antecede una i si es de insecto o m si de mamifero). CaV: Canal de calcio dependiente de voltaje
(le antecede una i si es de insecto o m si de mamifero). NO: Oxido nitrico. i.c.v.: administracion intracerebroventricular. i.to.: administracion intratoracica. MLV: muisculo liso vascular

! La toxina causa rascado, lagrimeo, hipersalivacion, sudoracion y agitacion, seguido de pardlisis espastica de las extremidades anterior y posterior.
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Anexo II. Reactivos, soluciones y buffers generales

Soluciones y preparacion de geles SDS-PAGE al 12,5 %

Acrilamida 30% w/v, Bis-acrilamida 0.8% w/v. Disolver 49.5 g de acrilamida y

1.32 de bis-acrilamida en un volumen final de 165 mL de agua destilada.

Buffer separador (Tris-base 1.5 M, SDS 0.4 % w/v). Disolver 18.17 g de Tris-base
en 50 mL de agua destilada y adicionar 2 mL de SDS al 20 %. Ajustar el pH a 8.8 con HCI

concentrado. Aforar a 100 mL con agua destilada.

Buffer concentrador (Tris-base 0.5 M, SDS 0.4 % w/v). Disolver 6 g de Tris-base
en 50 mL de agua destilada y adicionar 2 mL de SDS al 20 % v/v. Ajustar el pH a 8.8 con
HCI concentrado. Aforar a 100 mL.

Buffer de corrida 10X (Tris-base 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS 0.1 % w/v, pH 8.6).
Disolver 15.2 g de Tris-base y 72 g de glicina en 300 mL agua destilada y adicionar 25 mL
de SDS 20 % v/v. Ajustar el pH a 8.6 con NaOH 10 N. Aforar a 500 mL.

Buffer desnaturalizante 5X (glicerol 25 % v/v, SDS 6.25 % w/v, Tris-HCI 125 mM,
pH 6.8, 2-b mercaptoetanol 12.5 % w/v, azul de bromofenol 0.005% w/v). Disolver 2.5 mL
de glicerol, 3.12 mL de SDS 20 % v/v, 12.5 mL de Tris-HCI 1M, pH 6.8, 1.25 mL de 2-b
mercaptoetanol y 0.5 mL de azul de bromofenol al 1 % v/v. Aforar a 10 mL con agua

destilada.

Persulfato de amonio 10% w/v (PSA). Disolver 0.1 g de PSA en 1 mL de agua
destilada.

Solucién de tincion (isopropanol 50 % v/v, acido acético 10% v/v, azul de
Coomassie G250 0.2 % w/v). Disolver 1 g de azul de Coomassie en 250 mL de

isopropanol, agregar 50 mL de acido acético glaciar y aforar a 500 mL con agua destilada.

Solucién de destincién (isopropanol 10% v/v, acido acético 10 % v/v). Diluir 400

mL de agua destilada, 50 mL de isopropanol y 50 mL de acido acético.
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Gel separador. Mezclar 1.5 mL de buffer separador, 3 mL de acrilamida, 1.5 mL de
agua destilada, 5 pL. de TEMED y 20 pL de PSA 10 % w/v. Se vierte la mezcla entre dos
placas de vidrio del sistema de electroforesis vertical (Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad) y se
agrega un poco de agua destilada para evitar la formacion de un menisco en el gel. Se deja

polimerizar a temperatura ambiente.

Gel concentrador. Mezclar 0.63 mL de buffer concentrador, 0.33 mL de solucién de
acrilamida, 1.54 mL de agua destilada, 12.5 pL. de PSA 10% y 2.5 pL. de TEMED. Se retira
el agua depositada sobre el gel concentrador. Se coloca el peine adecuado al ntimero de

pozos y se deja polimerizar.

Desnaturalizacion de muestras. Mezclar 20 pL. de la muestra méas 5 pL. de buffer
desnaturalizante 5X. Desnaturalizar por calentamiento a 100 °C por 10 minutos y

centrifugar 1 min a 14,000 rpm.

Las condiciones de migracion son a voltaje constante, se agrega 16 pL. de la muestra
desnaturalizada por pozo y se migra con el buffer de corrida a 50 V hasta que el colorante
de referencia atraviese el gel concentrador. Posteriormente, se aumenta el voltaje a 150 V' y
se continta la corrida hasta 0.5 cm del extremo inferior del gel. Una vez concluida la
electroforesis se tifie por 2 horas con agitaciéon y después se destifie durante toda la noche

en agitacion

Solventes para fraccionamiento por Sep-Pack y cromatografia RP-HPL.C

Solvente A (TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de agua tetradestilada.

Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras.

Solvente B (ACN, TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de acetonitrilo.

Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras.
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Reactivos para plegamiento

Glutation reducido (GSH) 10 mM. Disolver 15.3 mg de GSH en la solucién de

plegamiento. Se debe preparar en el momento.

Glutatién oxidado (GSSH) 1 mM. Disolver 3 mg de GSSH en la solucion de

plegamiento. Se debe preparar en el momento.
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Anexo III. Aval del Comité de Etica para la Experimentacién con Animales

\' ". Comité de Etkca

2 L para la Experimentacidn
i graes con Antmales
UNIVERSIDWID —

DE ANTIOQUIA

Medellin, 26 de julio de 2016

Investigadora

Dora Maria Benjumea

FPrograma Ofidismo/Escorpionismo
Universidad de Antioguia

Proyecto: ‘“Actividad analgésica de péptidos de wvenenos de aracnidos
colombianos”

Resultado de la revision: Ctorgar aval.
Cordial saludo.

El Comité de Etica para la Experimentacion con Animales le expresa que se
otorga el aval solicitado, luego de presentadas las modificaciones y/o aclaraciones
sugeridas, tal v como constara en el acta No. 104 de la reunion ordinaria realizada
el 15 de junio a las 2:00 pm, en la sala de reuniones del Bioterio de la Sede de
Investigacion Universitaria de la Universidad de Antioguia.

Con toda atencion.

—FIE= TInpaivos CALE oA

JOSE IGNACIO CALLE POSADA

Coordinador (&)

Comité de Etica para la Experimentacion con Animales
Universidad de Antioguia

Vicerrectoria de Investigaciones (U de A) - Teléfono (574) 2195190-6612
hittp s wowow udeaedu cofwpsiportal fudeasweb/inicio/investigacion

Corma electrinico: cicuanimali@udea. educo
Medellin - Colombia
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Anexo IV. Valores de k para estimar la DPm de secuencia up-and-down de ensayos de
longitud nominal N. Si la tabla se comienza desde el pie, el signo de k debe

cambiarse.
N Segu{ladgeg?gte de k para series de prueba cuya primera parte es En_g(re gltiﬁdar
0 00 000 0000
2 X - 0,500 - 0,388 -0,378 -0,377 0 0.880
3 X0 0,842 0,890 0,894 0,894  0X 0.760
XX -0,178 0,000 0,026 0,028  0X
4 X00 0,299 0,314 0,315 0,315 0XX 0.670
X0X - 0,500 - 0,439 -0,432 -0,432  0X0
XX0 1,000 1,122 1,139 1,140 00X
XXX 0,194 0,449 0,500 0,506 000
5 X000 - 0,157 - 0,154 - 0,154 -0,154 0XXX 0.61c
X00X -0,878 - 0,861 - 0,860 -0,860  0XX0
X0X0 0,701 0,737 0,741 0,741 0X0X
X0XX 0,084 0,169 0,181 0,182  0X00
XX00 0,305 0,372 0,380 0,381  00XX
XX0X - 0,305 -0,169 -0,144 -0,142  00X0
XXX0 1,288 1,500 1,544 1,549 000X
XXXX 0,555 0,897 0,985 1,000 ' 0000
6 X0000 - 0,547 - 0,547 - 0,547 - 0,547 0XXXX 0.560
X000X - 1,250 - 1,247 - 1,246 - 1,246 0XXX0
X00X0 0,372 0,380 0,381 0,381  0XX0X
X00XX - 0,169 -0,144 - 0,142 - 0,142 0XX00
X0X00 0,022 0,039 0,040 0,040  0X0XX
X0X0x - 0,500 - 0,458 -0,453 -0,453  0X0X0
X0XX0 1,169 1,237 1,247 1,248 0X00X
X0XXX 0,611 0,732 0,756 0,758  0X000
XX000 - 0,296 - 0,266 - 0,263 - 0,263 00XXX
XX00X -0,831 -0,763 -0,753 -0,752  00XX0
XX0x0 0,831 0,935 0,952 0,954 00X0X
XX0XX 0,296 0,463 0,500 0,504 "' 00X00
XXX00 0,500 0,648 0,678 0,681  000XX
XXX0X - 0,043 0,187 0,244 0,252 "' 000X0
XXXX0 1,603 1,917 2,000 2,014 0000X
XXXXX 0,893 1,329 1,465 1,496 ' 00000
X XX XXX XXXX Segunda parte de la

serie

- k para series de prueba cuya primera parte es
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Anexo V. Separacién de fracciones obtenidas por Sep-Pack C18 del veneno de P.

boliviensis.

1 DGTAU k]

230nm,4nm (1.00)
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Perfil cromatografico de la fraccién Eluato del veneno obtenida por separacién en el cartucho Sep-
Pack C18 del veneno de P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con

el gradiente 2, durante 130 minutos con un flujo de 1 mL/min (gradiente 2). La corrida fue
monitorizada a 230 nm.
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Perfil cromatografico de la fraccién 1 obtenida por separacion en el cartucho Sep-Pack C18 del veneno
de P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con el gradiente 2, durante
130 minutos con un flujo de 1 mL/min (gradiente 2). La corrida fue monitorizada a 230 nm.



193

mAU %
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Perfil cromatografico de la fraccién 2 obtenida por separacion en el cartucho Sep-Pack C18 del veneno de
P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con el gradiente 2, durante 130
minutos con un flujo de 1 mL/min (gradiente 2). La corrida fue monitorizada a 230 nm.
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Perfil cromatografico de la fraccién 4 obtenida por separacion en el cartucho Sep-Pack C18 del veneno de
P. boliviensis por RP-HPLC, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con el gradiente 2, durante 130
minutos con un flujo de 1 mL/min (gradiente 2). La corrida fue monitorizada a 230 nm.
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Anexo VI. Placas de agarosa con yema de huevo para evaluacién de la actividad

Fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis y sus fracciones.

Evaluacién de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis. Placa de agarosa con yema de huevo. A)
Fracciones de veneno de P. boliviensis (5 pg por fraccién), 1. C+: veneno de B. ammodytoides (5 pg), 2.
Fraccion 33,2, 3. Fraccién 35,6, 4. Fraccion 37,0, 5. Fraccion 37,5, 6. Fraccién 38,1, 7. Fracciéon 40,2, 8.
Veneno completo de P. boliviensis (5 pg), 9. C-: agua. B) Veneno completo, 1. C+: veneno de B.
ammodytoides (5 pg), 2. Veneno de P. boliviensis (53,07 pg), 3. Veneno de P. boliviensis (106,14 pg), 4. C-:
agua.
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Anexo VII. Graficos de calidad de la secuenciacioén.

La calidad phred refleja directamente la confiabilidad de la secuenciacion a través
de cada una de las bases de los reads. Este indicador esta basado el codigo ASCII y su valor
indica la probabilidad de que una base especifica sea asignada a una posicion en las
lecturas. Una calidad phred de 0 a 20 tiene una probabilidad de 99% de que una base sea
asignada correctamente a una posicién en la lectura (en la figura es el area coloreada de
rojo); si el valor de calidad esta entre 21 y 30, la probabilidad sube a 99.99% y si esta en el

area verde, arriba de 28, se tiene una certeza de la secuenciacién de un 99.999%.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encading)

3" ] gL T ]

38
#0000
32
30
28
28
24
22
20
18
18
14
12
14

1234567891213 18-19 2425 30-31 36-37 42-43 45-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-70 £84-85 00-01 96-67
Pasition in read (bp}

Gréfico de caja y bigotes de la calidad phred acumulada resultado de la secuenciaciéon del cDNA en un

formato de 2x97pb. En el eje X aparece cada una de las 97 posiciones que conforman una lectura y en el eje Y

aparece la calidad phred asociada. La linea azul es la medida total de calidad por base. También se

representan la mediana y los cuartiles.

El programa fastQC da un panorama global de la calidad de la secuenciacién. En la

figura se muestra el contenido de GC (guanina-citosina) de la muestra secuenciada. La linea
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azul corresponde al contenido de GC teérico calculado a partir de la secuenciacién misma y
la linea roja muestra el porcentaje experimental. Si se observa que el contenido GC tedrico
es diferente que el experimental, podria indicar que existe una contaminacién por alguna

secuencia sobrerrepresentada o que hubo un error sistematico durante la secuenciacion.

GC distribution over all sequences

1500000 GC count per read
Theoretical Distribution

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

D2468 11 15 19 23 27 31 35 36 43 47 51 55 59 63 &7 71 75 79 B3 87 91 05 89
Maan GC content (%)
Contenido de GC de la secuenciacion. La linea azul indica la distribucién teérica del contenido de GC, la
linea roja indica el contenido de GC experimental.



Anexo VIII. Cuantificacion de RNA-Seq

ID

PhbNtxNav14
PhbNtxCav18
PhbNtxNav22
PhbNtxCav25
PhbCRI20
PhbFibTec39
PhbNtxCav19
PhbNtxNav12
PhbEnzSeP15
PhbNtxNav15
PhbNtxNSp68
PhbNtxNSp70
PhbNtxNSp35
PhbOthUnd07
PhbNtxNSp72
PhbCRI24
PhbEnzCes08
PhbNtxCav16
PhbNtxNSp13
PhbNtxCav43
PhbNtxNav04
PhbFibTec38
PhbNtxNav06
PhbNtxNSp65
PhbTCTO1
PhbPInSeP56
PhbNtxNSp23
PhbCRI14
PhbNtxNSp39
PhbEnzSeP39
PhbNtxNSp58
PhbNtxNav08
PhbEnzHya08
PhbNtxCav35
PhbEnzSeP10

Posicion en el
transcriptoma

1
2
3
4
5
7
8
9

11
12

110
112

Longitud

597
572
562
721

2702
671
516
586

1113
572
553
317
569
547
991

3579
983
288
215
591
792
822
446
349
765
694
642

1451
436
993
647
400

1141
545

1237

Longitud

efectiva
419443
394481
384496
543373
2524,32
493388
338614
408454
935318
394481
375515
144875
391485
369532
813347
3401,32
805347
119004
61,7821
413449
614358
644355
269095
174668
587365
516379
464402
1273,32
259214
815347
469401
223829
963318
367,54
1059,32

TPM

62338,7
38429,9
32939,7
31258,3
29072,8
23227,8
20647
20268,8
16175,8
15756,6
12658,3
12529,1
10066,4
8836,03
6744,19
6298,7
4748,99
4538,69
422741
3692,1
3310
3067,62
2702,34
2407,38
2404,81
1951,87
1837,35
1770,33
1588,01
1230,25
1218,1
1129,45
1112,3
957835
928923

Nuamero de

reads
845088
489966
409339
548952
2371930
370397
225961
267574
488984
200891
153629
58666
127368
105531
177287
692419
123610
17456,8
8441,28
49336,3
65723,6
63884,9
23502,6
13590,4
45652
32575,4
27577,6
72855,5
13304
32419,6
18479,9
8170,59
34630,9
11378
31803,7
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Clasificacion

Neurotoxina (Na)
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina (Ca)
CRISP
Tequilectina
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Na)
Serin proteasa
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina
Neurotoxina
Neurotoxina
Comp. de veneno
Neurotoxina
CRISP
Carboxilesterasa
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Na)
Tequilectina
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina
TCTP
Serin proteasa
Neurotoxina
CRISP
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina
Neurotoxina (Na)
Hialuronidasa
Neurotoxina (Ca)

Serin proteasa



PhbNtxCav06
PhbNtxCav36
PhbCRI15
PhbNtxNSp57
PhbEnzSeP37
PhbNtxNav11l
PhbEnzCho36
PhbNtxCav04
PhbNtxNSp02
PhbNtxNSp69
PhbOthHDHO1
PhbNtxNSp42
PhbNtxNSp44
PhbEnzCho24
PhbNtxNSp05
PhbNtxNSp40
PhbEnzHyall
PhbNtxNSp34
PhbTCT10
PhbOthAMBO01
PhbNtxNSp64
PhbCRI08
PhbFibTec25
PhbEnzSeP33
PhbNtxNSp33
PhbNtxCav02
PhbNtxNSp38
PhbEnzSeP16
PhbNtxNav03
PhbEnzPhd01
PhbEnzCho34
PhbNtxNSp32
PhbEnzSeP26
PhbNtxNSp63
PhbEnzCho37
PhbNtxNSp04
PhbEnzSeP11
PhbNtxCav07
PhbNtxNSp59

115
118
127
128
132
145
172
179
189
195
196
201
220
229
233
238
245
262
264
294
302
316
327
337
349
355
361
373
398
406
412
442
455
459
469
476
479
509
513

925
1599
1510

518

741
2783
5783
3782

417

553

664

612

612
5776

426

497
4002
1031

878
1760

283
4893
1246
1394
1093

501

620
1248

341
1603
5770

614

326

999
5763
2634
2641
2641
2038

747349
1421,32
1332,32
340608
563,37
2605,32
5605,32
3604,32
240498
375515
486,39
434426
434426
5598,32
249346
319695
3824,32
853318
700349
1582,32
114691
4715,32
1068,32
1216,32
915318
323673
442419
1070,32
167111
142532
5592,32
436424
153,12
821318
5585,32
2456,32
2463,32
2463,32
1860,32

913385
851,71
772141
770054
734557
630262
519415
496818
450707
429507
428,94
418929
384072
362704
359659
348414
339005
307603
303693
271
263839
247962
234129
227418
217386
209608
201972
191652
174421
166456
163403
147754
140927
139589
134208
130853
129072
118535
117208

22062,2
39125
33248,8
8477,11
13374,9
53070,4
94099,1
57875,1
3503,29
5212,77
6743
5882,03
5392,61
65626,8
2898,44
3600
41901,6
8483,46
6874,17
13859,1
978
37789,2
8084
8940,12
6430,93
2192,73
2888
6629,75
942052
7668
29534
2084,1
697425
3705,39
24226,8
10388,2
10276
9437,08
7047,19
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Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Ca)
CRISP
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina (Na)
Colinesterasa
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
Neurotoxina
Hormona DN31
Neurotoxina
Neurotoxina
Colinesterasa
Neurotoxina
Neurotoxina
Hialuronidasa
Neurotoxina
TCTP
Antimicrobiano
Neurotoxina
CRISP
Tequilectina
Serin proteasa
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina (Na)
Fosfodiesterasa
Colinesterasa
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina
Colinesterasa
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina (Ca)

Neurotoxina



PhbNtxNav23
PhbNtxNSp37
PhbNtxCav31
PhbFibTec01
PhbGrFIns01
PhbNtxNSp03
PhbNtxNSp46
PhbNtxNSp12
PhbNtxNav24
PhbFibTec71
PhbNtxNSp56
PhbNtxNSp25
PhbEnzSeP23
PhbNtxNSp19
PhbNtxNav07
PhbNtxCav34
PhbPInSeP06
PhbNtxNSp60
PhbNtxNSp16
PhbNtxCav01
PhbFibTec24
PhbNtxNSp61
PhbNtxCav41
PhbEnzSeP24
PhbPInSeP41
PhbPInCyP01
PhbEnzSeP13
PhbEnzSeP43
PhbPInSeP62
PhbEnzSeP78
PhbNtxNav09
PhbGrFIns05
PhbTCT12
PhbCRI17
PhbFibTec08
PhbNtxNav16
PhbEnzPA205
PhbNtxNSp10
PhbNtxCav20

526
531
533
542
543
545
559
584
585
587
630
634
673
680
691
697
727
802
806
816
829
832
919
934
938
953
956
969
976
996
1013
1027
1031
1046
1065
1066
1085
1088
1100

1413
511
2174
2428
1137
346
1708
978
571
1953
2592
505
4061
831
440
251
544
1076
756
238
1624
1922
637
6185
800
1003
2118
2952
9626
1162
459
624
1036
1538
1326
208
1268
1776
423

1235,32
333628
1996,32
2250,32
959318
171829
1530,32
800347
393482
1775,32
2414,32
327655
3883,32
653354
263162
88,2481
366543
898318
578365

78226
1446,32
1744,32
459405
6007,32
622358
825318
1940,32
2774,32
9448,32
984318
281,96
446412
858318
1360,32
1148,32
57,0718
1090,32
1598,32
246392

112951
112123
111688
109611
109473
108,78
104802

98,3892

98,2268

97,8087

90,0823

89,4257

82,5635

81,7127

80,0092

78,9832

74,6201

65,6897

65,4406

64,3697

62,8945

62,7516

54,8151
53868

53,6968

52,8599

52,4331

51,7091

51096

49,8536

48,9674

47,8951

47,6986

46,9673

46,1099

46,1019

45,6028

45,4524

44,6375

4509,64
1209
7206,19
7972
3394,24
604113
5183,48
2545,06
1249,18
5612,09
7029,19
947
10362,4
1725,48
680509
225274
884
1907,21
122326
162744
2940
3537,71
813892
10458,8
1080,09
1410
3288,13
4636,55
15603,2
1586
446237
691032
13232
2064,94
1711,31
85,0377
1607
2347,96
355466
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Neurotoxina (Na)
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Tequilectina
F. Crecimiento (Insu.)
Neurotoxina
Neurotoxina
Neurotoxina
Neurotoxina (Na)
Tequilectina
Neurotoxina
Neurotoxina
Serin proteasa
Neurotoxina
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina (Ca)
Inh. Serin proteasa
Neurotoxina
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Tequilectina
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Inh. Cistein proteasa
Serin proteasa
Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Neurotoxina (Na)
F. Crecimiento (Insu.)
TCTP
CRISP
Tequilectina
Neurotoxina (Na)
Fosfolipasa A2
Neurotoxina

Neurotoxina (Ca)



PhbEnzMtP14
PhbCRI32
PhbPInSeP54
PhbNtxNav18
PhbPInSeP42
PhbFibTec49
PhbEnzCxp05
PhbNtxCav03
PhbOthDef02
PhbFibTec22
PhbNtxCav38
PhbOthvwC01
PhbEnzCho25
PhbEnzCxp01
PhbPInSeP39
PhbPInPep08
PhbNtxNSp73
PhbPInSeP22
PhbEnzSeP45
PhbFibTec02
PhbNtxCav26
PhbEnzGIS04
PhbNtxCav48
PhbNtxNSp28
PhbTCT11
PhbNtxNav05
PhbEnzSeP27
PhbCRI16
PhbEnzSeP34
PhbNtxCav21
PhbEnzOxR01
PhbOthUnd05
PhbNtxNSp22
PhbNtxCav39
PhbEnzGIS03
PhbOthUnd03
PhbEnzSeP44
PhbNtxNSp27
PhbPInSeP37

1115
1130
1151
1152
1187
1220
1221
1258
1279
1375
1382
1456
1466
1488
1527
1541
1552
1562
1588
1599
1675
1686
1714
1747
1819
1877
1879
1895
1919
2006
2012
2055
2062
2063
2091
2095
2111
2132
2186

871
275
1232
764
800
535
1628
238
336
422
555
573
428
2061
925
709
211
831
948
799
1211
4913
4762
747
696
695
255
1451
4811
522
1991
689
784
321
8176
384
998
371
681

693,35
107865
1054,32
586365
622358
357567
1450,32
78226
162414
245408
377,51
395,48
251315
1883,32
747349
531376
59,0704
653354
770347
621358
1033,32
4735,32
4584,32
569369
518379
517379
91,4268
1273,32
4633,32
344596
1813,32
511379
606359
148522
7998,32
208268
820341
195699
503385

43,9554
43027
42,1123
42,1017
40,8057
39,8845
39,8843
38,3663
37,7198
34,5454
34,4468
32546
32,3127
31,4611
30,5062
30,1505
29,7983
29,6452
29,0206
28,8029
27,3761
27,2274
26,7013
26,1271
24,7906
24,0668
24,0068
23,7693
23,4749
22,0248
21,9942
21,4302
21,3042
21,2982
20,9744
20,9471
20,7027
20,4908
19,8974

985
150
1435
797883
820789
460928
1869,55
97
198
274
420289
416
262,46
1915
736857
517807
56,8895
626
722545
578429
914273
4167,03
3956,2
480,79
415342
402437
70938
978193
3515,33
245297
1289
354193
417509
102236
5421,99
141
548898
129604
323719
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Metaloproteasa
CRISP
Inh. Serin proteasa
Neurotoxina (Na)
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Carboxipeptidasa
Neurotoxina (Ca)
Defensina
Tequilectina
Neurotoxina (Ca)
F. von Willebrand (C)
Colinesterasa
Carboxipeptidasa
Inh. Serin proteasa
Inh. Peptidasa
Neurotoxina
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Tequilectina
Neurotoxina (Ca)
Glutamato sintasa
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
TCTP
Neurotoxina (Na)
Serin proteasa
CRISP
Serin proteasa
Neurotoxina (Ca)
Oxidorreductasa
Comp. de veneno
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Glutamato sintasa
Comp. de veneno
Serin proteasa
Neurotoxina

Inh. Serin proteasa



PhbNtxNSp31
PhbEnzChol1
PhbEnzSeP07
PhbNtxNSp62
PhbFibTec26
PhbOthUnd01
PhbEnzSeP32
PhbEnzSeP81
PhbEnzCxp02
PhbEnzCho32
PhbTCT13
PhbEnzSeP46
PhbNtxNSp52
PhbGrFIns02
PhbEnzCxp03
PhbEnzSeP28
PhbTCT04
PhbFibTec36
PhbNtxNav10
PhbNtxNav17
PhbPInSeP26
PhbNtxCav13
PhbEnzSeP42
PhbEnzSeP14
PhbNtxCav11
PhbNtxNSp71
PhbTCT08
PhbOthUnd04
PhbPInSeP04
PhbEnzPLB01
PhbPInSeP45
PhbNtxCav14
PhbEnzSeP35
PhbPInSeP57
PhbEnzMtP08
PhbEnzCho30
PhbOthUnd08
PhbFibTec35
PhbOthUnd12

2192
2209
2223
2248
2264
2384
2385
2420
2438
2448
2544
2603
2662
2682
2690
2693
2745
2749
2760
2780
2795
2804
2815
2824
2846
2914
2962
2989
2996
3008
3053
3070
3080
3085
3209
3222
3226
3283
3355

802
804
1460
2828
1214
1122
1428
2298
579
7619
714
1163
2351
459
1255
2382
739
1230
812
1490
331
558
3032
1971
1649
210
2017
509
593
1973
695
409
919
596
1821
7619
619
1045
4450

624358
626358
1282,32
2650,32
1036,32
944318
1250,32
2120,32
401467
7441,32
536374
985318
2173,32
281,96
1077,32
2204,32
561,37
1052,32
634357
1312,32
157758
380503
2854,32
1793,32
1471,32
58,4032
1839,32
331635
415448
1795,32
517379
232641
741349
418444
1643,32
7441,32
441,42
867318
4272,32

19,8684
19716
19,6166
19,2826
19,1677
17988
17,9845
17,7444
17,5035
17441
16,7326
16,2013
15,7907
15,6652
15,5917
15,5611
15,2428
15221
15,1209
14983
14,9057
14,8379
14,7565
14717
14,6565
14304
14,0013
13,9013
13864
13,8045
13635
13,5409
13,4939
13,4708
12,8973
12,8304
12808
12,5818
12,1993

400929
399127
813
1651,72
642
549
726757
1216
227116
4194,62
290069
515939
1109,17
142756
542884
1108,63
276558
517681
310015
635489
76
182474
1361,31
853
696961
27
832333
149
186156
801
228
101813
323319
182,18
685
3085,76
182728
352688
1684,49
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Neurotoxina
Colinesterasa
Serin proteasa

Neurotoxina
Tequilectina

Comp. de veneno
Serin proteasa
Serin proteasa

Carboxipeptidasa
Colinesterasa

TCTP
Serin proteasa
Neurotoxina
F. Crecimiento (Insu.)

Carboxipeptidasa

Serin proteasa
TCTP

Tequilectina

Neurotoxina (Na)

Neurotoxina (Na)

Inh. Serin proteasa

Neurotoxina (Ca)
Serin proteasa
Serin proteasa

Neurotoxina (Ca)

Neurotoxina

TCTP
Comp. de veneno
Inh. Serin proteasa
Fosfolipasa B
Inh. Serin proteasa

Neurotoxina (Ca)

Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Metaloproteasa

Colinesterasa

Comp. de veneno

Tequilectina

Comp. de veneno



PhbPInSeP36
PhbGrFIns06
PhbNtxNSp41
PhbPInSeP03
PhbEnzTra05
PhbNtxNav19
PhbNtxNav02
PhbEnzPA203
PhbEnzKin01
PhbEnzMtP30
PhbCRI07
PhbNtxNSp66
PhbNtxNav26
PhbGrFIns07
PhbNtxCav17
PhbPInSeP38
PhbNtxNSp08
PhbPInSeP43
PhbEnzGIS02
PhbNtxCav22
PhbEnzSeP02
PhbNtxAtx03
PhbNtxCav49
PhbNtxCav05
PhbNtxCav23
PhbEnzCxp06
PhbFibTec50
PhbEnzSeP21
PhbGrFCys12
PhbNtxNav13
PhbPInSeP28
PhbGrFIns04
PhbPInSeP69
PhbCRI33
PhbPInMtPO1
PhbCRI09
PhbNtxNSp09
PhbNtxCav24
PhbEnzSeP52

3400
3415
3424
3450
3468
3502
3513
3514
3572
3638
3657
3672
3716
3729
3797
3919
3955
3963
3984
3992
4018
4043
4051
4074
4203
4208
4248
4411
4425
4436
4531
4567
4670
4680
4691
4771
4779
4805
4846

797
520
695
800
4641
1929
2668
1231
6682
503
695
709
1645
477
494
672
448
636
8127
1088
1194
821
787
601
594
1629
508
3959
4249
2915
480
1845
7107
710
851
4609
5882
608
2490

619358
342602
517379
622358
4463,32
1751,32
2490,32
1053,32
6504,32
325664
517379
531376
1467,32
299821
316,71
494388
271073
458406
7949,32
910318
1016,32
643355
609359
423438
416446
1451,32
330,64
3781,32
4071,32
2737,32
302802
1667,32
6929,32
532376
673353
4431,32
5704,32
430431
2312,32

11,9966
11,9363
11,9104
11,7748
11,6981
11,5571
11515
11,5148
11,2804
11,0467
11,0037
10,9274
10,7543
10,7325
10,5041
10,1562
10,0707
10,0569
9,98327
9,96047
9,89424
9,83207
9,80014
9,72034
9,34152
9,33023
9,2475
8,85506
8,81176
8,79589
8,5832
8,49857
8,26057
8,24111
8,22506
8,07614
8,05471
8,01677
7,93107

240143
132,17
199162
236844
1687,5
654159
926,81

392

2371,36

116271
184
187668
510,01
104
107,52
162281
88,2303
149

2564,92
293052

325

204441
193009
133028
125732
437649

98,8212
1082,2
1159,49
778173

84
457968
1850
141,8
179

1156,67
1484,99
111526
592721
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Inh. Serin proteasa
F. Crecimiento (Insu.)
Neurotoxina
Inh. Serin proteasa
Transferasa
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina (Na)
Fosfolipasa A2
Kinasa
Metaloproteasa
CRISP
Neurotoxina
Neurotoxina (Na)
F. Crecimiento (Insu.)
Neurotoxina (Ca)
Inh. Serin proteasa
Neurotoxina
Inh. Serin proteasa
Glutamato sintasa
Neurotoxina (Ca)
Serin proteasa
Atracotoxina
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina (Ca)
Carboxipeptidasa
Tequilectina
Serin proteasa
F. Crecimiento (Ciste.)
Neurotoxina (Na)
Inh. Serin proteasa
F. Crecimiento (Insu.)
Inh. Serin proteasa
CRISP
Inh. Metaloproteasa
CRISP
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)

Serin proteasa



PhbPInCyP02
PhbNtxNSp54
PhbFibTec28
PhbFibTec54
PhbPInSeP27
PhbEnzChol5
PhbFibTec03
PhbEnzEnd01
PhbPInSeP46
PhbCRIO05
PhbFibTec43
PhbNtxNSp36
PhbCRI18
PhbEnzHyd03
PhbOthUnd11
PhbEnzSeP47
PhbEnzMtP19
PhbPInSeP30
PhbEnzSeP77
PhbEnzHyd06
PhbOthUnd13
PhbNtxNSp20
PhbGrFPDGO1
PhbEnzSeP25
PhbNtxNav25
PhbEnzMtP09
PhbEnzMtP22
PhbNtxCav47
PhbNtxNSp29
PhbOthUnd06
PhbPInSeP58
PhbEnzTra03
PhbEnzCho23
PhbPInSeP70
PhbCRI23
PhbFibTec07
PhbFibTec13
PhbEnzSeP38
PhbGrFCys09

4857
4883
5065
5100
5123
5166
5186
5201
5230
5231
5371
5413
5456
5507
5593
5622
5629
5697
5820
5935
5958
6085
6156
6159
6190
6223
6232
6253
6293
6356
6430
6443
6517
6530
6636
6692
6743
6830
6856

588
2159
1202
1595
331
7606
797
217
478
1906
916
341
629
1767
449
1015
742
478
1540
2222
589
853
1105
3594
1091
2388
3191
702
560
1089
1210
1713
6452
7547
4080
1173
576
2887
4378

410453
1981,32
1024,32
1417,32
157758
7428,32
619358
63,1479
300815
1728,32
738349
167111
451408
1589,32
272062
837318
564,37
300815
1362,32
2044,32
411451
675353
927318
3416,32
913318
2210,32
3013,32
524377
382,5
911318
1032,32
1535,32
6274,32
7369,32
3902,32
995318
398475
2709,32
4200,32

7,91508
7,84485
7,54418
7,48783
7,45284
7,38998
7,36802
7,34956
7,30278
7,30109
7,09097
7,03572
6,96477
6,89162
6,78701
6,76577
6,75818
6,68564
6,53921
6,41721
6,39189
6,27045
6,20602
6,20385
6,1723
6,13124
6,12012
6,09911
6,06671
6,02239
5,93748
5,92616
5,85163
5,84293
5,74147
5,69788
5,66827
5,60884
5,5909

105
502354
249757
343
38
1774,21
147,49
15
71
407833
169215
38
101612
354
59,6784
183096
123272
65
287922
424
85
136868
186
685
182197
438
596041
103367
74999
177382
198101
294065
1186,63
1391,65
724,13
183293
73
491139
758988
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Inh. Cistein proteasa
Neurotoxina
Tequilectina
Tequilectina

Inh. Serin proteasa
Colinesterasa
Tequilectina

Endopeptidasa
Inh. Serin proteasa
CRISP
Tequilectina
Neurotoxina
CRISP
Hidrolasa

Comp. de veneno

Serin proteasa
Metaloproteasa

Inh. Serin proteasa

Serin proteasa
Hidrolasa

Comp. de veneno
Neurotoxina

F. crecimiento (Plaq.)

Serin proteasa
Neurotoxina (Na)

Metaloproteasa

Metaloproteasa

Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina

Comp. de veneno

Inh. Serin proteasa

Transferasa
Colinesterasa
Inh. Serin proteasa
CRISP
Tequilectina
Tequilectina
Serin proteasa

F.crecimiento (Cistei.)



PhbTCTO07
PhbEnzCho27
PhbPInSeP49
PhbFibTec29
PhbNtxCav44
PhbFibTec51
PhbEnzCho28
PhbEnzSeP48
PhbFibTec19
PhbFibTec23
PhbEnzSeP36
PhbNtxCav12
PhbNtxNSp50
PhbEnzMtP18
PhbEnzCho10
PhbTCT09
PhbPInSeP17
PhbOthDef01
PhbPInSeP71
PhbEnzSeP12
PhbEnzMtP33
PhbOthvWC04
PhbEnzSeP09
PhbCRI36
PhbNtxCav42
PhbEnzSeP63
PhbOthvwC02
PhbEnzSeP29
PhbFibTec45
PhbEnzMtP29
PhbPInSeP40
PhbCRI27
PhbNtxNav01
PhbEnzPhd02
PhbEnzCho12
PhbFibTec72
PhbPInSeP07
PhbFibTec20
PhbGrFIns10

6929
6969
7107
7174
7186
7491
7499
7518
7544
7582
7623
7671
7861
7890
8268
8345
8383
8416
8570
8758
8766
8787
8809
8831
8884
8890
8891
8934
8951
9029
9138
9179
9209
9287
9470
9656
9818
9820
9930

1030
7606
1717
744
703
498
1467
3197
277
219
415
560
1066
709
718
2251
3339
306
7544
2271
1131
967
1257
1194
848
3104
824
2398
593
2746
1104
1054
311
2539
2648
3145
5498
1018
491

852318
7428,32
1539,32
566,37
525377
320,69
1289,32
3019,32
109556
64,5114
238,53
382,5
888318
531376
540373
2073,32
3161,32
134,93
7366,32
2093,32
953318
789347
1079,32
1016,32
670353
2926,32
646355
2220,32
415448
2568,32
926318
876318
139418
2361,32
2470,32
2967,32
5320,32
840318
313,73

5,5294
5,49367
5,38686
5,33566
5,32897
5,12045
5,11548
5,10191
5,08351
5,06321
5,04022
5,00729
4,89584
4,87525
4,65668
4,61901
4,60229
4,58616
4,50418
4,41942
4,41669
4,4073
4,39538
4,38391
4,35896
4,35617
4,35611
4,33791
4,32843
4,30076
4,2506
4,23542
4,2166
4,17989
4,11124
4,04162
3,97784
3,97657
3,94488

152318
1318,94
268
97,6696
90,4868
53,0719
213166
497866
18
10,5568
38,8565
61902
140562
83,7279
81,3283
309518
470233
20
1072,35
299
136084
112438
153326
144
94,4403
412
91
311291
58,1189
356997
127257
119958
19
319
328244
387607
684
108
40
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TCTP
Colinesterasa
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Neurotoxina (Ca)
Tequilectina
Colinesterasa
Serin proteasa
Tequilectina
Tequilectina
Serin proteasa
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
Metaloproteasa
Colinesterasa
TCTP
Inh. Serin proteasa
Defensina
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Metaloproteasa
F. von Willebrand (C)
Serin proteasa
CRISP
Neurotoxina (Ca)
Serin proteasa
F. von Willebrand (C)
Serin proteasa
Tequilectina
Metaloproteasa
Inh. Serin proteasa
CRISP
Neurotoxina (Na)
Fosfodiesterasa
Colinesterasa
Tequilectina
Inh. Serin proteasa
Tequilectina

F. Crecimiento (Insu.)



PhbEnzSeP17
PhbFibTec05
PhbEnzSeP30
PhbTCT02
PhbEnzSeP31
PhbGrFNeR02
PhbEnzSeP68
PhbCRI34
PhbPInSeP33
PhbFibTec09
PhbEnzHya10
PhbEnzCho08
PhbEnzSeP51
PhbEnzHya01
PhbNtxCav37
PhbFibTec40
PhbNtxNSp24
PhbTCT15
PhbPInSeP35
PhbNtxAtx05
PhbPInSeP08
PhbEnzSeP76
PhbEnzHya02
PhbPInSeP23
PhbPInPep04
PhbEnzHyd07
PhbEnzCho13
PhbEnzSeP67
PhbEnzCes06
PhbGrFNeRO1
PhbNtxNav21
PhbOthvWC06
PhbFibTec66
PhbEnzCes05
PhbPInPep06
PhbEnzCes04
PhbEnzSeP88
PhbEnzSeP69
PhbEnzHya09

10034
10205
10206
10484
10503
10549
10925
10967
11016
11037
11169
11304
11480
11485
11643
11653
11709
11828
11889
11940
12039
12137
12155
12265
12411
12598
12689
12720
12945
13158
13316
13396
13564
13652
14051
14243
14323
14796
14834

1404
778
2627
1188
1516
916
3281
1594
1925
270
3561
267
3909
2445
2989
847
4539
1592
1748
724
3592
983
1106
725
640
2446
2635
3327
727
919
334
968
455
721
2443
3180
4494
3137
1313

1226,32
600,36
2449,32
1010,32
1338,32
738349
3103,32
1416,32
1747,32
103675
3383,32
101178
3731,32
2267,32
2811,32
669353
4361,32
1414,32
1570,32
546373
3414,32
805347
928318
547373
462402
2268,32
2457,32
3149,32
549373
741349
160546
790347
277999
543373
2265,32
3002,32
4316,32
2959,32
1135,32

3,91073
3,83998
3,83974
3,75182
3,74758
3,73169
3,61724
3,60456
3,58554
3,58124
3,54381
3,50848
3,4635

3,46287
3,41763
3,4157

3,40475
3,37236
3,35939
3,34901
3,32562
3,30403
3,30012
3,27849
3,24383
3,20548
3,18551
3,17893
3,12745
3,0863

3,05303
3,03943
3,00503
2,98764
2,9229

2,89692
2,88165
2,80854
2,80704

155
74,5096
303961
122,51
162099
89051
362807
165
202487
12
387511
11473
417684
253758
310532
73,8935
479926
154153
170498
59,1393
366984
86
99,0143
58
48,4785
235
252995
323,57
55,5301
73949
15,8417
77,6392
27
52,4684
214
281103
402
268623
103
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Serin proteasa
Tequilectina
Serin proteasa
TCTP
Serin proteasa
F. Crecimiento (Nerv.)
Serin proteasa
CRISP
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Hialuronidasa
Colinesterasa
Serin proteasa
Hialuronidasa
Neurotoxina (Ca)
Tequilectina
Neurotoxina
TCTP
Inh. Serin proteasa
Atracotoxina
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Hialuronidasa
Inh. Serin proteasa
Inh. Peptidasa
Hidrolasa
Colinesterasa
Serin proteasa
Carboxilesterasa
F. Crecimiento (Nerv.)
Neurotoxina (Na)
F. von Willebrand (C)
Tequilectina
Carboxilesterasa
Inh. Peptidasa
Carboxilesterasa
Serin proteasa
Serin proteasa

Hialuronidasa



PhbEnzMtP31
PhbPInSeP47
PhbCRI04
PhbFibTec52
PhbEnzSeP49
PhbEnzCes07
PhbPInSeP66
PhbFibTec33
PhbNtxNav20
PhbNtxNSp11
PhbFibTec53
PhbPInSeP09
PhbEnzHyd01
PhbNtxNSp48
PhbOthvwC03
PhbFibTec48
PhbGrFIns08
PhbNtxNSp07
PhbGrFIns03
PhbFibTec04
PhbEnzHyd05
PhbEnzSeP05
PhbNtxNSp26
PhbGrFCys13
PhbGrFPDGO02
PhbOthUnd02
PhbEnzOxR05
PhbEnzHyd08
PhbEnzPA202
PhbFibTec67
PhbEnzKin02
PhbNtxCav08
PhbEnzHya07
PhbPInSeP02
PhbEnzSeP66
PhbEnzCho39
PhbEnzMtP25
PhbEnzCho09
PhbFibTec12

14897
14986
14994
15328
15432
15519
15528
15536
15721
16082
16163
16540
16649
16757
16831
16846
16904
17018
17178
17186
17266
17513
17594
17842
18148
19023
19422
19493
19546
19817
19930
19971
20090
20145
20370
20750
20775
20953
21074

388
364
1970
645
767
1055
4667
1641
337
1702
541
3417
2103
276
688
1195
370
1842
426
813
215
1023
301
5018
2214
643
1934
3219
884
1014
8321
2957
786
565
1614
6439
1228
267
2493

212144
188974
1792,32
467401
589365
877318
4489,32
1463,32
163352
1524,32
363552
3239,32
1925,32
108709
510,38
1017,32
194737
1664,32
249346
635357
61,7821
845318
130457
4840,32
2036,32
465402
1756,32
3041,32
706349
836318
8143,32
2779,32
608359
387492
1436,32
6261,32
1050,32
101178
2315,32

2,7981
2,7834
2,7822

2,73408

2,71883

2,71062

2,70858

2,70801

2,68174

2,63946
2,6278
2,58343
2,57126
2,56156
2,55372
2,55094
2,54214
2,53163
2,51199
2,51143
2,50401
2,47355
2,46571
2,43934
2,40552
2,32685
2,29018
2,28389
2,27779
2,25929
2,25105
2,24824
2,24049
2,23352
2,21879
2,19074
2,18879
2,17293
2,16488

19,1852
17
161167
41,3021
51,7889
76,8594
393
128074
14,1583
130035
30,8767
270472
160
9
42,1248
83,8741
16
136178
20,2438
51,5714
5
67579
10,3963
381608
158316
35
130
224496
52
61,0681
592457
201954
44,0529
27972
103
443331
74,3014
7,10563
162
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Metaloproteasa
Inh. Serin proteasa
CRISP
Tequilectina
Serin proteasa
Carboxilesterasa
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Neurotoxina (Na)
Neurotoxina
Tequilectina
Inh. Serin proteasa
Hialuronidasa
Neurotoxina
F. von Willebrand (C)
Tequilectina
F. Crecimiento (Insu.)
Neurotoxina
F. Crecimiento (Insu.)
Tequilectina
Hidrolasa
Serin proteasa
Neurotoxina
F. crecimiento (Cistei.)
F. crecimiento (Plaq.)
Comp. de veneno
Oxidorreductasa
Hidrolasa
Fosfolipasa A2
Tequilectina
Kinasa
Neurotoxina (Ca)
Hialuronidasa
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Colinesterasa
Metaloproteasa
Colinesterasa

Tequilectina
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PhbEnzCho46 21423 284 115553 2,14209 8 Colinesterasa
PhbNtxCav09 21540 496 318,7 2,13584 22 Neurotoxina (Ca)
PhbPInSeP64 21573 9773 9595,32 2,13142 660998 Inh. Serin proteasa
PhbEnzSeP79 21838 4178 4000,32 2,11557 273523 Serin proteasa
PhbNtxCav45 21852 5100 4922,32 2,11404 336321 Neurotoxina (Ca)
PhbEnzSeP20 21853 1093 915318 2,11403 62,5396 Serin proteasa
PhbNtxNSp43 21920 1102 924318 2,10731 62,9537 Neurotoxina
PhbNtxCav28 21935 269 102842 2,10613 7,00047 Neurotoxina (Ca)
PhbEnzSeP08 22335 1471 1293,32 2,0832 87078 Serin proteasa
PhbNtxNSp53 22768 3256 3078,32 2,05526 204,48 Neurotoxina
PhbNtxCav29 22958 372 196661 2,04528 13 Neurotoxina (Ca)
PhbEnzSeP73 22966 3116 2938,32 2,04476 194184 Serin proteasa
PhbEnzSeP80 23100 4137 3959,32 2,03553 260477 Serin proteasa
PhbFibTec77 23322 309 137624 2,02338 9 Tequilectina
PhbFibTec06 23353 536 358565 2,01982 23,4073 Tequilectina
PhbFibTec44 23365 1771 1593,32 2,01843 103941 Tequilectina
PhbEnzCho44 24106 238 78226 1,97764 5 Colinesterasa
PhbOthUnd14 24421 217 63,1479 1,95988 4 Comp. de veneno
PhbFibTec60 24877 728 550373 1,93806 34,4743 Tequilectina
PhbEnzHyd02 24895 2062 1884,32 1,93757 118 Hidrolasa
PhbCRIO3 25358 1441 1263,32 1,91034 78 CRISP
PhbEnzSeP03 25447 1201 1023,32 1,90484 63 Serin proteasa
PhbNtxCav40 25962 288 119004 1,87886 7,22653 Neurotoxina (Ca)
PhbPInSeP65 26573 4406 4228,32 1,85132 253 Inh. Serin proteasa
PhbGrFCys10 26583 5147 4969,32 1,85004 297132 F. crecimiento (Cistei.)
PhbGrFCys04 26591 266 100348 1,85001 6 F. crecimiento (Cistei.)
PhbNtxNSp17 26705 628 450408 1,84205 26815 Neurotoxina
PhbFibTec74 26719 342 168052 1,84113 10 Tequilectina
PhbGrFCys05 27029 4393 4215,32 1,82552 248707 F. crecimiento (Cistei.)
PhbPInSeP59 27688 1906 1728,32 1,79718 100389 Inh. Serin proteasa
PhbPInSeP01 27773 679 501386 1,79132 29028 Inh. Serin proteasa
PhbPInSeP55 28320 201 52,5167 1,76747 3 Inh. Serin proteasa
PhbEnzPho05 28690 1765 1587,32 1,75431 90 Fosfodiesterasa
PhbCRI22 28923 202 53,1591 1,74611 3 CRISP
PhbPInSeP11 29023 3315 3137,32 1,74532 176972 Inh. Serin proteasa
PhbEnzPho04 29118 2186 2008,32 1,7409 113 Fosfodiesterasa
PhbFibTec14 29256 390 214087 1,73428 12 Tequilectina
PhbEnzMtP17 29287 499 321684 1,7313 18 Metaloproteasa

PhbNtxAtx02 29658 537 359562 1,72102 20 Atracotoxina



PhbEnzSeP01
PhbCRI02
PhbFibTec76
PhbFibTec55
PhbTCT16
PhbEnzKin05
PhbFibTec27
PhbGrFCys07
PhbEnzKin04
PhbEnzSeP64
PhbEnzSeP60
PhbPInPep01
PhbNtxCav33
PhbFibTec62
PhbPInSeP61
PhbFibTec63
PhbEnzTra01
PhbFibTec75
PhbNtxNSp14
PhbNtxCav10
PhbNtxNSp30
PhbGrFCys02
PhbFibTec37
PhbNtxNSp75
PhbFibTec61
PhbEnzSeP82
PhbNtxAtx01
PhbNtxNSp55
PhbGrFCys06
PhbEnzSeP40
PhbEnzMtP15
PhbPInSeP51
PhbEnzSeP74
PhbNtxNSp06
PhbEnzSeP53
PhbTCT17
PhbNtxCav30
PhbEnzCho05
PhbEnzCho43

29674
29755
29874
29887
30543
31393
33480
33992
34165
34438
35130
35179
35203
35216
35919
36121
36896
37422
37446
37470
37503
37790
38509
38552
38779
38932
39231
39794
40224
40274
40521
40568
40839
40989
41566
42025
42027
42130
42313

1419
1758
430
496
765
233
1056
5635
211
1088
266
519
2329
241
10856
639
861
271
808
1567
890
272
1081
322
987
219
324
2395
3808
636
450
4664
1298
1050
1055
426
332
2026
451

1241,32
1580,32
253288

318,7
587365
74,5056
878318
5457,32
59,0704
910318
100348
341606
2151,32
80,4898
10678,3
461403
683351
104509
630358
1389,32
712349
105342
903318
149,44
809347
64,5114
151275
2217,32
3630,32
458406
273051
4486,32
1120,32
872318
877318
249346
158687
1848,32
274041

1,71988
1,7151

1,71018
1,70922
1,68566
1,66112
1,59378
1,57518
1,57138
1,56348
1,54167
1,53976
1,53805
1,53762
1,51972
1,51569
1,49417
1,48029
1,47972
1,47869
1,47673
1,46858
1,45143
1,44945
1,44132
1,43884
1,43172
1,41564
1,40627
1,4049

1,39977
1,3974

1,39193
1,38886
1,37542
1,36496
1,3649

1,35961
1,35486

69,0003
87,6
14
17,6056
32
4
45,2429
277832
3
46
5
17
106941
4
524489
22,6027
33
5
30,1466
66397
33,9989

42,3748
7,0007
37,7022

101,45
165
20,8146
12,3529
202,62
50,4
39,1566
39
11
7,00021
81,2198
12
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Serin proteasa
CRISP
Tequilectina
Tequilectina
TCTP
Kinasa
Tequilectina
F. crecimiento (Cistei.)
Kinasa
Serin proteasa
Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Neurotoxina (Ca)
Tequilectina
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Transferasa
Tequilectina
Neurotoxina
Neurotoxina (Ca)
Neurotoxina
F. crecimiento (Cistei.)
Tequilectina
Neurotoxina
Tequilectina
Serin proteasa
Atracotoxina
Neurotoxina
F. crecimiento (Cistei.)
Serin proteasa
Metaloproteasa
Inh. Serin proteasa
Serin proteasa
Neurotoxina
Serin proteasa
TCTP
Neurotoxina (Ca)
Colinesterasa

Colinesterasa



PhbFibTec42
PhbFibTec68
PhbNtxNSp49
PhbGrFPDGO03
PhbEnzSeP57
PhbEnzTra02
PhbFibTec73
PhbGrFPDGO05
PhbEnzPho02
PhbEnzPA201
PhbGrFCys03
PhbEnzCho42
PhbEnzSeP55
PhbEnzSeP06
PhbEnzMtP12
PhbEnzGIS01
PhbEnzMtP03
PhbEnzMtP24
PhbFibTec18
PhbGrFIns09
PhbPInSeP48
PhbEnzMtP13
PhbEnzChoO1
PhbEnzCho07
PhbFibTec78
PhbNtxNSp18
PhbGrFCys15
PhbPInSeP21
PhbEnzCes03
PhbEnzSeP87
PhbGrFCys28
PhbEnzSeP65
PhbFibTec16
PhbEnzCes01
PhbCRIO1
PhbGrFCys29
PhbPInSeP68
PhbFibTec56
PhbEnzOxR03

42724
43209
43456
44564
45021
45062
45064
45073
45162
45782
45957
46083
46092
46202
46483
46715
46813
46914
46930
47153
47384
47744
47746
48099
48117
49187
49204
49314
49796
49963
50174
50410
51368
52328
52402
52669
53584
54166
54742

1092
1039
285
2235
391
1015
440
1997
489
468
291
231
231
871
422
8407
264
4329
796
233
322
234
266
2150
506
999
299
616
3192
986
358
1700
333
360
1758
307
205
1040
457

914318
861318
116412
2057,32
215,06
837318
263162
1819,32
311,74
290886
121618
73,0437
73,0437
693,35
245408
8229,32
98,6992
4151,32
618358
74,5056
149,44
75,2428
100348
1972,32
328,65
821318
128676
438423
3014,32
808347
183231
1522,32
159615
185144
1580,32
135828
55,0976
862318
279978

1,34548
1,33554
1,32921
1,30366
1,29483
1,29332
1,2933

1,29251
1,29027
1,2764

1,27204
1,27077
1,27077
1,26828
1,26078
1,2559

1,25394
1,25124
1,25092
1,24584
1,24227
1,23363
1,23334
1,2248

1,22388
1,20257
1,20226
1,19973
1,18882
1,18657
1,18203
1,17815
1,16307
1,14594
1,1434

1,13896
1,12312
1,11325
1,10511

39,7598
37,1785
5,00109
86,6838
9
35
11
76
13
12
5
3
3
28421
10
334033
4
167879
25

3
6
3
4
78,0752
13
31,9223
5
17
115818
31
7
57,9665
6
6,85714
58,4
5
2

31,0265
10
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Tequilectina
Tequilectina
Neurotoxina
F. crecimiento (Plaq.)
Serin proteasa
Transferasa
Tequilectina
F. crecimiento (Plaq.)
Fosfodiesterasa
Fosfolipasa A2
F. crecimiento (Cistei.)
Colinesterasa
Serin proteasa
Serin proteasa
Metaloproteasa
Glutamato sintasa
Metaloproteasa
Metaloproteasa
Tequilectina
F. crecimiento (Insul.)
Inh. Serin proteasa
Metaloproteasa
Colinesterasa
Colinesterasa
Tequilectina
Neurotoxina
F. crecimiento (Cistei.)
Inh. Serin proteasa
Corboxilesterasa
Serin proteasa
F. crecimiento (Cistei.)
Serin proteasa
Tequilectina
Corboxilesterasa
CRISP
F. crecimiento (Cistei.)
Inh. Serin proteasa
Tequilectina

Oxidorreductasa



PhbNtxNSp51
PhbEnzMtP05
PhbNtxAtx06
PhbGrFCys27
PhbEnzHya04
PhbEnzCho02
PhbEnzCho03
PhbGrFCys25
PhbEnzMtP35
PhbEnzSeP61
PhbGrFPDG04
PhbEnzSeP71
PhbFibTec21
PhbEnzMtP01
PhbEnzPhoO1
PhbEnzMtP27
PhbEnzMtP10
PhbFibTec30
PhbNtxCav27
PhbPInSeP50
PhbPInSeP16
PhbPInCyP03
PhbEnzPho03
PhbGrFCys24
PhbEnzCes09
PhbCRI31
PhbGrFCys01
PhbEnzLip01
PhbGrFCys30
PhbEnzMtP16
PhbCRI26
PhbPInSeP67
PhbPInSeP52
PhbEnzOxR04
PhbCRI13
PhbEnzCho40
PhbEnzMtP32
PhbEnzSeP85
PhbPInPep07

54855
54995
55151
56403
56974
57677
57678
57694
57816
58045
58064
58244
58520
59279
59304
59360
59412
59540
59683
60027
60161
60740
61666
61969
62152
62163
62348
62417
62488
62582
62711
63009
63315
63895
64193
64257
64554
65006
65192

1087
246
807
283
826
350
350
350
286
251

1443
650
778
507
289

2846

1793
834
213

4653

3393
515
329
295
523
396
259
259
217
450
685
432

1011
262

3441
220

1405
606

1138

909318
84,3346
629358
114691
648354
175614
175614
175614
117273
88,2481
1265,32
472,4
600,36
329644
119874
2668,32
1615,32
656354
60,4173
4475,32
3215,32
337617
155,9
125131
345593
219927
94,6377
94,6377
63,1479
273051
507381
255264
833318
97,0635
3263,32
65,1995
1227,32
428435
960318

1,10375
1,10064
1,09806
1,0791
1,06954
1,05711
1,05711
1,05711
1,05534
1,05183
1,05147
1,04795
1,0449
1,03247
1,03243
1,03151
1,03019
1,02705
1,02423
1,01893
1,01658
1,00808
0,992321
0,989067
0,984819
0,984801
0,980812
0,980812
0,979941
0,979836
0,975696
0,969683
0,965365
0,9563
0,950676
0,949105
0,94681
0,938832
0,934355

32,4384

22,3355

22412

w ~ o O

43
16
20,2749
11
4
88,9573
53,7829
21,7871
2
147,38
105642
11
5
4
11
7
3
3
2
8,64706
16
8
26
3
100268
2
37557
13
29
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Neurotoxina
Metaloproteasa
Atracotoxina
F. crecimiento (Cistei.)
Hialuronidasa
Colinesterasa
Colinesterasa
F. crecimiento (Cistei.)
Metaloproteasa
Serin proteasa
F. crecimiento (Plaq.)
Serin proteasa
Tequilectina
Metaloproteasa
Fosfodiesterasa
Metaloproteasa
Metaloproteasa
Tequilectina
Neurotoxina (Ca)
Inh. Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Inh. Cistei proteasa
Fosfodiesterasa
F. crecimiento (Cistei.)
Carboxilesterasas
CRISP
F. crecimiento (Cistei.)
Lipasa
F. crecimiento (Cistei.)
Metaloproteasa
CRISP
Inh. Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Oxidorreductasa
CRISP
Colinesterasa
Metaloproteasa
Serin proteasa

Inh. Serin proteasa



PhbPInSeP29
PhbPInSeP32
PhbEnzMtP20
PhbGrFCys22
PhbGrFCys23
PhbCRI35
PhbEnzKin03
PhbCRI25
PhbEnzSeP56
PhbEnzMtP21
PhbPInSeP05
PhbGrFCys26
PhbEnzMtP28
PhbEnzHya05
PhbOthUnd09
PhbGrFCys18
PhbEnzOxR02
PhbPInSeP31
PhbNtxNSp67
PhbEnzSeP58
PhbEnzCes02
PhbEnzCxp04
PhbEnzMtP07
PhbOthUnd15
PhbEnzPA204
PhbGrFCys17
PhbEnzSeP04
PhbFibTec57
PhbNtxNSp45
PhbEnzSeP70
PhbTCT06
PhbCRI29
PhbEnzLig01
PhbEnzSeP54
PhbEnzSeP18
PhbEnzMtP06
PhbPInSeP53
PhbFibTec34
PhbGrFCys16

65325
65496
65498
65554
65556
65738
65760
66269
66386
66482
67159
67453
67599
67650
68160
68186
68437
68535
69228
69452
69614
69877
70039
70089
70347
70645
70932
71008
71017
71548
71552
71866
71883
72323
72480
72633
73158
73185
73187

476
2222
1942
222
222
679
266
306
343
856
225
488
1310
2563
1228
386
350
712
441
354
360
276
687
318
849
320
995
1042
2410
705
2147
596
325
327
1018
369
728
896
886

298827
2044,32
1764,32
66,5942
66,5942
501386
100348
134,93
168993
678352
68,7118
310746
1132,32
2385,32
1050,32
210208
175614
534375
264149
179414
185144
108709
509,38
145783
671353
147605
817347
864318
2232,32
527377
1969,32
418444
152196
154046
840318
193777
550373
718349
708349

0,931861
0,929484
0,929454
0,929229
0,929229
0,925653
0,925003
0,917232
0,915439
0,912228
0,90059
0,896119
0,894036
0,893399
0,884134
0,883144
0,880926
0,878306
0,866859
0,862268
0,859458
0,853853
0,850384
0,848947
0,844099
0,838469
0,832809
0,831123
0,83104
0,821365
0,821251
0,813363
0,813176
0,803414
0,800974
0,798355
0,787046
0,786317
0,786238

61,4132

32,7186
68,8752
30013

6

5
15,1692
7,40064

5
5,14286

3

14

4
18,3154

22
23,2172
59,9583

14
52,2712

11

21,7537

14

18,2559
18
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Inh. Serin proteasa
Inh. Serin proteasa
Metaloproteasa
F. crecimiento (Cistei.)
F. crecimiento (Cistei.)
CRISP
Kinasa
CRISP
Serin proteasa
Metaloproteasa
Inh. Serin proteasa
F. crecimiento (Cistei.)
Metaloproteasa
Hialuronidasa
Comp. de veneno
F. crecimiento (Cistei.)
Oxidorreductasa
Inh. Serin proteasa
Neurotoxina
Serin proteasa
Carboxilesterasa
Carboxilpeptidasa
Metaloproteasa
Comp. de veneno
Fosfolipasa A2
F. crecimiento (Cistei.)
Serin proteasa
Tequilectina
Neurotoxina
Serin proteasa
TCTP
CRISP
Ligasa
Serin proteasa
Serin proteasa
Metaloproteasa
Inh. Serin proteasa
Tequilectina

F. crecimiento (Cistei.)



PhbPInSeP63
PhbEnzMtP34
PhbEnzChol6
PhbEnzSeP59
PhbEnzSeP84
PhbEnzCho41
PhbPInSeP24
PhbFibTec17
PhbEnzMtP23
PhbCRI11
PhbFibTec32
PhbEnzSeP86
PhbCRI12
PhbEnzSeP50
PhbGrFCys19
PhbEnzCho04
PhbPInSeP25
PhbEnzHyd04
PhbFibTec15
PhbEnzSeP89
PhbEnzSeP62
PhbFibTec31
PhbPInSeP44
PhbEnzCho33
PhbGrFCys21
PhbNtxNSp21
PhbEnzMtP04
PhbGrFCys31
PhbEnzCho45
PhbCRI06
PhbPInSeP34
PhbFibTec70
PhbGrFCys20
PhbFibTec69
PhbOthUnd10
PhbPInPep03
PhbTCTO05
PhbEnzMtP02
PhbEnzMtP26

73713
73807
74094
74315
74652
74668
75655
75921
76099
76429
76439
76608
76904
77256
77398
77517
77587
77661
77770
77801
78088
78186
78423
79248
79274
79344
79814
79838
80257
80741
80776
80901
80905
81343
81386
81603
81725
81981
82054

577
417
6870
828
933
671
388
390
4333
3435
690
395
3437
2951
766
2020
357
863
309
545
456
661
412
6472
422
924
267
378
436
778
2030
960
503
676
207
551
2069
212
1425

399473
240498
6692,32
650354
755347
493388
212144
214087
4155,32
3257,32
512379
218955
3259,32
2773,32
588365
1842,32
182276
685351
137624
367,54
278988
483393
235583
6294,32
245408
746349
101178
202455
259214
600,36
1852,32
782347
325664
498386
56,4103
373,52
1891,32
59741
1247,32

0,774536
0,771914
0,765936
0,7612
0,753308
0,752526
0,729236
0,722616
0,718808
0,71144
0,710995
0,706553
0,697594
0,688376
0,683637
0,681008
0,678984
0,677185
0,674459
0,673465
0,665418
0,663432
0,65668
0,631972
0,630391
0,627837
0,611607
0,611307
0,596816
0,577232
0,575151
0,570137
0,570047
0,549842
0,548492
0,537777
0,532265
0,517912
0,51356

10

6
165669

16
18,3904

12

5

5
96,5358
74,8979
11,7741

73,4853
61,7016
13
40,5497

15

10365
5
128563
5
15,1447
2
4
5
11,2004
34,4325
14,4162
6
8,85677
1
6,49212
32,5359
1
20,7033
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Inh. Serin proteasa
Metaloproteasa
Colinesterasa
Serin proteasa
Serin proteasa
Colinesterasa
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
Metaloproteasa
CRISP
Tequilectina
Serin proteasa
CRISP
Serin proteasa
F. crecimiento (Cistei.)
Colinesterasa
Inh. Serin proteasa
Hidrolasa
Tequilectina
Serin proteasa
Serin proteasa
Tequilectina
Inh. Serin proteasa
Colinesterasa
F. crecimiento (Cistei.)
Neurotoxina
Metaloproteasa
F. crecimiento (Cistei.)
Colinesterasa
CRISP
Inh. Serin proteasa
Tequilectina
F. crecimiento (Cistei.)
Tequilectina
Comp. de veneno
Inh. Peptidasa
TCTP
Metaloproteasa

Metaloproteasa



PhbEnzSeP83
PhbEnzTra04
PhbGrFCys08
PhbNtxNSp74
PhbPInSeP12
PhbCRI30
PhbOthvWC05
PhbCRI10
PhbFibTecl1
PhbNtxNSp47
PhbFibTec59
PhbFibTec47
PhbPInPep05
PhbEnzSeP75
PhbGrFCys11
PhbFibTec10
PhbEnzCho19
PhbEnzMtP11
PhbNtxNSp15
PhbFibTec58
PhbGrFCys14
PhbPInSeP14
PhbEnzCho18
PhbEnzSeP72
PhbPInSeP18
PhbNtxCav32
PhbCRI19
PhbPInSeP60
PhbPInSeP19
PhbNtxNSp01
PhbFibTec41
PhbEnzCho06
PhbCRI28
PhbEnzHya06
PhbNtxCav46
PhbFibTec65
PhbPInPep02
PhbNtxAtx04
PhbTCTO03

82352
82370
82576
82825
82848
82883
83301
83436
83474
83761
83910
83913
83964
83991
84019
84025
84041
84140
84248
84302
84324
84513
84654
84667
84944
84974
85021
85070
85125
85272
85310
85313
85324
85342
85360
85396
85503
85711
85976

1005
924
4191
445
3347
585
968
3445
1322
2379
826
249
621
1298
4831
2514
6857
1802
777
963
4960
3425
6459
2851
3323
2018
3430
11003
3401
5799
1947
2156
1053
2444
1601
1119
447
718
1965

827318
746349
4013,32
268105
3169,32
407455
790347
3267,32
114432
2201,32
648354
86,6737
443418
1120,32
4653,32
2336,32
6679,32
1624,32
599,36
785347
4782,32
3247,32
6281,32
2673,32
3145,32
1840,32
3252,32
10825,3
3223,32
5621,32
1769,32
1978,32
875318
2266,32
1423,32
941318
270084
540373
1787,32

0,49616
0,494787
0,479544
0,461619
0,459386
0,455617
0,422732
0,409882
0,405283
0,375275

0,35702
0,356978

0,35094
0,347983
0,344056
0,342798
0,341069
0,327957
0,315067
0,307849
0,304092
0,273541
0,243148
0,240927
0,175019
0,165901
0,146684

0,1296
0,108003

0,0179803
0,0033343
0,00242857
0,00148633
0,000345671
5,84026E-05
3,92207E-07
0
0
0

13,2668
11,9352
62,2019

47056
6
10,7983
43,2834
14,9891
26,6995
7,48128
1
5,02941
12,6
51,7443
25,8846
73,6284
17,2171
6,10326
7,81396
47,0019
28709
49,3621
20,8165
17,7919
9,86764
15,4187
45,3436
11,2515
3,26668
0,19067
0,155281
0,0420487
0,0253195
0,00268661
1,19323E-05
0
0
0
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PhbPInSeP20
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PhbEnzSeP41
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PhbEnzCho21
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PhbEnzCho26
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86238
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3534
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218
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6466
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6460
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5716,32
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497387
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117273
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Colinesterasa
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Anexo IX. Determinacion de actividad antimicrobiana

Figura 29. Evaluacién de actividad antimicrobiana para: A. P. aeruginosa (ATCC 27853), 1.
Agua, 2. Ampicilina (5 pg), 3. Fraccién 33,2 (3 pg), 4. Fraccién 35,6 (3 pg), 5. Fraccién 37,0 (3
ng), 6. Fraccion 37,5 (3 pg), 7. Fraccion 38,1 (3 pg), 8. Fraccién 40,2 (3 pg), 9. Fraccion 41,2 (3
ng), 10. Fraccién 47,2 (3 pg), 11. Fracciéon 48,5 (1 pg), 12. Fraccion 49,0 (1 pg); B. S. aureus
(ATCC 25923), 1. Agua, 2. Ampicilina (5 pg), 3. Fraccion 33,2 (3 pg), 4. Fraccién 35,6 (3 pg), 5.
Fraccién 37,0 (3 pg), 6. Fraccion 37,5 (3 pg), 7. Fraccién 38,1 (3 pg), 8. Fraccion 40,2 (3 pg), 9.
Fraccién 7 (3 pg), 10. Fraccion 40,2 (3 pg), 11. Fraccion 48,5 (1 pg), 12. Fraccion 49,0 (1 pg).
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Anexo X. Gréfico de variacion de peso del ratén sobrviviente en el ensayo de toxicidad

aguda del veneno completo de P. boliviensis a dosis de 0,9 pg/g

Variacién de peso : Ensayo de toxicidad (dosis: 0,9 ug/g - I.P. - Hembra)

29,50

29,00

Peso corporal (g)
8

®
8

26,50
-] 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

Dias de experimentacion

== Ratén 1 Lineal (Raton 1)
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Anexo XI. Peso corporal de los ratones tratados con el péptido Ctx-4 recombinante (i.cr.)

para determinacion de toxicidad aguda

Dosis Raton 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 23,4 23,9 243 25,0 24,9 24,7 252 25,7 259 26,1 26,6 27,0 274 274

Ogt:i_g‘;g 2 23,0 23,6 23,6 244 24,0 23,6 24,1 24,0 24,6 24,7 25,8 25,5 25,8 25,6
3 23,6 23,8 24,2 24,7 24,5 24,0 24,8 25,2 25,6 26,0 26,5 26,8 27,3 27,6
1 22,6 22,2 22,6 23,6 23,1 23,7 23,9 244 24,6 249 25,6 25,7 259 26,1
l,c(j)t:l-g‘}g 2 22,8 23,4 239 24,1 24,0 239 24,6 24,2 24,3 24,5 25,1 25,2 249 24,8
3 21,8 21,6 21,7 22,2 22,1 21,8 22,4 22,7 23,3 23,5 24,3 24,4 24,2 244
1 23,3 22,8 223 22,7 23,1 23,6 23,6 238 23,9 24,0 239 24,7 249 253
1,C5tf1-g‘}g 2 24,1 24,7 244 244, 249 25,1 258 264 26,8 27,2 27,6 28,0 28,7 29,1
3 22,6 22,3 21,7 22,3 23,7 249 25,7 249 24,2 241 24,6 24,7 25,3 25,8
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Anexo XII. Determinacion de actividad analgésica de la fraccion eluato del veneno
(fraccion 0) y la fraccién 1 del veneno de P. boliviensis obtenida por fraccionamiento del

veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18, por el método Tail Flick.

1004

.,‘
T

B SSN

== Morfina 0,1 ug/g
== Fraccion0 0,37 ugfg
mm Fraccion0 0,55 uglg
Fraccion0 0,74uglg

L]
=
1

% Efecto maximo posible (EMP)
[l
w1

30 min 60 min 20 min 120 min

Tiempo de medicién
Figura 32. Determinacion de actividad analgésica de la fraccion eluato del veneno
(fraccién 0) de P. boliviensis (via i.p.) obtenida por fraccionamiento del veneno
completo en un cartucho Sep-Pack C18, por el método Tail Flick. La gréfica
representa la media + SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas — post hoc
Bonferroni. *** p < 0,0001)

1004

SSN

Morfina 0,1 ug/g
Fraccionl 0,25 ug/g
Fraccionl 0,50 ug/g
zza Fraccionl 0,75 uglg

% Efecto maximo posible (EMP)

Tiempo de medicién
Figura 33. Determinacion de actividad analgésica de la fraccién 1
del veneno de P. boliviensis (via i.p.) obtenida por fraccionamiento
del veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18, por el método
Tail Flick. La grafica representa la media + SEM del % EMP
(ANOVA de medidas repetidas — post hoc Bonferroni).



220

GLOSARIO

Ahusado: que tiene forma cilindrica y alargada, mas estrecho en los extremos, como el

huso.
Algesia: sensibilidad al dolor, hiperestesia.

Analgesia: falta o supresion de toda sensacién dolorosa, sin pérdida de los restantes modos

de la sensibilidad.

Barrera hematoencefalica: sistema de proteccién altamente selectivo contra la entrada de
sustancias extrafias formada por células endoteliales que recubren los capilares del
cerebro. Sirve para controlar y restringir el paso de sustancias toxicas entre la

circulacion sanguinea y el fluido cerebral.

Cefalotorax o Prosoma: uno de los tagmas en que se divide el cuerpo de los quelicerados;
los quelicerados no tienen una cabeza diferenciada del resto del cuerpo. En arafias y
amblipigios existe una constriccion o cintura (pedicelo) que separa el prosoma del

opistosoma.

Corea: trastorno neurologico denominado disquinesia, caracterizado por movimientos

involuntarios anormales de los pies y manos.

Cribelo: 6rgano de las arafias que se encuentra delante de las hileras, y se presume que es
el homologo al octavo par de hileras de las arafias primitivas, Mesothelae y

Mygalomorphae.
Disnea: dificultad para respirar.

Ecdisis: muda de la cuticula de muchos invertebrados del clado Ecdysozoa. La cuticula de
forma un exoesqueleto fundamentalmente ineldstico por lo tanto es necesario

desprenderse de él para crecer.

Escépula: formacion de pelos cortos y apretados, a modo de cepillo, en los tarsos y

metatarsos de las patas de las arafas.
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Estupor: estado de insensibilidad e inmovilidad, sin reaccion a estimulos externos.

Ganglio supraesofagico o cerebro: principal centro de asociacién del sistema nervioso,
situado en el prosoma; consta de tres pares de l6bulos: protocerebro, deutocerebro

(vestigial en los quelicerados) y tritocerebro.

Gendmica: tiene como objetivo la caracterizaciéon colectiva y la cuantificaciéon de los
genes, que dirigen la produccién de proteinas con la ayuda de enzimas y moléculas
mensajeras. Se enfoca en la estructura, funcion, evoluciéon y mapeo de los genomas.La

genomica también implica la secuenciacion y el analisis de genomas.

Genomica funcional: campo de la biologia molecular que se propone utilizar la vasta
acumulacién de datos producidos por los proyectos de gendmica (como los "proyectos
genoma" de los distintos organismos) para describir las funciones e interacciones entre

genes (y proteinas).
Hiperalgesia: aumento de la sensibilidad al dolor.

Hiperestesia: sensibilidad cutanea excesiva y dolorosa. Se debe a una disminucion del

umbral o a un aumento de la respuesta a los estimulos.

Isoforma: una de las distintas formas de la misma proteina. Las distintas formas de una
proteina podrian ser generadas por genes relacionados, o podrian generarse por el

mismo gen a través del proceso de splicing alternativo, o maduracion diferencial.

Ligando: sustancia que forma un complejo con una biomolécula. En un sentido mas

estricto, es una molécula que envia una sefial al unirse al centro activo de una proteina.

Marcador de secuencia expresada — Expressed Sequence Tags (EST): es una pequefia
subsecuencia de una secuencia nucleotidica transcrita (codificante de una proteina o
no), con una léngitud entre 500 y 800 nocledtidos, y representan porciones de genes
expresados. Se puede usar para identificar genes que se transcriben y en el

descubrimiento de genes, y para determinacién de secuencias.

Mioclone: sacudida repentina e involuntaria de un muisculo o grupo de musculos. Describe

un signo médico y generalmente no constituye el diagndstico de una enfermedad.



222

Morfologia: parte de la biologia que estudia la forma de los seres organicos y de las

modificaciones o transformaciones que experimenta.

Neurotoxico: sustancia capaz de provocar efectos adversos en el sistema nervioso central,

el sistema nervioso periférico y los érganos de los sentidos.

Ooteca u Ovisaco: capsula para contener huevos formada por secreciones diversas de las

hembras, en el momento de la puesta.

Opistosoma: uno de los tagmas en que se divide el cuerpo de los quelicerados. El
opistosoma es a veces denominado abdomen, término desaconsejado ya que no es
homologo del abdomen de los crustaceos e insectos. En el opistosoma se localizan las

funciones vegetativas.

Paralisis espastica: tipo de paralisis cerebral caracterizada por la imposibilidad de relajar
los musculos o tenerlos rigidos. Los musculos tienden a estirarse y debilitarse, lo cual

dificulta el movimiento.

Paralisis flacida: tipo de paralisis en la cual el musculo se torna laxo y blando, no
resistiendo a un estiramiento pasivo, lo que da lugar a una debilidad extrema y la

pérdida completa de los reflejos tendinosos y cutaneos.
Priapismo: ereccion continua y dolorosa del miembro viril, sin apetito venéreo.
Protedomica: estudio a gran escala de las proteinas, en particular de su estructura y funcion.

Quelicero: cada uno de los dos primeros apéndices del cuerpo (primer par) en las arafias;
ocupan una posiciéon anatémicamente preoral y se caracterizan por ser O6rganos

prehensores, bien en forma de pinza (quela) bien en forma de gancho (subquela).
Seda cribelar: seda que tiene una estructura similar a la lana que se origina en el cribelo.
Sialorrea: flujo exagerado de saliva.

Silarico: division de la escala temporal geologica que pertenece a la Era Paleozoica; esta se
divide en seis periodos de los que el Silurico ocupa el tercer lugar siguiendo al
Ordovicico y precediendo al Devonico. Comenz6 hace 444 millones de afios y termin6

hace 419 millones de afios.
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Sinantropico: capacidad de algunas especies de flora y fauna que habitan en ecosistemas
urbanos o antropizados, adaptandose a las condiciones ambientales creadas o

modificadas como resultado de la actividad humana.

Transcriptoma: conjunto de todas las moléculas de RNA (también llamadas transcritos)
presentes en una célula o grupo de células en un momento determinado. El término
transcriptoma engloba tanto al RNA mensajero (mMRNA), que puede traducirse en una
proteina, como al RNA no codificante (ncRNA), que no se traduce; sin embargo, en
ocasiones se utiliza de manera mas laxa para referirse tinicamente al conjunto de RNAs
mensajeros. Dado que diferentes células expresan diferentes genes, cada tejido o tipo

celular posee un transcriptoma unico y distinto.

Transcriptomica: estudio del conjunto de RNA (RNAr, RNAt, RNAm, RNAi, miRNA)

que existe en una célula, tejido u érgano.
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	El veneno completo de P. boliviensis mostró actividad de proteasa en el zimograma utilizando como sustrato gelatina, en el que se observan bandas de degradación con pesos aparentes de 24 y 32 kDa (Figura 7, pozo 3). Las bandas con actividad proteasa del veneno completo se cortaron y se enviaron para secuenciación.
	
	Figura 7. Evaluación de la actividad proteasa del veneno de P. boliviensis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5 % y gelatina (1,5 mg/mL). 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. Veneno completo de B. ammodytoides (5 μg), 3. Veneno completo de P. boliviensis (35 μg). Los círculos negros representan las bandas enviadas a secuenciación.
	Las fracciones del veneno completo obtenidas por RP-HPLC (Figura 4) que eluyeron en gradientes más altos de ACN, presentaron actividad proteasa (Figura 8, A y B). La fracción de 46,2 % de ACN (pozo 16), presentó dos halos de degradación de masas moleculares aparentes entre 20 y 30 kDa; y la fracción obtenida en 47,2 % de ACN (pozo 17) presentó dos halos de degradación. Estos halos fueron cortados y enviados a secuenciación.
	
	Figura 8. Evaluación de la actividad proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5 % y gelatina (1,5 mg/mL). 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. C+: veneno de B. ammodytoides (5 μg), 3. Fracción 33,2 (3 μg), 4. Fracción 35,6 (3 μg), 5. Fracción 37,0 (3 μg), 6. Fracción 37,5 (3 μg), 7. Fracción 38,1 (3 μg), 8. Fracción 40,2 (3 μg), 9. Fracción 41,2 (3 μg), 10. Fracción 42,1 (3 μg). 11. Marcador de peso molecular (kDa), 12. C+: veneno de B. ammodytoides (5 μg), 13. Fracción 42,9 (3 μg), 14. Fracción 43,9 (3 μg), 15. Fracción 45,3 (1 μg), 16. Fracción 46,2 (3 μg), 17. Fracción 47,2 (3 μg), 18. Fracción 48,5 (1 μg), 19. Fracción 49,0 (1 μg), 20. Fracción 52,6 (1 μg). Los círculos negros representan las bandas enviadas a secuenciación.
	5.6.3. Evaluación de actividad hialuronidasa del veneno de P. boliviensis
	Para determinar la actividad de hialuronidasa en el veneno completo de P. boliviensis, así como las fracciones que la contienen, se realizó un zimograma, en el cúal se utilizó como sustrato ácido hialurónico; se utilizó como control positivo el veneno de una tarántula mexicana Brachypelma vagans, el cual se ha reportado que es altamente específico contra el sustrato ácido hialurónico (Clement et al., 2012). El venneno completo de P. boliviensis y sus fracciones, seleccionando las que eluyeron en gradientes de ACN superiores a 45 %, en los que se ha visto eluyen estas enzimas (Delgadillo, 2019; Feng et al., 2008; Sutti, 2011), la degradación que se observa, en bandas con masas moleculares entre a 45 y 70 kDa es baja (Figura 9, pozo 3). Dichas bandas no se aprecian claramente en el veneno completo, pero sí en las fracciones de 47,2 y 52,6 % de ACN (Figura 4). Dichas bandas se cortaron y se enviaron para su secuenciamiento.
	
	Figura 9. Evaluación de actividad hialuronidasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12.5 % y ácido hialurónico (0,5 mg/mL). 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. Veneno completo de B. vagans (5 μg), 3. Veneno completo de P. boliviensis (35 μg), 4. Fracción 46,2 (2 μg), 5. Fracción 47,2 (2 μg), 6. Fracción 49,0 (2 μg), 7. Fracción 52,6 (2 μg). Las flechas negras indican las bandas de actividad hialuronidasa del veneno completo. Los círculos negros representan las bandas enviadas a secuenciación.
	5.7. Análisis transcriptómico de la glándula venenosa de P. boliviensis
	5.7.1. Extracción de RNA de la glándula venenosa
	De la extracción del RNA a partir de las glándulas venenosas de la araña P. boliviensis, se obtuvieron 5,6 μg de RNA total. El análisis de integridad del RNA por electroforesis capilar mostró una sola fracción ribosomal con un valor de RIN de 8,9 (Figura 10). En los artrópodos ocurre un fenómeno de procesamiento de la subunidad 28S que hace que el fragmento quede del mismo tamaño que la subunidad 18S (Winnebeck et al., 2010).
	
	Figura 10. Electroferograma del análisis de calidad del RNA total purificado, análisis RNA integrity number (RIN).
	5.7.2. Secuenciación y ensamble del transcriptoma
	Debido a la gran diversidad de anotaciones de las secuencias del transcriptoma, se decidió utilizar como primer parámetro de distribución de funciones la clasificación de PFAM (familia de proteínas); esta clasificación permite encontrar dominios comunes, regiones funcionales, de los que se componen las proteínas, y su identificación puede proveer direccionamiento hacia la función de la proteína.
	Tabla 7. Resultados generales del ensamble.
	5.7.3. Nomenclatura de los transcritos funcionales
	5.7.4. Análisis del transcriptoma
	Durante el proceso de anotación se hizo una búsqueda de transcritos con identidad a componentes de veneno. Se identificaron 682 transcritos codificantes para componentes integrales del veneno, de los cuales 239 (35,0 %), están relacionados con enzimas como serin proteasas, fosfolipasas, metaloproteasas, hialuronidasas, entre otras; 156 de las secuencias (22,9 %) tiene identidad con neurotoxinas que afectan canales de sodio y de calcio dependientes de voltaje; 83 de los transcritos (12,2 %) tiene identidad con inhibidores de diferentes tipos de enzimas, principalmente de serin proteasas; 78 secuencias (11,4 %) se anotaron como péptidos tipo fibrinógeno; 48 secuencias (7,0 %) están relacionados con factores de crecimiento; 36 de las secuencias (5,3 %) que componen el veneno se anotaron como CRISP (miembros de la superfamilia CAP); 17 de los transcritos (2,5 %) tienen identidad con proteínas tumorales controladas por traducción (TCTP – por sus siglas en inglés); y por último, se anotaron 25 transcritos (3,7 %) como otros componentes de veneno (Figura 11).
	
	Figura 11. Diversidad relativa de transcritos anotados con identidad de proteínas de veneno.
	Se encontraron 239 transcritos relacionados con enzimas (Enz), constituyendo la categoría más abundante en el transcriptoma, incluyendo 18 tipos de enzimas diferentes. De estos, los más abundantes fueron los de serin proteasas, metaloproteasas y colinesterasas. Además, se encontraron otras secuencias, en menor cantidad, usualmente reportadas en venenos de animales venenosos como hialuronidasas, fosfolipasas A2 y B (Tabla 9).
	Tabla 9. Abundancia de enzimas en el veneno de P. boliviensis a partir del análisis transcriptómico de las glándulas venenosas.
	5.7.5. Cuantificación del transcriptoma de P. boliviensis
	5.8. Diseño, expresión y purificación de un péptido recombinante con posible actividad analgésica
	Para diseñar el gen recombinante, se emplearon unas secuencias peptídicas como modelo de partida y obtenidas a partir de venenos de otros animales, las cuales fueron reportadas con alguna actividad analgésica (Tabla 11). Posteriormente, se hizo un alineamiento entre dichas secuencias y el transcriptoma de P. boliviensis, empleando la herramienta tblastn.
	Tabla 11. Secuencias reportadas de péptidos con actividad analgésica obtenidos a partir de venenos de animales
	Se consideró como el mejor alineamiento obtenido por tblastn, aquel que tuviera un menor e-value, indicando una coincidencia más “significativa” (Tabla 12).
	Tabla 12. Resultados del alineamiento entre las secuencias peptídicas obtenidas a partir de venenos de animales con actividad analgésica y las del transcriptoma*.
	* Se seleccionó para cada péptido, la secuencia del transcriptoma con menor e-value y mayor porcentaje de identidad del resultado del alineamiento.
	** Las secuencias de estos transcritos no representan componentes del veneno de P. boliviensis, por tanto, se reportan con el identificador otorgado por Trinity.
	Los transcritos con mayor porcentaje de identidad fueron los dos péptidos de P. nigriventer, y se realizó una comparación entre las secuencias de estos dos transcritos, teniendo en cuenta el número de aminoácidos totales, de cisteínas, su identidad y el e-value, de manera que se lograra seleccionar el péptido a expresar de manera recombinante. Para esto se realizó la traducción de los transcritos, en los seis marcos de lectura, y se predijo para cada uno el péptido señal con SignalP, mientras que para el pro-péptido y la toxina madura se utilizó la herramienta SpiderP de ArachnoServer (disponible en http://www.arachnoserver.org/spiderP.html) (Tabla 13).
	Tabla 13. Comparación de secuencias traducidas a partir de los transcritos.
	AA: número de residuos de aminoácidos. Cys: número de cisteínas. ND: No determinado
	Teniendo en cuenta esta comparación, para la expresión recombinante se seleccionó el péptido δ-CNTX-Pn1a, utilizando como criterios el e-value y el menor número de cisteínas, aunque tuviera un menor porcentaje de identidad. A partir de esta secuencia, δ-CNTX-Pn1a, se seleccionó el transcrito PhbNtxNav24, con una identidad 60,9 % y que de ahora en adelante se conocerá como Ctx,. y al que se le realizó la traducción reversa in silico; posteriormente se diseñaron los oligonucleótidos para su ensamble, los que después de diferentes procesos de biología molecular permitieron obtener el gen codificante de Ctx.
	5.8.1. Amplificación del gen y clonación en el vector de expresión pQE30
	A continuación, se muestra la secuencia del péptido recombinante esperado, indicando la serie aminoácidos incorporados por el vector (subrayado) que incluye 6 histidinas y la secuencia del sitio de reconocimiento para BamHI (subrayado y en negrilla) y la secuencia de reconocimiento para la proteasa Tobacco Etch Virus (TEV) (negrilla):
	MRGSHHHHHHGSENLYFQGKCGDINAPCQSDCDCCGYSVTCDCYWSKDCKCRESNFAAGMALRKAFCKNKI
	5.8.2. Transformación y expresión del péptido recombinante Ctx-4 en células M15 y Origami
	Para expresar el péptido Ctx-4, el plásmido con la construcción pQE30-Ctx-4 se trasformo en células E. coli en las cepas Origami y M15. Estas células transformadas crecieron en medio líquido 2xYT-Ampicilina (200 μg/mL) (apartado 4.2.10.3); y al alcanzar la OD600 deseada, se indujo la expresión del péptido adicionando IPTG (0,1 mM). Para analizar la expresión se realizó una electroforesis colocando muestras antes y después de la inducción, en la que se evidenció que la cepa más conveniente para seguir con la expresión fue la de Origami, ya que tuvo mejores rendimientos aparentes. Sin embargo, en ambas cepas se observó la expresión de una proteína con el tamaño esperado (masa teórica reducida 8006,03 Da).

	Posteriormente, se llevó a cabo una nueva expresión del péptido en células E. coli Origami. Después de los procesos de inducción de la expresión, las células obtenidas y resuspendidas en Tris-HCl 50 mM, pH8, se lisaron por sonicación para la obtención de las fracciones soluble e insoluble. La electroforesis reveló la presencia de una proteína del tamaño aparente esperado, presente tanto en células inducidas como en la fracción insoluble.
	La fracción insoluble fue purificada por cromatografía de afinidad a níquel. Las fracciones que presentaron la proteína de interés, de acuerdo a la evaluación por SDS-PAGE, fueron reunidas para su plegamiento; una alícuota fue re-purificada por RP-HPLC para determinar la masa molecular de la fracción obtenida no reducida, la cual fue enviada a la unidad de masas que fue de 7.995,73 kDa (Figura 14, 15 y 16).
	
	Figura 15. Purificación por RP-HPLC del péptido Ctx-4 recombinante crudo, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con un gradiente de elución de 0 % hasta 60 % de acetonitrilo (99 %) con adición de ácido trifluoroacético en concentración final de 0,1 %, durante 40 minutos con un flujo de 1 mL/min. La corrida fue monitorizada a 230 nm.
	
	Figura 16. Espectro de masas del péptido recombinante Ctx-4 crudo. Masa experimental no reducida: 7.995,73 Da.
	5.8.3. Plegamiento del péptido recombinante Ctx-4
	Después del protocolo de plegamiento, se purificó la reacción por RP-HPLC (gradiente 1). Se obtuvieron 3 fracciones del péptido recombinante, que eluyeron a 36,5, 38,7 y 39,5 % de ACN (Figura 17). Las masas moleculares se determinaron para cada fracción como 7.998,35, 7.994,61 y 7.994,20 Da, respectivamente. Cada una de estas fracciones fue colectada, secada y almacenada hasta su uso en los ensayos de toxicidad.
	
	Figura 17. Purificación por RP-HPLC del péptido Ctx-4 recombinante plegado, usando una columna C18 (250 x 4,6 mm), con un gradiente de elución de 0 % hasta 60 % de acetonitrilo (99 %) con adición de ácido trifluoroacético en concentración final de 0,1 %, durante 60 minutos con un flujo de 1 mL/min. La corrida fue monitorizada a 230 nm. Los números dispuestos en la parte superior de cada pico representan el porcentaje de ACN de su elución.
	5.9. Validación del transcriptoma
	5.9.1. Búsqueda de las enzimas secuenciadas en el transcriptoma
	Tabla 14. Fragmentos secuenciados de las bandas del zimograma de actividad proteasa del veneno completo de P. boliviensis (Figura 7).
	A los fragmentos obtenidos para cada banda se les buscó identidad con el transcriptoma; sin embargo, solo se encontró homología para las secuencias 1, 5, 6 y 7 de la banda de ~ 30 kDa. Estas secuencias tuvieron 100,00 % de identidad con el transcrito PhbEnzSeP15, con e-value reportados entre 1,96e-13 y 7,05e-07. Posteriormente, se realizó el alineamiento entre dichas secuencias y el transcrito PhbEnzSeP15 (Figura 18), donde se puede ver que los ocho fragmentos secuenciados tienen un alineamiento entre 92,31 y 100 % con el transcrito, excepto por un solo aminoácido, lisina (K) en el transcrito y ácido glutámico (E) en el producto de secuenciación. De manera esta puede concluirse que se ha obtenido una secuencia tipo proteasa, y que puede demostrarse que la banda con actividad proteasa corresponde realmente a una secuencia en el transcrito anotado previamente como una secuencia con actividad serin proteasa putativa.
	
	El fragmento obtenido para la banda de peso aproximado de 23 kDa no tuvo identidad con los transcritos obtenidos para el transcriptoma de las glándulas venenosas de P. boliviensis, bajo las condiciones establecidas.
	
	Figura 18. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de las bandas de proteasa de ~ 30 kDa del zimograma de actividad proteasa del veneno completo de P. boliviensis y el transcrito PhbEnzSeP15 obtenido del transcriptoma con la herramienta tblastn. Las coincidencias en aminoácidos en las secuencias se muestran en color verde.
	Por otra parte, cuando se usaron las fracciones del veneno obtenidas por RP-HPLC (gradiente 1) para realizar el zimograma de proteasa, se obtuvieron tres bandas con actividad que fueron aisladas y secuenciadas: dos bandas de la fracción de 46,2 % de ACN (con tamaños de ~ 30 kDa y ~ 20 kDa); y una banda de la fracción de 47,2 % deACN de ~ 25 kDa (Figura 8). Para las bandas de ~ 20 kDa y de ~ 30 kDa de la fracción de 46,2 % se obtuvo un fragmento secuenciado y con identidad con el péptido parcial keratin, type II cytoskeletal 6A-like, partial de Parasteatoda tepidariorum (NCBI: XP_015915717.1); para la banda con actividad proteasa de la fracción de 47,2 % de ACN se obtuvieron cinco fragmentos secuenciados y tuvo identidad con el péptido putative PQM protease precursor, de P. fera (UniProtKB: A0A2I5YNW5) (Tabla 15).
	Tabla 15. Fragmentos secuenciados de las bandas del zimograma de gelatina para actividad proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis (Figura 8).
	De igual manera, a estos fragmentos obtenidos para cada banda se les buscó identidad con el transcriptoma; sin embargo, solo se encontró homología para la secuencia 2 de la proteasa de la fracción de 47,2 % de ACN, que tuvo una identidad de 100,0 % con el contig PhbEnzSeP16, con e-value 2,6e-06. Posteriormente, se realizó el alineamiento entre todos los fragmentos obtenidos para esta proteasa y el transcrito PhbEnzSeP16 (Figura 19), donde se puede ver que los fragmentos hacen parte de la secuencia del transcrito, aunque se presentan varias diferencias entre los aminoácidos del contig y de los fragmentos 1 y 5, en los que se presenta un ácido glutámico (E), mientras que el transcrito tiene una lisina (K) en esa posición.
	Los fragmentos obtenidos para las bandas de proteasa de la fracción de 46,2 % de ACN no tuvieron identidad con los transcritos del transcriptoma de las glándulas venenosas de P. boliviensis, bajo las condiciones establecidas.
	
	Figura 19. Alineamiento de los fragmentos secuenciados de la banda de proteasa de la fracción de 47,2 % del zimograma de actividad proteasa de las fracciones del veneno de P. boliviensis y el transcrito obtenido del transcriptoma con la herramienta tblastn. Las coincidencias en aminoácidos en las secuencias se muestran en color verde.
	5.9.2. Búsqueda de la secuencia del gen codificante del péptido recombinante en la glándula venenosa
	Con el fin de buscar la secuencia codificante de Ctx en los transcritos de la glándula venenosa de la araña P. boliviensis, se procedió a extraer el RNA de la glándula, obteniendo 11,4 μg de RNA total, de los que se emplearon 4 μg para obtener cDNA y amplificar un gen codificante semejante a Ctx-4. Se logró obtener un amplificado de tamaño esperado, que fue posteriormente clonado en vector de clonación pCR 2.1-TOPO®. Dicho plásmido se utilizó para transformar células de E. coli XL1Blue. Algunas células producto de la transformación se evaluaron por PCR de colonia. Posteriormente, se purificaron los plásmidos de 4 colonias que mostraron una amplificado de DNA del tamaño esperado en el PCR de colonia. Los plásmidos purificados se enviaron a secuenciación y después de analizar las secuencias, se encontró que todas ellas tienen una alta identidad con el péptido recombinante Ctx-4 (98,1 %).
	
	Figura 22. Alineamiento de las secuencias peptídicas del transcrito PhbNtxNav23, la secuencia obtenida para los plásmidos y del péptido recombinante Ctx-4. Las coincidencias en aminoácidos en las secuencias se muestran en color verde.
	Se realizó el alineamiento de las secuencias peptídicas obtenidas de los plásmidos TOPO/Ctx-4 y de cada transcrito. En el alineamiento para el transcrito PhbNtxNav23, se puede ver una gran coincidencia entre los aminoácidos de las secuencias; no obstante, no comparten una identidad del 100,0 %, por ejemplo, la secuencia del péptido Ctx-4 recombinante tiene un 92,5 % de identidad con el transcrito, debido a la diferencia de cuatro aminoácidos (A1-G1, R2-K2, P39-A39 y V44-L44); mientras que la secuencia de los plásmidos TOPO/Ctx-4 tienen un 94,3 % de identidad con el transcrito por la diferencia de tres aminoácidos (A1-G1, R2-K2 y P39-A39); pero las secuencias del péptido recombinante Ctx-4 y los plásmidos TOPO/Ctx-4, tienen un 98,1 % de identidad, ya que solo difieren en un aminoácido (V44-L44).
	
	Figura 23. Alineamiento de las secuencias peptídicas de PhbNtxNav24, del péptido recombinante Ctx-4 y la secuencia obtenida para los plásmidos. Las coincidencias en aminoácidos en las secuencias se muestran en color verde.
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	6. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	6.1. Fraccionamiento del veneno
	6.2. Perfil electroforético de veneno de P. boliviensis
	6.3. Análisis de masas moleculares
	6.4. Caracterización enzimática del veneno de P. boliviensis
	6.4.1. Evaluación de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis
	Existen diferentes tipos de fosfolipasas (A2, B, D) que se encuentran presentes en los venenos de alacranes, arañas y serpientes, y son responsables de la degradación de la membrana celular generando daño en los tejidos circundantes al sitio de la inyección del veneno (Vines & Bill, 2015); además, se ha encontrado que las fosfolipasas de venenos de arañas causan toxicidad local y sistémica (Sannaningaiah et al., 2014). Por otra parte, los reportes sobre la presencia o el aislamiento de PLA2 a partir del proteoma en venenos de arañas no son abundantes, encontrándose en los venenos de Atrax versutus (ahora Hadronyche versuta) y Eresus niger (Sannaningaiah et al., 2014; Usmanov & Nuritova, 1994).
	La falta de actividad de fosfolipasa A2 in vitro, tanto para las fracciones como para el veneno completo de P. boliviensis, concuerda con los resultados obtenidos en el transcriptoma, donde solo se encontraron cinco secuencias codificantes para fosfolipasas A2, las cuales a su vez, presentan bajos niveles de expresión en la glándula venenosa (12,30 TPM), de ahí que sea poco probable que se encuentre su actividad in vitro. Además, en los resultados de la presente investigación no se presentaron signos locales del envenenamiento, como el daño tisular local, adicionalmente, tampoco se han reportado en los envenenamientos producidos por las arañas de este género.
	La presencia de fosfolipasas A2 en el veneno de P. boliviensis, con una Dosis Hemolítica mínima (DHm) de 202 μg de veneno completo, reportado por Estrada-Gómez et al., (2015), ha sido la única publicación que sugiere la presencia de PLA2 en el veneno de una especie del género Phoneutria. Esta dosis se considera una cantidad muy alta de veneno, y confirma que, a juzgar por los signos de envenenamiento evidenciados, estás enzimas no parecen tener un papel fundamental en el veneno de estas arañas como lo hacen para el veneno de las serpientes.
	6.4.2. Evaluación de actividad proteasa del veneno de P. boliviensis
	Las proteasas son enzimas presentes en los venenos de diferentes animales que hidrolizan específicamente los enlaces peptídicos de las proteínas favoreciendo la difusión del veneno en el tejido (Kini, 2005). Para los venenos de arañas se han reportado actividades metaloproteolítica y serin proteolítica (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 2000). Las metaloproteasas son enzimas que dependen completamente de los iones metálicos para su actividad y que generan varios efectos farmacológicos como hemorragia, edema, dermo / mionecrosis y trastornos hemostáticos (Nagaraju et al., 2007a, b), las cuales han sido reportadas en venenos de varias especies del género Loxosceles; además, se han purificado de los venenos de L. intermedia y de Hippasa partita (Nagaraju et al., 2007a, b; Zanetti et al., 2002). Por otro lado, las serin proteasas pueden causar efectos como dermonecrosis, alteraciones en la hemostasis y función plaquetaria, además de actividad tipo Factor Xa (Sannaningaiah et al., 2014). A partir de la glándula venenosa de Hippasa agelenoides se han caracterizado dos serin proteasas de bajo y medio peso molecular que causan algunos de los efectos mencionados (Devaraja et al., 2008, 2010, 2011).
	Específicamente, para arañas del género Phoneutria, la actividad proteolítica ha sido reportada para el veneno de la especie P. nigriventer, para el que además se han identificado dos serin proteasas (Schenberg & Pereira-Lima, 1971; Peigneur et al., 2018). En este trabajo se pudo comprobar la actividad proteolítica del veneno completo y de dos de las fracciones de P. boliviensis; aunque el zimograma no da cuenta si la actividad es debida a serin proteasas o metaloproteasas. Por otra parte, aunque se encontraron varios transcritos putativos de proteasas en la glándula venenosa de P. boliviensis, estas enzimas podrían ser reguladas por los inhibidores de proteasas, para los que se encontraron una cantidad considerable de transcritos, lo que podría explicar que el veneno de P. boliviensis no posea una actividad proteasa tan evidente como el veneno de B. ammodytoides. Adicionalmente, es probable que no todos los transcritos se traduzcan en proteínas, ya que estos procesos de transcripción y traducción, están sujetos a una regulación y dinámica diferentes (Tan et al., 2015).
	6.4.3. Evaluación de actividad hialuronidasa del veneno de P. boliviensis

	6.5. Análisis transcriptómico de la glándula de P. boliviensis
	6.5.1. Componentes del veneno

	6.6. Diseño, expresión y purificación de un péptido recombinante con posible actividad analgésica
	6.7.1. Búsqueda de las enzimas secuenciadas en el transcriptoma
	Las dos isoformas de serin proteasas en el transcriptoma de P. boliviensis con alta identidad encontradas a partir de las bandas de actividad proteasa del veneno completo de P. boliviensis de ~ 30 kDa y la banda de la fracción de 47,2 % de ACN, sugiere que los parámetros establecidos para la realización del ensamble de los reads, fueron adecuados. La diferencia en un aminoácido entre los fragmentos secuenciados del zimograma y la obtenida del transcriptoma observado en el alineamiento (Figuras 18 y 19), puede deberse a una mutación genómica o a una isoforma del gen, sin que esto represente evidencia suficiente para considerar que haya habido un error en la secuenciación o en el ensamblado. Las mutaciones o cambios en algunos aminoácidos de las proteínas puede ocurrir sin que implique necesariamente que un cambio de la función cuando este ocurre fuera del sitio activo de la proteína y no altere su estructura tridimencional, aunque son mucho más comunes los cambios en los que hay una reducción o pérdida completa de la misma (Griffiths et al., 1999).
	Los fragmentos obtenidos para a banda con actividad proteolítica de ~ 23 kDa del veneno completo, y las bandas con actividad proteolítica de la fracción de 46,2 % de ACN, no son concluyentes debido a la ausencia identidad con alguno de los transcritos de P. boliviensis, ya que un único fragmento de 11 residuos no es suficiente para asegurar identidad hacia una secuencia de esta masa molecular aparente.
	6.7.2. Búsqueda de la secuencia del gen codificante del péptido recombinante en la glándula venenosa

	6.8. Evaluación de actividades biológicas
	6.8.1. Determinación de actividad antimicrobiana
	6.8.2. Evaluación de actividades biológicas in vivo
	Los mayoria de los efectos evidenciados en las fracciones del veneno de P. boliviensis, concentrados en los gradientes entre el 31 y el 44 % de ACN, pueden compararse con las fracciones de P nigriventer, PhTx3 (~ 28 y ~ 34 % ACN) que tiene la mayor diversidad de grupos de toxinas y mayor potencial farmacológico, incluidos los efectos tóxicos y muerte, y péptidos con actividad analgésica; la fracción PhTx4 (~34 y ~ 37 %) presenta actividad insecticida y tiene poca toxicidad en ratones; y PhTx2 (~ 37 y ~ 44 %), una fracción altamente tóxica en ratones e insectos, la cual produce priapismo, salivación, convulsiones y parálisis espástica en miembros anteriores y posteriores (Peigneur et al., 2018); algunas de las fracciones de P. boliviensis podrían emplearse para comprobar su efecto sobre invertebrados.
	Se destaca la ausencia de signos de toxicidad con las fracciones del veneno de P. boliviensis, obtenidas con los gradientes 25,6 y 34 %; ya que al compararlas con la alta toxicidad de fracciones similares de P. nigriventer, sugiere que, aunque las especies de este género produzcan envenenamientos parecidos, pueden existir diferencias marcadas en los componentes del veneno y sus funciones biológicas.
	De acuerdo con los signos observados posteriores a la administración de la fracción de 37,2 % de ACN de P. boliviensis, podría sugerirse que esta fracción tenga un péptido similar a δ-ctenitoxin-Pn2c de P. nigriventer que genera priapismo y efectos neurotóxicos; mientras que la fracción de 38,2 % de ACN podría ser el comparable con δ-ctenitoxin-Pn2a, ya que ambas muestran efecto neurotóxico y de la que se ha derivado el péptido PnPP-19, que tiene efecto antinociceptivo activando el receptor cannabinoide 1 y los receptores opioides μ y δ. Sin embargo, aunque se puede realizar una comparación por la similitud en sus efectos biológicos, como se demostró en la comparación de toxinas obtenidas del transcriptoma de P. boliviensis y las toxinas reportadas de P. nigriventer, sus secuencias, aunque similares presentan algunas diferencias que podrían expresarse en actividades biológicas diferentes. Por tanto, se deberían realizar más experimentos para comprobar estos mecanismos.
	La actividad analgésica moderada registrada para el péptido recombinante Ctx-4 crudo en el modelo de hiperalgesia térmica, por diferentes vías de administración, sugiere que su diana terapéutica se encuentra en mayor proporción a nivel del SNC, que a nivel periférico, ya que fue más efectivo administrado por vía i.cr., alcanzado porcentajes de 42,3 % de EMP. Por otro lado, el retraso en mostrar un efecto analgésico al ser administrada por vía i.p. podría ser ocasionado por el tiempo que tarda en llegar al SNC.
	Por otra parte, la evaluación del péptido recombinante Ctx-4 plegado en los modelos de hiperalgesia térmica y química, sugiere que en dosis superiores a 1,25 μg/g (i.cr.) presenta un efecto analgésico leve con una relación de dosis-dependencia, sin generar efectos tóxicos. Estos resultados son similares a los obtenidos para el péptido δ-ctenitoxin-Pn1a de P. nigriventer, evaluado en modelos de dolor inflamatorio, neuropático y agudo (Emerich et al., 2016).
	Se podría realizar la expresión del péptido recombinante Ctx-4 con un isótopo radiactivo y, mediante una análisis de resonancia magnética nuclear, evaluar su estructura 3D.
	El péptido recombinante Ctx-4 podría ser candidato a un nuevo insecticida, podrían realizarse estudios a dosis más elevadas del péptido, de otro modelo animal para actividad insecticida o su actividad sobre canales iónicos en invertebrados mediante patch clamp.
	El péptido recombinante Ctx-4 podría ser evaluado a dosis más elevadas, en otro modelo animal para actividad analgésica, contra otro tipo de analgésicos u otros métodos de dolor, e incluso estudiar su posible efecto como coadyuvante en tratamientos de dolor crónico con opioides, pudiendo disminuir la tolerancia y continuo cambio de medicamentos.
	Se requieren más estudios para corroborar las secuencias de la proteasa obtenida a partir del zimograma de gelatina, especialmente para identificar la proteasa de menor masa molecular.
	Se podrían efectuar más investigaciones para identificar con mayor precisión la actividad hialuronidasa y la secuencias obtenidas a partir del veneno.


	8. REFERENCIAS
	Anexo I. Descripción general de las toxinas reportadas en los venenos de especies del género Phoneutria.
	P83896
	Anexo II. Reactivos, soluciones y buffers generales
	
	Evaluación de actividad fosfolipasa A2 del veneno de P. boliviensis. Placa de agarosa con yema de huevo. A) Fracciones de veneno de P. boliviensis (5 μg por fracción), 1. C+: veneno de B. ammodytoides (5 μg), 2. Fracción 33,2, 3. Fracción 35,6, 4. Fracción 37,0, 5. Fracción 37,5, 6. Fracción 38,1, 7. Fracción 40,2, 8. Veneno completo de P. boliviensis (5 μg), 9. C-: agua. B) Veneno completo, 1. C+: veneno de B. ammodytoides (5 μg), 2. Veneno de P. boliviensis (53,07 μg), 3. Veneno de P. boliviensis (106,14 μg), 4. C-: agua.
	Anexo VII. Gráficos de calidad de la secuenciación.
	La calidad phred refleja directamente la confiabilidad de la secuenciación a través de cada una de las bases de los reads. Este indicador está basado el código ASCII y su valor indica la probabilidad de que una base específica sea asignada a una posición en las lecturas. Una calidad phred de 0 a 20 tiene una probabilidad de 99% de que una base sea asignada correctamente a una posición en la lectura (en la figura es el área coloreada de rojo); si el valor de calidad está entre 21 y 30, la probabilidad sube a 99.99% y si está en el área verde, arriba de 28, se tiene una certeza de la secuenciación de un 99.999%.
	
	Gráfico de caja y bigotes de la calidad phred acumulada resultado de la secuenciación del cDNA en un formato de 2x97pb. En el eje X aparece cada una de las 97 posiciones que conforman una lectura y en el eje Y aparece la calidad phred asociada. La línea azul es la medida total de calidad por base. También se representan la mediana y los cuartiles.
	El programa fastQC da un panorama global de la calidad de la secuenciación. En la figura se muestra el contenido de GC (guanina-citosina) de la muestra secuenciada. La línea azul corresponde al contenido de GC teórico calculado a partir de la secuenciación misma y la línea roja muestra el porcentaje experimental. Si se observa que el contenido GC teórico es diferente que el experimental, podría indicar que existe una contaminación por alguna secuencia sobrerrepresentada o que hubo un error sistemático durante la secuenciación.
	
	Contenido de GC de la secuenciación. La línea azul indica la distribución teórica del contenido de GC, la línea roja indica el contenido de GC experimental.
	Anexo VIII. Cuantificación de RNA-Seq
	Anexo IX. Determinación de actividad antimicrobiana
	Figura 29. Evaluación de actividad antimicrobiana para: A. P. aeruginosa (ATCC 27853), 1. Agua, 2. Ampicilina (5 μg), 3. Fracción 33,2 (3 μg), 4. Fracción 35,6 (3 μg), 5. Fracción 37,0 (3 μg), 6. Fracción 37,5 (3 μg), 7. Fracción 38,1 (3 μg), 8. Fracción 40,2 (3 μg), 9. Fracción 41,2 (3 μg), 10. Fracción 47,2 (3 μg), 11. Fracción 48,5 (1 μg), 12. Fracción 49,0 (1 μg); B. S. aureus (ATCC 25923), 1. Agua, 2. Ampicilina (5 μg), 3. Fracción 33,2 (3 μg), 4. Fracción 35,6 (3 μg), 5. Fracción 37,0 (3 μg), 6. Fracción 37,5 (3 μg), 7. Fracción 38,1 (3 μg), 8. Fracción 40,2 (3 μg), 9. Fracción 7 (3 μg), 10. Fracción 40,2 (3 μg), 11. Fracción 48,5 (1 μg), 12. Fracción 49,0 (1 μg).
	
	Figura 32. Determinación de actividad analgésica de la fracción eluato del veneno (fracción 0) de P. boliviensis (vía i.p.) obtenida por fraccionamiento del veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18, por el método Tail Flick. La gráfica representa la media + SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas – post hoc Bonferroni. *** p < 0,0001)
	Figura 33. Determinación de actividad analgésica de la fracción 1 del veneno de P. boliviensis (vía i.p.) obtenida por fraccionamiento del veneno completo en un cartucho Sep-Pack C18, por el método Tail Flick. La gráfica representa la media + SEM del % EMP (ANOVA de medidas repetidas – post hoc Bonferroni).



