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Abstract

Many relevant aspects of mammal’s cardiac physiology have been mainly investigated in insect models such as Drosophila
melanogaster and Periplaneta americana. Cardiac function has been poorly studied in the cockroach Gromphadorhina
portentosa, which has some advantages for experimental purposes such as an easier culture, bigger organs and a robust
physiology. On the other hand, the study of cardiac physiology in insects has been largely improved since the arrival of digital
imaging technologies for recording purposes. In the present work, we introduce a methodology of video recording coupled
to an isotonic transducer for a three-dimensional analysis of the heart and intracardiac valves of G. portentosa. We used this
methodology for assessing the physiological responses of the cockroach heart upon the application of different cholinergic
neurotransmitters (acetylcholine, nicotine and muscarine). We recorded in detail the relationship between intracardiac valves
movement, hemolymph flow, diastole and systole. Acetylcholine and nicotine induced a biphasic effect on the cardiac fre-
quency. Acetylcholine increased the diastolic opening. Nicotine at high concentration caused paralysis. Muscarine induced
no major effects. These findings suggest a combined action of cholinergic agonists for a finely tuned the cardiac frequency,
intracardiac valves function and cardiac cycle.

Keywords Dorsal vessel - Intracardiac valves - Acetylcholine - Cardiovascular - Nicotine

Introduction

Although mammals and insects are phylogenetically very
distant, their physiology is unexpectedly very similar. For
example, the heart activity assessment by current electronic
recording techniques have demonstrated that pulsations of
insect and human hearts are regulated by similar myogenic
mechanisms based on the depolarisation of myocardial cells
(Slama 2012). Therefore, the study of the cardiovascular
system in insect models remains relevant biological research.
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article (https://doi.org/10.1007/s00359-020-01443-5) contains
supplementary material, which is available to authorized users.
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These similarities between insects and vertebrates extend to
basic elements of development, functions and aging (Berh
et al. 201R8), for instance various studies indicate a number
of genes in D. melanogaster implicated in cardiac function
regulation, muscle contractile proteins and ion channels that
are similar to those in mammals (Akasaka et al. 2006; Mal-
loy et al. 2016).

The main propulsion organ in insect circulatory system
is the dorsal vessel this cavity is located underneath the dor-
sal epidermis and circulates insect hemolymph between the
three major body compartments (head, thorax, and abdo-
men) which are mutually interconnected and form the so
called “hemocoelic cavity”. Likewise to mammalian blood,
the hemolymph provides nutrients, gas exchange and sig-
nalling molecules to different the body compartments. The
dorsal vessel in adult insects consists of a narrow elastic tube
called the thoracic aorta and a larger abdominal portion that
is called heart. Its myogenic function is characterised by a
very regular reversal flow with three distinctive phases: (a) a
backward oriented (retrograde) cardiac pulsation; (b) a for-
ward-oriented (anterograde) pulsation with faster frequency:
and (c) shorter or longer periods of temporary cardiac

@ Springer
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RESUMEN

Los componentes activos de los venenos de algunas especies de arafias se han estudiado
ampliamente debido a su potencial para el desarrollo de nuevos insecticidas bioldgicos y
farmacos clinicos. Entre ellas, estan las arafias pertenecientes al género Latrodectus, que

comunmente son conocidas como “arafias viudas”, y se encuentran entre las mas venenosas.

Las arafias del género Latrodectus (“arafias viudas" o "viudas negras") se distribuyen en todo
el mundo. La toxicidad del veneno de estas arafas se conoce desde el comienzo de la historia
de la medicina, por los diversos sintomas que pueden presentar sus victimas humanas. Sin
embargo, también se han registrado sus efectos en insectos. Por lo que, en base a los sintomas
observados en vertebrados e invertebrados envenenados, el veneno de las arafias del género

Latrodectus es comunmente clasificado como neurotdxico.

Los componentes proteicos del veneno asi clasificados son neurotoxinas conocidas como
latrotoxinas de alto peso molecular (>110 kDa) y causan la liberacion de neurotransmisores
de la terminal nerviosa. Las latrotoxinas, tienen efectos para vertebrados, insectos y
crustaceos. La mayoria de ellas son contra insectos, denominadas como Latroinsectotoxinas
y se conocen 5 tipos (a, P, v, 0 y €); a-Latrocrutotoxina, especifica para crustidceos y a-

Latrotoxina especifica contra vertebrados.

En este trabajo se presenta el analisis de los efectos del veneno de la especie Latrodectus
mactans del estado de Aguascalientes, México. Estos analisis fueron enfocados a los efectos
que los venenos de estas arafias pueden causar en el funcionamiento cardiaco de vertebrados
e insectos. Cabe mencionar que estos efectos han sido muy poco estudiados. Ademas, se
desarroll6 métodos novedosos para analisis de los efectos biologicos del veneno en la funcién
cardiaca de dos modelos animales, el modelo cardiovascular de la rata y el modelo cardiaco

semi-aislado de Gromphadorina portentosa.



Con el propdsito de registrar cualquier efecto del veneno de arafia L. mactans, sobre la
fisiologia mecénica cardiaca, se desarrollé6 un método novedoso que nos permitié analizar la
funcién cardiaca de G. portentosa en tres dimensiones. Para ello, primero se realizaron
experimentos donde se registraron los efectos de agonistas colinérgicos sobre la funcion del
corazon y las valvulas intracardiacas. Los resultados sugieren que estos compuestos inducen
respuestas bifésicas sobre la frecuencia cardiaca, el ciclo cardiaco y la funcién de la funcion
de los musculos de las valvulas intracardiacas. Esto representa un enfoque sélido y mas
detallado para explorar cambios dinamicos en la fisiologia del sistema circulatorio en

insectos.

Los efectos del veneno crudo de L. mactans tuvieron diversos efectos sobre la funcion
cardiaca de G. portentosa, las cuales consistieron de una respuesta bifasica en la frecuencia
cardiaca y alteraciones en la diastole del corazon. Mientras que las fracciones de del veneno,
mostraron la posibilidad de un componente proteico de bajo peso molecular que esté entre
15 y 20 kDa, el cual es capaz de disminuir la frecuencia cardiaca y provocar paro de la

funcién del corazon.

Para registrar los efectos del veneno de L. mactans en la funcion cardiaca de la rata, se
desarroll6 un nuevo sistema no invasivo, basado en el uso de oximetro de pulso y un brazalete
inflable. Ambos sistemas adaptados a la cola de la rata y registrados por el sistema Biopac
MP36. Este sistema nos permitié determinar que el veneno es capaz de aumentar la

frecuencia cardiaca y la presion arterial de la rata.



ABSTRACT

Some species of spiders have components in their venom wich have been extensively studied,
due to their potential for the development of new biological insecticides and clinical drugs.
Among them are spiders belonging to the genus Latrodectus. They are known as "widow

spiders", and are among the most poisonous.

The genus Latrodectus (“widow spiders” or “black widow spiders™) are widely distributed
in the world. The venom toxicity of these spiders are known since the beginning of the
medicine history, due to the different symptoms that its human victims may present.
However, its effects on insects have also been recorded. Therefore, based on the symptoms
observed in poisoned vertebrates and invertebrates, the venom of spiders of the genus

Latrodectus is commonly classified as neurotoxic.

The protein components of the venom, thus classified as neurotoxins, are known like
latrotoxins with high molecular weight (>110 kDa) and cause the release of neurotransmitter
of the nerve terminal. The latrotoxins cause effects to vertebrates, insects and crustacean.
Most of them are against insects, called Latroinsectotoxins and 5 types are known (a, B, v, &

y €); a-Latrocrustotoxin, specific for crustacean and a-Latrotoxin, specific for vertebrates.

The present thesis work, we show an analysis of the venom effects of the specie Latrodectus
mactans from Aguascalientes, Mexico. These analyzes were focused on the effects that the
venoms of these spiders can cause on the heart function of vertebrates and insects. Moreover,
the effects of L. mactans venom reported in this work have been few studied. In addition, we
develop new methods to analyze the biological effects of venom on the cardiac function from
two animal models, the rat cardiovascular model and the semi-isolate cardiac model of

Gromphadorina portentosa.

In order to record any effect of the L. mactans spider venom on cardiac physiology, a novel

method was developed. This last one allowed us to analyze the cardiac function of G.

9



portentosa in three dimensions. Consecutively, the first experiments were carried out
recording the effects of cholinergic agonist on the cardiac function and the intracardiac

valves.

Our results suggested that these compounds induce biphasic responses on heart rate, cardiac
cycle, and function of intracardiac valve muscle function. Thus, it represents a robust and
more detailed approach to explore dynamic changes in the physiology of the circulatory

system in insects.

The effects of the crude extract of L. mactans venom had various effects on cardiac function
of G. portentosa, which consisted of a biphasic response on the heart rate and alterations in
the diastole of the heart. While the fractions of the venom showed the possibility of a low
molecular weight protein component, between 15 and 20 kDa, which is capable of slowing

the heart rate and causing arrest of the heart function.

In the experiments to record the effects of L. mactans venom on rat cardiac function, a new
non-invasive system was developed, based on the use of a pulse oximeter and an inflatable
cuff. Both systems were adapted to the tail of the rat. The tests were recorded by the Biopac
MP36 system. This system allowed us to determine that the venom is capable of increasing

the heart rate and blood pressure of the rat.
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INTRODUCCION

Las arafias son tipicamente depredadores de insectos, incluidas plagas como cucarachas,
moscas, saltamontes, pulgones, escarabajos, grillos y polillas. Por lo tanto, las arafias son
agentes eficientes de control bioldgico de plagas. El veneno de arafia paraliza, mata y digiere
eficazmente a las presas. Los componentes activos de los venenos de algunas especies de
arafias se han estudiado ampliamente debido a su potencial para el desarrollo de nuevos
insecticidas bioldgicos y farmacos clinicos. Las arafias Latrodectus, cominmente conocidas
como "arafias viudas", se encuentran entre las mas venenosas (Wang y col. 2019).

Debido a su potente toxicidad tanto para los mamiferos como para los insectos, y el dafio
frecuente a los humanos, estas arafias se han estudiado durante afios. En los dltimos afos,
debido a los avances en bioquimica y otras técnicas relevantes, Latrodectus spp. han sido
objeto de varias investigaciones, que le han dado un lugar de importancia cientifica al estudio

de estas arafias (Wang y col. 2019).

Las arafias del género Latrodectus (“arafias viudas" o "viudas negras") se distribuyen en todo
el mundo. La toxicidad de sus picaduras se conoce desde el comienzo de la historia de la
medicina. Los reportes médicos sefialan que las picaduras provocan un dolor severo en el
sitio de inoculacion del veneno, que irradia, provocando calambres musculares, espasmos,
malestar motor, salivacion, sudoracion, opresion precordial, hipertensién, abdomen en forma
de tabla, oliguria, ansiedad, excitacion mental y agonia. dolor; ademas, estos sintomas son
responsables tanto del “pavor mortis” que experimentan algunos pacientes tras la mordedura
como de la prolongada convalecencia. La muerte no es comun, pero si ocurre, generalmente

se debe a edema pulmonar e insuficiencia cardiaca (de Roodt y col. 2017).

En base a los sintomas observados en vertebrados e invertebrados envenenados, el veneno
de las arafias del género Latrodectus es clasificado como neurotoxico (Vicari y col. 1965;
Krasnoperov y col. 1997; de Roodt y col. 2017; Wang y col. 2019). Las neurotoxinas del

veneno de las arafias son de naturaleza proteica y se clasifican de acuerdo a su peso molecular
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en (>110 kDa) y causan la liberacion de neurotransmisores (norepinefrina y acetil colina)
(Dulubova y col. 1996; Wang y col. 2019). Las toxinas a la que se le atribuye ser la
responsable de la mayoria de la neurotoxicidad asociada con el veneno de las arafias viudas
son conocidas como latrotoxinas, que pueden inducir un incremento en la secrecion de
neurotransmisores de las terminales nerviosas, y tienen efectos para vertebrados, insectos y
crustaceos. La mayoria de ellas son contra insectos, denominadas como Latroinsectotoxinas
y se conocen 5 tipos (a, B, v, 0 y €) (Umbach y col.1998; Dulubova y col. 1996); a-
Latrocrutotoxina, especifica para crustaceos y o-Latrotoxina especifica contra vertebrados,
de la cual esta Ultima, es la mas caracterizada (Silva y col. 2009). Estos pueden inducir un
incremento en la secrecion de neurotransmisores de las terminales nerviosas, las cuales

pueden ser especificos para vertebrados, insectos y crustaceos (Wang y col. 2007).

Aunqgue los mamiferos y los insectos son filogenéticamente muy distantes, su fisiologia es
inesperadamente muy similar. Por ejemplo, la evaluacion de la actividad cardiaca mediante
las técnicas de registro electrénico actuales ha demostrado que las pulsaciones de los
corazones de insectos y humanos estan reguladas por mecanismos miogénicos similares
basados en la despolarizacion de las células miocérdicas (Slama 2012). Por lo que el estudio
del sistema cardiovascular en modelos de insectos sigue siendo una investigacién bioldgica

relevante.

El andlisis fisiolégico de la funcion cardiaca comparada en los insectos, se ha estudiado méas
en las moscas Drosofilidas. Sin embargo, estudiar este tipo de organismos puede ser una tarea
desafiante porque son pequefios y tienen un pulso cardiaco elevado. Las cucarachas son una
alternativa interesante ya que son mas grandes, econdmicas, resistentes a enfermedades y
traumas, insensibles al dolor, y se pueden hacer muchos analogos funcionales entre los
sistemas de cucarachas y mamiferos. La mayoria de los reportes sobre la funcion cardiaca se
han realizado en Periplaneta americana (Krijgsman y Krijgsman-Berger, 1951; Ludwig y
col. 1957; Miller 1968 a, b; Collins y Miller, 1977; Pass y col. 1988). Por el contrario, la
cucaracha silbante de Madagascar (Gromphadorhina portentosa) ha atraido menos atencion,
pero tiene algunas ventajas para la fisiologia experimental, ya que es mas robusta y

relativamente mas facil de cultivar (Claros y col. 2020).
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1. MARCO TEORICO.

1. LOS INSECTOS

1.1 IMPORTANCIA DE LOS INSECTOS

Los insectos siempre han sido un factor importante en la sociedad y la cultura humana. Ellos
han inspirado terror, fascinacion, belleza y, a la vez, han sido un azote a la humanidad, debido
a que son causantes de las pérdidas de alimentos y enfermedades. No obstante, a pesar de sus
efectos negativos, dependemos de ellos para la polinizacion y por sus productos. Siendo los
insectos el méas grande grupo de seres vivos en el planeta (75% de todas las especies animales)
(Resh y Cardé, 2003). Estos organismos son tan variados en forma y estan adaptados a tan
diversas condiciones de vida, que constituyen un grupo muy especial para estudios
fisiologicos. El estudio de la Fisiologia comparada constituye un campo amplio, variado y
asombroso (Llanderal y Cibrian, 1983). Considérese simplemente el hecho de que la clase de
los insectos esta constituida de 900,000 especies descritas aproximadamente (Resh y Cardé,
2003) que necesariamente tienen caracteristicas fisiologicas que difieren en menor o mayor
grado entre si. La necesidad de estudiar la fisiologia de los insectos es evidente, tanto por la
importancia que tienen por si misma, como la relacién con otras areas de la entomologia, asi
como con muy diversos campos de la Biologia. La Biologia constituye parte esencial de la
entomologia basica y aplicada, pues tiene relacion estrecha tanto con la morfologia, o el
comportamiento de los insectos, como con la toxicologia de los insecticidas y otras formas

de control de la poblacion de insectos (Llanderal y Cibrian, 1983).

Probablemente la mejor justificacion para cualquier investigacion sobre insectos es que los
insectos tienen un impacto directo en la economia humana. Tan solo en los Estados Unidos,
Causan pérdidas por billones de ddlares en cultivos basicos, cultivos de frutas, invernaderos
y productos de viveros, ademas a productos forestales, ganado, granos almacenados y

alimentos, ropa, articulos de uso doméstico envasado y muebles, o tan solo donde la gente
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intente cultivar o construir. Asimismo, pueden causar grandes pérdidas de vidas humanas
como vectores de patdgenos, debido a que son vectores que transmiten malaria, fiebre
amarilla, dengue, tifus, varias formas de encefalitis, peste negra, ceguera de los rios e

innumerables enfermedades que pueden debilitar o matar (Resh y Cardé, 2003).

Cabe mencionar que los insectos también generan beneficios econémicos, tales como la
polinizacién de los cultivos, que en los Estados Unidos genera 9 billones de ddlares en
ganancias cada afio; ademas estan los productos producidos por los insectos como la miel,
cera, laca, seda y otros productos que contribuyen con millones de dolares en ganancias.
También se debe mencionar el papel de los insectos en el control biol6gico de las plagas y

malezas, que generan ganancias adicionales (Resh y Cardé, 2003).

1.2 ANATOMIA GENERAL DE Gromphadorina portentosa

En la especie de cucaracha G. portentosa se presenta dimorfismo sexual que simplifica la
determinacion del sexo. Los machos de G. portentosa tienen grandes protuberancias o
cuernos en el pronoto (Figura 1a). A menudo las personas confunden los cuernos con los
0jos, que en realidad son mucho méas pequefios y estan ubicados debajo del pronoto de la
cabeza (Figura 1b). Como todos los insectos, G. portentosa tienen tres partes distintas del
cuerpo o tagmata (cabeza, térax y abdomen), tres pares de patas, 0jos compuestos y un par
de antenas. Como todas las cucarachas, G. portentosa también tienen un par de apéndices
sensoriales al final del abdomen conocidos como cercos o cerci (Figura la). Otras
caracteristicas externas que vale la pena examinar incluyen partes de la pierna: coxa,

trocanter, fémur, tibia y tarso; escleritos dorsal y ventral; y espiraculos (William y col. 2012).

Las piezas bucales de G. portentosa son del tipo de masticacion simple, que se mueven de
anterior a posterior, las piezas bucales son labrum, mandibulas, maxilares y labio (Figura
1b). El labrum sirve como una especie de "labio superior”, se mueve a lo largo del eje
longitudinal del cuerpo del insecto y esta articulado con el clipeo. Las mandibulas son

estructuras masticatorias emparejadas analogas a las mandibulas de los vertebrados. Las
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mandibulas se mueven lateralmente y tienen una amplia superficie de masticacion en esta
especie. Los maxilares también estdn emparejados y equipados con palpos para la
manipulacion de alimentos. El labio esta equipado con palpos, que ayuda con la manipulacion

de alimentos y cierra la boca posteriormente (Figura 1b) (William y col. 2012).

El abdomen de los insectos adultos consiste tipicamente de 11 a 12 segmentos y es menos
esclerotizado que la cabeza y el torax. Cada segmento abdominal esta representado por una
esclerotizacion conocida como tergum (terguito), un esternum (esternito), y ademas un
pleurito. Los terguitos o escleritos (sclerites) estan separados unos de otros, del esternito
adyacente y de los pleuritos por una membrana. Los espiraculos (orificios por donde respiran

los insectos) estan localizados en el area abdominal pleural (Figura 2) (Claros 2015).

El abdomen estd mas conspicuamente segmentado que la cabeza y el térax. Superficialmente
el abdomen es el menos especializado del cuerpo del insecto, pero hay notables excepciones
tales como las cochinillas (cocoideos). El abdomen carece de apéndices, excepto por el cerco

(6rganos tactiles), los érganos reproductivos y los apéndices pregenitales (Claros 2015).

Leg Figura 1. Anatomia
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Figura 2. Diagrama anatomia externa del grillo Achaeta domesticus
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1.3 ANATOMIAY FISIOLOGIA DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR DE LOS INSECTOS

Los insectos poseen un sistema circulatorio abierto, es decir, que sus érganos internos y
tejidos estan bafiados por la hemolinfa, que es activamente impulsado por toda la superficie
interna por bombas especializadas, pulsos de presion y movimientos del cuerpo a través de
los vasos, tubos y diafragmas, sin este constante movimiento, los tejidos podrian morir. Los
organos y tejidos internos dependen del sistema circulatorio para el intercambio de
nutrientes, para acarrear productos de desechos y como una via de comunicacion para

mensajeros hormonales que coordinan el desarrollo y otros procesos (Resh y Cardé 2003).

Este sistema circulatorio provee de un medio en donde se libran batallas entre el insecto
hospedador y microorganismos patégenos, entre los que incluyen bacterias, virus, hongos e
insectos parasitos. Los principales participantes en esta interaccion son las células sanguineas
0 hemocitos (Resh y Cardé 2003).

El principal 6rgano responsable de la circulacion es el vaso dorsal, el cual se extiende a lo
largo de la linea media dorsal del cuerpo y comprende dos regiones, el corazon que es el
6rgano de bombeo y la aorta que funciona como un vaso conductor. En general el corazén
de los insectos es un érgano tubular, propagando ondas de contracciones peristélticas hacia
adelante (larvas), o en direccidn hacia adelante y hacia atras, que es como se conoce al latido
retrogrado (pupas y adultos). En consecuencia, el corazon de los insectos es mayormente
usado para mezclar la hemolinfa en las cavidades cefélica, toracica y abdominal del cuerpo
del insecto. Debido a la capacidad limitada de bombeo de su corazon, los insectos han
desarrollado adaptaciones auxiliares circulatorias, tales como la presencia de Organos
pulsatiles de los apéndices, pulsaciones peristalticas del intestino o fuertes pulsaciones

extracardiacas hemocelomicas (Slama K 2012).
El miocardio esta segmentalmente prearreglado, con varios pares de valvulas ostiales,

musculos perpendiculares (musculos segmentales) y células nutritivas pericardiales (Figura
3) (Slama K 2012).
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En Periplaneta americana (cucaracha comun), el corazén se extiende desde el final del
abdomen hasta el primer segmento toracico, presentando dilataciones y un par de ostias
verticales en cada segmento (Llanderal y Cibrian, 1983). El vaso dorsal esta suspendido en
el seno pericardial, que estd delimitado por la cuticula dorsal y el diafragma dorsal (en
algunos insectos). Las contracciones del vaso dorsal operan contra la fuerza del tejido
conectivo lateral, que es el responsable de la dilatacion o apertura del vaso dorsal (en diastole)
seguido del golpe de contraccion, también llamado sistole o contraccion sistolica (Miller TA
1997; Resh y Cardé 2003; Slama K 2003, 2010, 2012; Wasserthal LT 2007).

El vaso dorsal de los insectos adultos tiene forma de una flecha elastica tubular llamada aorta
toracica y una larga porcion abdominal que convencionalmente es llamada el corazén del
insecto (Slama K 2012). A lo largo del vaso dorsal se encuentran orificios Ilamados ostias
que se posicionan a cada lado y cada segmento del corazén abdominal (Figura 3a). Las ostias
mas comunes permiten fluir a la hemolinfa en el vaso dorsal y contienen vélvulas que
previenen el reflujo, a estos se les conoce como ostias incurrentes. Sin embargo, algunos
insectos tienen abierto sus valvulas a través del cual la hemolinfa se mueve constantemente;

a estos se les conoce como ostias excurrentes (Resh y Cardé 2003).

Los insectos, poseen mecanismos reguladores del corazon similares al de los humanos, como
los mecanismos miogénicos basados en la despolarizacion de las células miocardicas. El
nodo atrioventricular y sinoauricular en humanos, y el nodo regulador terminal en el corazéon
de los insectos (Slama K 2012). Otras similitudes se extienden a elementos bésicos de
desarrollo, funciones y envejecimiento (Berh y col.2018). Por ejemplo, varios estudios
indican que hay conjuntos de genes en D. melanogaster que estan implicados en la regulacion
de la funcion cardiaca, proteinas contractiles del musculo y canales idnicos que son similares
al de los mamiferos (Akasaka y col. 2006; Malloy y col. 2016). Sin embargo, hay diferencias
muy importantes entre los humanos y los insectos, entre ellas, los insectos no poseen un
sistema circulatorio cerrado; su sangre, la hemolinfa, circula a través de 3 grandes
compartimientos (cabeza, torax y abdomen) que estd mutuamente interconectadas y forman

una cavidad corporal abierta o cavidad hemocelomica (Slama K 2012).
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La funcion cardiaca en los insectos también requiere sustancias enddgenas que se han
caracterizado como neurotransmisores comunes presentes en la hemolinfa y que afectan a
muchos tejidos periféricos y no neuronales (Miller y Melcalf, 1968; Malloy y col. 2016).
Algunos de estos neuromoduladores son las aminas biogénicas que se sabe que aumentan la
frecuencia de los latidos del corazén en preparaciones de corazén semi-aisladas de varios
insectos. Sin embargo, la regulacién de la fisiologia cardiaca por el sistema colinérgico sigue

siendo poco conocida (Malloy et al. 2016).

a

10.0mm.

db

pels.

tsm.

sghv.

ost.

Figura 3. Vista ventral del vaso dorsal de G. portentosa (a). Las siglas designan: vaso
dorsal (dbv), masculos alares (almh), células pericardicas (pcls), musculos tergoesternales
(tsm), vaso sanguineo segmental (sgbv) y Gstias (ost) (Dailey y Graves 1976). Los nervios
del corazén en la cucaracha Periplaneta orientalis (b): se muestran los nervios
segmentarios (N.seg); nervios o cordones laterales (N.l.); vaso sanguineo segmental (v.s.);
los musculos dorsales (m.s.); y los nervios motores (N.mot.) (Alexandrowicz JS. 1926).

El vaso dorsal, posee dos troncos de nervios analogos descritos como “cordones nerviosos

laterales del corazén” (Figura 3 b) debido a su topografia y como medio de distincion de
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otros nervios que también inervan el corazon. La ultraestructura de los cordones nerviosos
cardiacos laterales de la cucaracha americana (Periplaneta americana) se describe
brevemente de la siguiente manera:

1. Los haces pares de nervios segmentarios se unen a los cordones nerviosos cardiacos
laterales cerca de cada ostia en el corazon abdominal y estan compuestas por al menos
tres axones ordinarios, cada uno encerrado por capas de tejido glial. La mayor parte
de la seccion transversal del haz estd compuesta por un gran nimero de axones
neurosecretores caracterizados por la ausencia de plegamiento glial y que pueden
agruparse en tres tipos separados por granulos axoplasmicos pequefios, densos en
electrones, densos en electrones grandes u opacos a los electrones.

2. Los axones poseen granulos pequefios y densos que hacen uniones neuromusculares
con el corazon y hacen sinapsis cerca de los nervios motores en el cordén cardiaco
lateral. Estudios en microscopia han permitido observar la formacion de sitios de
liberacion en el corddn lateral por axones granulares de electrones densos pequefios
y grandes del nervio segmentario.

3. Se considera que el material neurosecretor liberado desde la cadena del ganglio
ventral a la vecindad del corazon comprende en parte un sistema cardio-regulador en
la cucaracha con alguna analogia con otros invertebrados. No se conoce ningun otro
papel fisiologico del sistema neurosecretor cardiaco ampliamente desarrollado,
aunque la multitud de procesos activos aparentes sugiere una participacion distinta al

simple control del corazon (Miller y Thomson, 1968).

Se han propuesto varias metodologias para registrar la funcion cardiaca (Berh y col. 2018)
como sistemas de matriz de electrodos multiples (convertidor de impedancia),
electrocardiografia de sensores multiples (método 6ptico o transductor isotonico) (Miller TA,
1979; Slama 2003; Wasserthal 2007), fuerza atomica microscopia, tomografia de coherencia
optica (OCT) o Doppler OCT (Berh y col. 2018), Reflexion interna total frustrada (FTIR) o
método de obtencion de iméagenes basado en FTIR (FIM) (Risse y col.2013), Contraste de
fase de rayos X de sincrotron imagenologia (Lee y Socha 2009), técnica de angiografia
colorante, imagen microscépica en tiempo real (Choma y col. 2011), cuerpo vivo inyectado

con microesferas fluorescentes rojas y marcaje fluorescente muscular (Glenn y col. 2010).
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Sin embargo, hasta ahora, no existen estudios que incluyan un analisis de los cambios
conformacionales del corazon que ocurren durante el ciclo cardiaco del insecto (sistole y
diastole) observados por un abordaje tridimensional. Ademas, ni la diferenciaciéon ni la
funcionalidad biomecéanica de las células valvulares se han descrito en detalle (Rotstein y
Paululat, 2016)

2. GENERALIDADES DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR DE LOS MAMIFEROS

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL CORAZON

El sistema cardiovascular comprende sangre, corazén y vasos sanguineos. A fin de que la
sangre llegue a las células de los diversos tejidos e intercambie materiales con ellas, debe ser
constantemente impulsado a través de los vasos sanguineos (Tortora y Grabowski 2003). El
corazén proporciona la energia para impulsar la sangre por todo el sistema, las arterias llevan
sangre desde el corazén a los capilares y las venas devuelven la sangre desde los capilares al
corazén. También es ampliamente conocido que todos los mamiferos tienen doble

circulacion (Maynard y Downes, 2019).

El corazon esta formado por tres tipos principales de musculo cardiaco: muasculo auricular,
musculo ventricular y fibras musculares especializadas de excitacion y de conduccién. El
musculo auricular y ventricular se contrae de manera muy similar al musculo esquelético,
excepto que la duracién de la contraccion es mucho mayor. No obstante, las fibras
especializadas de excitacion y de conduccion se contraen sélo débilmente porgque contienen
pocas fibrillas contractiles; en cambio, presentan descargas eléctricas ritmicas automaticas
en forma de potenciales de accion o conduccién de los potenciales de accion por todo el
corazon, formando asi un sistema excitador que controla el latido ritmico cardiaco (Hall JE
2012).

El corazon de la rata se encuentra en la parte ventral del torax, por encima del esternén, entre
los pulmones y algo mas lejos del diafragma que en el hombre. En el hombre, el corazon se
asienta sobre el diafragma y, como resultado, tiene una base aplanada, mientras que en la rata

el corazén tiene una forma mas ovoide. El tejido conectivo mediastinico conecta el pericardio
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con el diafragma y el timo. El pericardio de la rata es una estructura delicada en comparacion
con la del hombre. Una capa fibrosa externa se fusiona con las paredes de los grandes vasos
que entran y salen del corazdn, y una capa parietal interna se refleja sobre la superficie del
corazén como el pericardio visceral, formando parte de la pared del corazon: el epicardio
(Maynard y Downes, 2019).

El corazon de la rata, como el corazon de todos los mamiferos, tiene cuatro camaras y
comprende los ventriculos y las auriculas izquierdo y derecho. El ventriculo izquierdo tiene
una pared gruesa que continta como el tabique interventricular. El ventriculo derecho tiene
una pared mas delgada y, en secciones transversales del corazdn, parece estar pegado al
ventriculo izquierdo y al tabigue interventricular. Ambas auriculas tienen paredes delgadas
(Figura 4.) (Maynard y Downes, 2019).

Figura 4. Anatomia
interna del corazoén de
la rata.
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La auricula derecha recibe sangre de las venas cavas anteriores o craneales emparejadas, de
la vena cava posterior Unica y del seno coronario que recoge sangre de las venas intrinsecas

del corazon, las venas coronarias. La auricula izquierda recibe sangre de las venas
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pulmonares. En el hombre, hay cuatro venas pulmonares que ingresan a la auricula izquierda
por cuatro orificios separados, pero en la rata solo hay una abertura en la auricula, ya que las
venas pulmonares se unen fuera de la auricula. Esta es la condicion en el corazén humano en
desarrollo, pero la confluencia se absorbe en la pared de la auricula dejando que las venas
pulmonares se abran directa y separadamente a la auricula izquierda (Maynard y Downes,
2019).

El suministro de sangre al corazén es proporcionado por las arterias coronarias izquierda y
derecha (llamadas asi porque provienen de una corona o corona alrededor del corazon). En
el hombre se encuentran en la superficie del corazon, pero en la rata estan enterrados mas

profundamente en la pared del corazon (Maynard y Downes, 2019).

En el humano, el tabique interventricular esta irrigado por las arterias coronarias derecha e
izquierda, pero en la rata esta irrigado por una u otra. En aproximadamente el 50% de los
animales, el suministro proviene de la derecha y en aproximadamente el 50% el suministro
proviene de la izquierda. En el hombre, las auriculas son irrigadas por ramas de las arterias
coronarias derecha e izquierda, y una rama importante de la arteria coronaria derecha irriga
el marcapasos del corazon, el ndédulo sinoauricular. mientras que las auriculas y el nodo
sinoauricular de la rata tienen un doble suministro de sangre de los vasos coronarios y la

arteria toracica interna, y un doble drenaje (Maynard y Downes, 2019).

Es bien sabido que el coraz6n muestra una actividad contractil espontdnea impulsada por el
impulso del nodo SA (sinu-auricular es correcto, pero sino-auricular se usa ampliamente).
En larata, el nédulo SA se encuentra parcialmente en la pared de la rama de la arteria toracica
interna, donde ingresa a la auricula derecha cerca de la entrada a la auricula de la vena cava
superior derecha (anterior o craneal). Los impulsos se conducen a través de las paredes de la
auricula derecha a la auricula izquierda y de alli al ndédulo auriculoventricular, una pequefia
masa de tejido conductor especializado en la union de las auriculas y los ventriculos alrededor
de los orificios auriculoventriculares. Como todos los mamiferos, el corazon de rata tiene un

esqueleto fibroso que rodea los orificios auriculoventriculares, las raices de la aorta y la
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arteria pulmonar. Las células del cartilago se pueden encontrar en este tejido en la rata, y en

algunos animales, como la vaca (el os cordis) estd presente (Maynard y Downes, 2019).

Los potenciales de accion en el musculo cardiaco se registran en una fibra muscular
ventricular, que se muestra en la Figura 5, es en promedio de aproximadamente 105 mV, lo
que significa que el potencial intracelular aumenta desde un valor muy negativo, de
aproximadamente -85 mV, entre los latidos hasta un valor ligeramente positivo, de
aproximadamente +20 mV, durante cada latido. Después de la espiga inicial la membrana
permanece despolarizada durante aproximadamente 0,2 s, mostrando una meseta, como se
muestra en la Figura 5, seguida al final de la meseta de una repolarizacion subita. La
presencia de esta meseta del potencial de accion hace que la contraccién ventricular dure

hasta 15 veces mas en el muasculo cardiaco que en el musculo esquelético (Hall JE 2012).

En el musculo cardiaco, el potencial de accién esta producido por la apertura de dos tipos de
canales: 1) los mismos canales rapidos de sodio que en el masculo esquelético y 2) canales
lentos de calcio, que también se denominan canales de calcio-sodio. Estos canales difieren
de los canales rapidos de sodio en que se abren con mayor lentitud y, lo que es incluso méas
importante, permanecen abiertos durante varias décimas de segundo. Durante este tiempo
fluye una gran cantidad de iones tanto calcio como sodio a través de estos canales hacia el
interior de la fibra muscular cardiaca, y esto mantiene un periodo prolongado de
despolarizacion, dando lugar a la meseta del potencial de accion. Ademas, los iones calcio
que entran durante esta fase de meseta activan el proceso contréctil del masculo, mientras
que los iones calcio que producen la contraccion del masculo esquelético proceden del

reticulo sarcoplasmico intracelular (Hall JE 2012).
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Figura 5. Potenciales de accion ritmicos (en mV) de una fibra de Purkinje y de una
fibra muscular ventricular, registrados por medio de microelectrodos (Hall JE 2012).

La permeabilidad de la membrana del musculo cardiaco a los iones potasio disminuye
aproximadamente cinco veces, un efecto que no aparece en el musculo esquelético. Esta
disminucion de la permeabilidad al potasio se puede deber al exceso de flujo de entrada de
calcio a través de los canales calcio que se acaba de sefialar. Independientemente de la causa,
la disminucion de la permeabilidad al potasio reduce el mucho el flujo de salida de iones
potasio de carga positiva durante la meseta del potencial de accién y, por tanto, impide el
regreso rapido del voltaje del potencial de accion a su nivel de reposo. Cuando los canales
lentos de calcio-sodio se cierran después de 0.2 a 0.3 s y se interrumpe el flujo de entrada de
iones calcio y sodio, también aumenta rapidamente la permeabilidad de la membrana a los
iones potasio; esta rapida perdida de potasio desde la fibra inmediatamente devuelve el
potencial de membrana a su nivel de reposo, finalizando de esta manera el potencial de accion
(Hall JE 2012).

Los fendbmenos cardiacos que se producen desde el comienzo de un latido cardiaco hasta el
comienzo del siguiente se denominan ciclo cardiaco. Cada ciclo es iniciado por la generacién
espontanea de un potencial de accion en el nédulo sinusal. En humanos, este nddulo esta
localizado en la pared de la auricula derecha, cerca del orificio de la vena cava superior, y el
potencial de accion viaja desde aqui rapidamente por ambas auriculas y después a través del
haz auriculoventricular hacia los ventriculos. Debido a esta disposicion especial del sistema
de conduccidn desde las auriculas hacia los ventriculos, hay un retraso de mas de 0,1 s durante

el paso del impulso cardiaco desde las auriculas a los ventriculos. Esto permite que las
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auriculas se contraigan antes de la contraccion ventricular, bombeando de esta manera sangre
hacia los ventriculos antes de que comience la intensa contraccion ventricular. Por tanto, las
auriculas actian como bombas de cebado para los ventriculos, y los ventriculos a su vez
proporcionan la principal fuente de potencia para mover la sangre a través del sistema

vascular del cuerpo (Hall JE 2012).

El ciclo cardiaco esta formado por un periodo de relajacion que se denomina diastole, seguido
de un periodo de contraccion denominado sistole. La duracion de este proceso, incluidas la
sistole y la distole, es el valor inverso de la frecuencia cardiaca. En humanos, la frecuencia
cardiaca es de 72 latidos por minuto, la duracion del ciclo cardiaco es de 1/72 latidos por
minuto, aproximadamente 0,0139 min por latido, o 0,833 s por latido. En tanto que en ratas
la frecuencia cardiaca normal de 328 latidos por minuto y puede variar de 250 a 600 latidos
por minuto (Bucio GV 2019), lo que significa que la duracion de su ciclo cardiaco es de
1/328 por minuto, aproximadamente 0.0031 min por latido, o 0.183 s por latido (Hall JE
2012).

La Figura 6 muestra los diferentes acontecimientos que se producen durante el ciclo cardiaco
para el lado izquierdo del corazdn. Las tres curvas superiores m uestran los cambios de
presion en la aorta, en el ventriculo izquierdo y en la auricula izquierda, respectivamente. La
cuarta curva representa los cambios del volumen ventricular izquierdo, la quinta el
electrocardiogram a y la sexta un fonocardiograma, que es un registro de los ruidos que
produce el corazon (principalmente en las valvulas cardiacas) durante su funcion de bombeo
(Hall JE 2012).
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Figura 6. Acontecimientos del ciclo cardiaco en humanos, para la funcion del ventriculo
izquierdo, que muestran los cambios de la presion auricular izquierda, de la presién
ventricular izquierda, de la presion aodrtica, del volumen ventricular, del
electrocardiograma y del fonocardiograma (Hall JE 2012).

Cuando aumenta la frecuencia cardiaca, la duracion de cada ciclo cardiaco disminuye,
incluidas las fases de contraccion y relajacion. La duracion del potencial de accion y el
periodo de contraccidn (sistole) también decrece, aunque no en un porcentaje tan elevado

como en la fase de relajacion (diastole) (Hall JE 2012).

El electrocardiograma de la Figura 6 muestra las ondas P, Q, R, Sy T, que se analizan en
los capitulos 11,12 y 13. Son los voltajes eléctricos que genera el corazén, y son registrados

mediante el electrocardidgrafo desde la superficie del cuerpo (Hall JE 2012).

La onda P esta producida por la propagacion de la despolarizacion en las auriculas, y es
seguida por la contraccion auricular, que produce una ligera elevacion de la curva de presion
auricular inmediatamente después de la onda P electrocardiografica. Después las ondas QRS
aparecen como consecuencia de la despolarizacion eléctrica de los ventriculos, que inicia la

contraccion de los ventriculos y hace que comience a elevarse la presion ventricular, como
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también se muestra en la Figura 6. Por tanto, el complejo QRS comienza un poco antes del
inicio de la sistole ventricular. El electrocardiograma termina cuando se observa la onda T
ventricular, que representa la fase de repolarizacion de los ventriculos, cuando las fibras del
mausculo ventricular comienzan a relajarse. Por tanto, la onda T se produce un poco antes del

final de la contraccion ventricular (Hall JE 2012).

En la curva de presion auricular de la Figura 6 se observan tres pequefias elevaciones de
presion, denominadas curvas de presion auricular a, ¢ y v. La onda a esta producida por la
contraccion auricular. Habitualmente la presion auricular derecha aumenta (de 4 a 6 mmHg
en humanos) durante la contraccion auricular y la presion auricular izquierda aumenta
(aproximadamente de 7 a8 mmHg en humanos). La onda ¢ se produce cuando los ventriculos
comienzan a contraerse; esta producida en parte por un ligero flujo retrégrado de sangre hacia
las auriculas al comienzo de la contraccion ventricular, pero principalmente por la protrusion
de las valvulas auriculoventricular retrogradamente hacia las auriculas debido al aumento de
presion de los ventriculos. La onda v se produce hacia el final de la contraccion ventricular;
se debe al flujo lento de sangre hacia las auriculas desde las venas mientras las valvulas AV
estan cerradas durante la contraccion ventricular. Después, cuando ya ha finalizado la
contraccion ventricular, las valvulas auriculoventricular se abren, y permiten que esta sangre
auricular almacenada fluya rpidamente hacia los ventriculos, lo que hace que la onda v
desaparezca (Hall JE 2012).

Durante la sistole ventricular se acumulan grandes cantidades de sangre en las auriculas
derecha e izquierda porque las valvulas auriculoventricular estan cerradas. Por tanto, tan
pronto como ha finalizado la sistole y las presiones ventriculares disminuyen de nuevo a sus
valores diastolicos bajos, el aumento moderado de presion que se ha generado en las auriculas
durante la sistole ventricular inmediatamente abre las valvulas auriculoventricular y permite
que la sangre fluya rapidamente hacia los ventriculos, como se muestra en la elevacion de la
curva de volumen ventricular izquierdo de la Figura 6. Esto se denomina periodo de llenado
rapido de los ventriculos. Este periodo dura aproximadamente el primer tercio de la diastole.
Durante el tercio medio de la diastole normalmente solo fluye una pequefia cantidad de

sangre hacia los ventriculos; esta es la sangre que continta drenando hacia las auriculas desde
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las venas y que pasa a través de las auriculas directamente hacia los ventriculos (Hall JE
2012).

Durante el ultimo tercio de la diastole las auriculas se contraen y aportan un impulso adicional
al flujo de entrada de sangre hacia los ventriculos; este fendmeno es responsable de
aproximadamente el 20% del llenado de los ventriculos durante cada ciclo cardiaco. Después,
inmediatamente comienza la contraccion ventricular que produce un aumento subito de
presion ventricular, como se muestra en la Figura 6, lo que hace que se cierren las valvulas
auriculoventriculares. Después es necesario que el ventriculo acumule una presion suficiente
para abrir las valvulas auriculoventriculares semilunares (adrtica y pulmonar) contra las
presiones de la aorta y de la arteria pulmonar. Por lo tanto, durante este periodo se produce
contraccion en los ventriculos, pero no vaciado. Esto se denomina periodo de contraccion
isovolumétrica o isométrica, lo que quiere decir que se produce aumento de la tension en el

musculo, pero con un acortamiento escaso o nulo de las fibras musculares (Hall JE 2012).

Cuando la presion ventricular izquierda aumenta ligeramente por encima de 80 mmHg (y la
presion ventricular derecha ligeramente por encima de 8 mmHg), las presiones ventriculares
abren las valvulas semilunares. Inmediatamente comienza a salir la sangre de los ventriculos,
de modo que aproximadamente el 70% del vaciado de la sangre se produce durante el primer
tercio del periodo de eyeccién y el 30% restante del vaciado durante los dos tercios
siguientes. Por tanto, el primer tercio se denomina periodo de eyeccion rapida y los dos

tercios finales periodo de eyeccion lenta (Hall JE 2012).

Periodo de relajacion isovolumétrica (isométrica). Al final de la sistole comienza stbitamente
la relajacién ventricular, lo que permite que las presiones intraventriculares derecha e
izquierda disminuyan rapidamente. Las presiones elevadas de las grandes arterias distendidas
que se acaban de llenar con la sangre que procede de los ventriculos que se han contraido
empujan inmediatamente la sangre de nuevo hacia los ventriculos, lo que cierra sibitamente
las vélvulas adrtica y pulmonar. Durante un breve periodo el musculo cardiaco sigue
relajandose, aun cuando no se modifica el volumen ventricular, dando lugar al periodo de

relajacion isovolumétrica o isometrica. Durante este periodo las presiones intraventriculares
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disminuyen rapidamente y regresan a sus bajos valores diastolicos. Después se abren las
valvulas auriculoventriculares para comenzar un nuevo ciclo de bombeo ventricular (Hall JE
2012).

Durante la diéstole, el llenado normal de los ventriculos aumenta el volumen de cada uno de
los ventriculos. Este volumen se denomina volumen telediastdlico. Después, a medida que
los ventriculos se vacian durante la sistole, el volumen disminuye, lo que se denomina
volumen sistdlico. ElI volumen restante que queda en cada uno de los ventriculos, se
denomina volumen telesistolico. La fraccion del volumen telediastélico que es propulsada se
denomina fraccion de eyeccion, que habitualmente es igual a aproximadamente el 60%
(humanos) (Hall JE 2012).

2.2 CONTROL DEL CORAZON POR LOS NERVIOS SIMPATICOS Y
PARASIMPATICOS

La eficacia de la funcion de bomba del corazon también esta controlada por los nervios
simpaticos y parasimpaticos (vagos), que inervan de forma abundante el corazon, como se
muestra en la Figura7. Para niveles dados de presion auricular de entrada, la cantidad de
sangre que se bombea cada minuto (gasto cardiaco) con frecuencia se puede aumentar mas
de un 100% por la estimulacion simpatica. Por el contrario, el gasto se puede disminuir hasta
un valor tan bajo como cero o casi cero por la estimulacién vagal (parasimpatica) (Hall JE
2012).

La estimulacion simpdtica intensa puede aumentar la frecuencia cardiaca. Ademas, la
estimulacion simpética aumenta la fuerza de la contraccion cardiaca hasta el doble de lo
normal, aumentando de esta manera el volumen de sangre que se bombea y aumentando la
presion de eyeccion. Asi, con frecuencia la estimulacion simpatica puede aumentar el gasto

cardiaco méximo hasta dos o tres veces (Hall JE 2012).
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Por el contrario, la inhibicién de los nervios simpéticos del corazén puede disminuir la
funcion de bomba del corazén en un grado moderado de la siguiente manera: en condiciones
normales, las fibras nerviosas simpaticas que llegan al corazén descargan continuamente a
una frecuencia baja que mantiene el bombeo aproximadamente un 30% por encima del que
habria sin estimulacion simpatica. Por tanto, cuando la actividad del sistema nervioso
simpatico disminuye por debajo de lo normal, este fenémeno produce reduccién tanto de la
frecuencia cardiaca como de la fuerza de la contraccion del masculo ventricular, reduciendo
de esta manera el nivel de bombeo cardiaco hasta un 30% por debajo de lo normal (Hall JE
2012).

La estimulacién intensa de las fibras nerviosas parasimpaticas de los nervios vagos gue llegan
al corazon puede interrumpir el latido cardiaco durante algunos segundos, pero después el
corazon habitualmente “escapa” y late a una menor frecuencia (de 20 a 40 latidos por minuto
en humanos) mientras continte la estimulacion parasimpatica. Ademas, la estimulacién vagal
intensa puede reducir la fuerza de la contraccion del musculo cardiaco en un 20-30% (Hall
JE 2012).

Las fibras vagales se distribuyen principalmente por las auriculas y no mucho en los
ventriculos, en los que se producen la contraccion de potencia del corazén. Esto explica el
efecto de la estimulacion vagal principalmente sobre la reduccion de la frecuencia cardiaca,
en lugar de reducir mucho la fuerza de la contraccion del corazon. Sin embargo, la gran
disminucion de la frecuencia cardiaca, combinada con una ligera reduccion de la fuerza de

la contraccion cardiaca, puede reducir el bombeo ventricular en un 50% o mas (Hall JE 2012).

Cadena
simpatica

Figura 7. Nervios simpaticos y parasimpaticos cardiacos.
(Los nervios vagos que se dirigen hacia el corazon son
nervios parasimpaticos) (Hall JE 2012).

Nervios
simpaticos
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2.3 MECANISMO DE LOS EFECTOS VAGALES

La acetilcolina que se libera en las terminaciones nerviosas vagales aumenta mucho la
permeabilidad de las membranas de las fibras a los iones potasio, lo que permite la salida
rapida de potasio desde las fibras del sistema de conduccidn. Esto da lugar a un aumento de
la negatividad en el interior de las fibras, un efecto que se denomina hiperpolarizacion, que

hace que este tejido excitable sea mucho menos excitable (Hall JE 2012).

En el nddulo sinusal, el estado de hiperpolarizacién reduce el potencial de membrana «en
reposo» de las fibras del nddulo sinusal a un nivel mucho més negativo de lo habitual, hasta
-65 a -7 5 mV en lugar del nivel normal de -55 a -6 0 mV. Por tanto, el aumento inicial del
potencial de membrana del nddulo sinusal que produce la corriente de entrada de sodio y de
calcio tarda mucho mas en alcanzar el potencial liminal para la excitacion. Esto retrasa mucho
la frecuencia ritmica de estas fibras nodulares. Si la estimulacion vagal es lo suficientemente

intensa es posible detener totalmente la autoexcitacion ritmica de este nddulo (Hall JE 2012).

2.4 EFECTO DE LA ESTIMULACION SIMPATICA SOBRE EL RITMO Y LA
CONDUCCION DEL CORAZON

La estimulacion simpatica produce esencialmente los efectos contrarios sobre el corazén a
los que produce la estimulacién vagal, como se sefiala a continuacién. Primero, aumenta la
frecuencia de descarga del nodulo sinusal. Segundo, aumenta la velocidad de conduccién, asi
como el nivel de excitabilidad de todas las porciones del corazén. Tercero, aumenta mucho
la fuerza de contraccion de toda la musculatura cardiaca, tanto auricularcomo ventricular
(Hall JE 2012).
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La estimulacion simpética aumenta la actividad global del corazén. La estimulacion maxima
casi puede triplicar la frecuencia del latido cardiaco y puede aumentar la fuerza de la

contraccion del corazon hasta dos veces (Hall JE 2012).

La estimulacién de los nervios simpaticos libera la hormona noradrenalina en las
terminaciones nerviosas simpaticas. La noradrenalina estimula, a su vez, los receptores P -
adrenérgicos, que median en los efectos sobre la frecuencia cardiaca. No esta del todo claro
el mecanismo preciso mediante el que la estimulacion Bi-adrenérgica actlia sobre las fibras

del masculo cardiaco, aunque se piensa que aumenta la permeabilidad de la membrana de las
fibras a los iones sodio y calcio. En el nddulo sinusal, un aumento de la permeabilidad a
sodio-calcio genera un potencial en reposo mas positivo y también produce un aumento de
la velocidad del ascenso del potencial de membrana diastolico hacia el nivel liminal para la
autoexcitacion, acelerando de esta forma la autoexcitacion y, por tanto, aumentando la
frecuencia cardiaca (Hall JE 2012).

2.5 BREVE DESCRIPCION SOBRE LA ARTERIA CAUDAL DE LA RATA

La circulacién sistémica comprende el ventriculo izquierdo del corazon, la aorta y sus ramas,
las arterias sistémicas, los capilares sistémicos y las venas que se unen para llevar la sangre
de regreso a la auricula derecha del corazon a través de las venas cavas (una vena cava, dos
0 mas venas cavas). En la rata, hay dos venas cavas superiores (craneales) y una vena cava

inferior (caudal); en el hombre solo hay una vena cava superior (Maynard y Downes, 2019).
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La aorta abdominal proporciona tres grupos de ramas:

1. Arterias intersegmentarias a la pared del cuerpo (arterias ilio-lumbares).

2. Ramas hacia los oOrganos del sistema genitourinario (arterias renales y ovaricas /
testiculares).

3. Ramas hasta el intestino.

Tres arterias principales no apareadas irrigan el intestino: la arteria celiaca, la arteria
mesentérica anterior (craneal) y la arteria mesentérica posterior (caudal). La aorta abdominal
termina dividiéndose en las arterias iliacas comunes (a veces descritas simplemente como
arterias iliacas) que irrigan los 6rganos y tejidos de la pelvis y las extremidades posteriores y
la cola. Una rama terminal de la arteria toracica interna, la arteria epigastrica anterior
(craneal), corre caudalmente por la pared abdominal ventral para anastomosarse con una
rama de la arteria iliaca, la arteria epigastrica posterior (caudal). La arteria femoral, otra rama

de la arteria iliaca, es la gran arteria de la extremidad posterior (Maynard y Downes N 2019).

La arteria caudal media (arteria sacra media de Hebel y Stromberg) deja la aorta cerca de su
bifurcacion y corre hasta la cola. Los vasos sanguineos de la cola son de interés para los
fisidlogos y toxicdlogos porque las venas dorsales pueden canularse para tomar muestras de
sangre y para dosificacion intravenosa. El suministro de sangre a la cola también es de interés
porque el 20% de la pérdida de calor en la rata ocurre a través de la cola. La arteria ventral
es la arteria principal de la cola y discurre por un surco formado por los arcos hematicos
incompletos de las vértebras caudales (coccigeas). Esta arteria tiene una pared muscular
gruesa que llega hasta la punta de la cola. La cola de rata contiene una vena dorsal, dos venas
laterales y una arteria ventral (Figura 8). Calentar la cola o calentar la temperatura corporal
central de la rata provocara vasodilatacion de los vasos de la cola (Maynard y Downes N
2019; Brown C 2006).

2.6 MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL EN RATAS

La medicion de la presion arterial es uno de los procedimientos basicos en la investigacion
biomédica. Tres métodos se utilizan mas ampliamente para registrar la presion arterial en una

rata: a) la pletismografia que usa un brazalete en la cola de la rata (no invasiva), (b) catéteres
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intraarteriales (que son invasivos) y c) radiotelemetria. Los catéteres intraarteriales producen
los valores mas precisos y se requiere cirugia para usarlos. La mayor parte de nuestro
conocimiento fisioldgico y farmacologico relacionado con la presion arterial y su regulacion
se ha derivado de animales de laboratorio preparados de forma aguda, anestesiados o
inmovilizados. La presion arterial invasiva es el método estandar medido directamente en
cualquier arteria, como la arteria radial, femoral o braquial, utilizando una cénula con catéter

Ileno de solucion salina (Parasuraman y Raveendran 2012).

La presion arterial no invasiva es mas adecuada como valor de presion arterial basal cuando
se va a seleccionar un compuesto para determinar la actividad antihipertensiva, mientras que
la técnica invasiva suele ser adecuada para medir la reactividad vascular frente a diversos
agonistas y antagonistas. Las mediciones invasivas dan la presion arterial basal correcta, pero
a veces hay fluctuaciones en la presion arterial basal debido a la anestesia que interfiere con
la presion arterial normal (Parasuraman y Raveendran 2012).

La capacidad de evaluar con precision la presion arterial en animales pequefios es el punto
clave para dilucidar los determinantes subyacentes en problemas de la presién arterial.
Aungue una evaluacion intraarterial directa de la presion arterial en animales conscientes y
sin restricciones se considera generalmente como la traduccion mas relevante, los problemas
asociados con este método, como la naturaleza invasiva, la dificultad técnica de la cirugia y
el alto precio limitan su uso en un laboratorio general. ajuste. Dentro de este protocolo, se ha
demostrado el uso de un método de “tailcuff” no invasivo para medir la presion arterial en
roedores como ratas y ratones. El método donde se usa un brazalete en la cola, es muy fécil
de usar y esta bien correlacionado con otros métodos, como la evaluacion de la presion

intraarterial (Wang y col. 2017).

Hay dispositivos disponibles comercialmente que indican la presion sistolica, media y
diastélica. Uno de estos dispositivos de medicion de presion arterial no invasiva, es el CODA
que permite medir la presion arterial en ratones. Este método utiliza un sensor de registro de
presion de volumen especializado y mide los cambios en el volumen de sangre que se colocan

sobre la cola del animal. Los ratones deben sujetarse en soportes especificos y calentarse
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artificialmente para mantener una presion arterial normal (Wang y col. 2017). Otros
instrumentos pueden utilizar relaciones especificas de amplitud de oscilacién a amplitud
méaxima para identificar la presion sistdlica y diastdlica, método llamado oscilomético
(Geddes y col. 1982).

Para llevar a cabo el método oscilometrico es necesario el uso de un pequefio brazalete y un
micréfono piezoeléctrico. Las mediciones utilizan la amplitud de la oscilacion de la presion
del cuffer, los cuales se superponen con los sonidos captados por el microfono (los sonidos
de Korotkoff) que se filtraron en banda (30-300 Hz) Figura 9 (Geddes y col. 1982). Este
método se puede utilizar para estimar la presion sistolica con una precision razonable
(Ramsey M 3rd 1979). Los estudios en animales y humanos muestran que la presion sistolica
se encuentra cuando las oscilaciones de la presion del cuffer son de aproximadamente la
mitad de su amplitud méxima. Sin embargo, se encontrd que la presion sistolica en humanos

se sobre estimaba, pero més en animales (Geddes y col. 1982).

So 200 = Figura 9. Presion del brazalete con

' sonidos de Korotkoff superpuestos
curr pressure Y Oscilaciones amplificadas en la
MEAN ‘ presion del brazalete. Los simbolos
SYST°L'° omsmuc identifican las medidas utilizadas

para identificar la presion sistélica
y diastolica: presion del cuffer
(S0), presion sistolica (SKk), presion

diastolica (DKk), amplitud sistélica

Am (As), maxima amplitud (Am) y
amplitud diastolica (Ad) (Geddes y
col. 1982).
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2.7 OXIMETRIA DE PULSO

La oximetria de pulso es un método no invasivo que permite la estimacién de la saturacion
de oxigeno de la hemoglobina arterial y también vigila la frecuencia cardiaca y la amplitud
del pulso (Mejia y Mejia 2012).

Para la determinacion de la saturacion de hemoglobina arterial con oxigeno (SpO>), el
oximetro de pulso o pulsioximetro usa la espectrofotometria basada en que la
oxihemoglobina u hemoglobina oxigenada (HbO>) y la desoxihemoglobina o hemoglobina
reducida (Hb) absorben y transmiten determinadas longitudes de onda del espectro luminoso
para la luz roja (640-660nm) vy la luz infrarroja (910-940nm). La HbO; absorbe mas la luz
infrarroja y permite el paso de la luz roja; por el contrario, la Hb absorbe maés la luz roja (R)
y permite el paso de la luz infrarroja (IR). El radio de la absorcion de la luz R e IR mide el
grado de oxigenacion de la hemoglobina (Mejia y Mejia 2012).

Los oximetros de pulso tienen dos sensores o sondas con diodos emisores de luz (DEL), uno
para luz IR y otro para la R, ademas, de un fotodiodo detector. Para medir el oxigeno los
DEL vy el fotodiodo detector deben ponerse en puntos opuestos dejando en medio el tejido
translucido (pulpejo del dedo, pabellén auricular, etc). EI mecanismo que permite la lectura
de la oxigenacion es que en cada pulsacion de la sangre arterial se transmiten valores

luminicos, detectando al mismo tiempo la frecuencia cardiaca (Mejia y Mejia 2012).

La precision y exactitud dependen de las diferentes marcas y estudios realizados que van de
desde mas 0 menos 10% a menos de 2%, pero en sujetos con saturaciones de oxigeno por
encima de 70%; por esto se ha visto que el funcionamiento de los oximetros disminuyen su
precision grandemente cuando las SpO: estan por debajo de 70% (esto se debe a que se tiene
un numero limitado de sujetos para calibrar a bajos niveles de saturacion), lo cual llevaria a
serias dudas de su interpretacidn en pacientes muy hipoxémicos sobre todo en grandes alturas
(Mejia y Mejia 2012).
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La precision y exactitud dependen de las diferentes marcas y estudios realizados que van de
desde més o menos 10% a menos de 2%, pero en sujetos con saturaciones de oxigeno por
encima de 70%; por esto se ha visto que el funcionamiento de los oximetros disminuyen su
precision grandemente cuando las SpO; estan por debajo de 70% (esto se debe a que se tiene
un namero limitado de sujetos para calibrar a bajos niveles de saturacion), lo cual llevaria a
serias dudas de su interpretacion en pacientes muy hipoxémicos sobre todo en grandes
alturas; como menciona un autor,. La Food and Drug Administration (FDA) considera que
las mediciones de cada nuevo oximetro y sensor deben ser comparados con muestras medidas

en sangre arterial con un co-oximetro en un rango de 70 a 100% (Mejia y Mejia 2012).

Los sitios del cuerpo que generalmente se usan para medir la SpO2 son los dedos de la mano,
dedo gordo del pie y l6bulo de la oreja. En neonatos y lactantes menores se usan las palmas
y plantas. Otros lugares menos frecuentes son la lengua, alas de la nariz y las mejillas (Mejia
y Mejia 2012).

La validez (medir lo que quiere medir) y confiabilidad de las mediciones (reproducibilidad
de la medicion) de los oximetros de pulso convencionales, puede verse afectada por diversas
circunstancias:

El movimiento: la premisa clave de la oximetria de pulso convencional era que el Gnico
componente pulsatil en movimiento era la sangre arterial. Esta premisa es erronea,
especialmente cuando hay movimiento. Durante el movimiento o "ruido”, la longitud de la
Optica se modifica y supera la sefial real; por lo tanto, el movimiento constituye una
limitacion fisica para la oximetria de pulso. Esto se debe que el movimiento de la sangre
venosa, que el oximetro de pulso detecta como si fuera sangre arterial pulsatil; durante el
movimiento, existe una especie de "chapoteo 0 movimiento de vaivén" de la sangre venosa

a baja presion (Mejia y Mejia 2012).

Dado que la oximetria de pulso convencional mide los componentes pulsatiles arteriales y
los no arteriales, el movimiento de la sangre venosa "confunde” al monitor, que ofrecera
niveles de saturacion falsamente bajos. Los sensores con adhesivos son una potencial

solucion a este problema (Mejia y Mejia 2012).
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Baja perfusion: la perfusion del lecho vascular entre el diodo emisor de luz (DEL) y el
sensor de la sonda del monitor determina la magnitud de la sefial disponible para el oximetro
de pulso. Al disminuir la perfusion, también lo hace la magnitud de la sefial, como la
pulsacion arterial es necesaria para la medicion, los estados de baja perfusion como el
choque, gasto cardiaco bajo y la hipotermia puede alterar las lecturas. Cuando la perfusion
desciende hasta niveles demasiado bajos, la magnitud de la sefial se aproxima al nivel de
ruido basico del sistema en la electronica del SpO., lo que permite que el ruido supere a la

sefial fisiologica (Mejia y Mejia 2012).

Pigmentacién de la piel y pintura de ufias: la piel oscura potencialmente tendria errores
con lecturas de SpO2 menores de 80% Yy el esmalte de ufias, absorbe la luz a 660 nm o 940
nm pueden interferir con la capacidad del oximetro de pulso para interpretar la SaO2 (Mejia
y Mejia 2012).

Interferencia electromagnética: la energia electromagnética externa como la proveniente
de tomografos, electrocauterios, celulares u otros pueden ocasionar interferencia de la
correcta lectura del oximetro y ademas producir un sobrecalentamiento del sensor, lo cual

lleva a lecturas bajas de SpO. y falsas alarmas (Mejia y Mejia 2012).

Interferencia de la luz ambiental, la luz intensa blanca (fototerapia, luces de quiréfanos,
etc.) o roja pueden interferir con la lectura de los oximetros porque alteran la funcion de los
fotodetectores. Esta dificultad puede evitarse cubriendo el sensor con un material no

transparente (Mejia y Mejia 2012).

Variantes de Hemoglobinas, existen 2 situaciones en las que se puede afectar la lectura de
los oximetros:

Carboxihemoglobina (COHb), la mayor presencia de esta molécula en la sangre sobreestima
los valores de oxigenacién arterial porque la COHb absorbe la luz roja en un grado similar al
de la HbO- (oxi-hemoglobina), por lo cual incrementaria 1% de la SO por cada 1% de COHb
circulante (Mejia y Mejia 2012).

40



Metahemoglobina, su presencia es normalmente menor al 1% y no da problemas, pero en
intoxicaciones por sulfonamidas, uso de anestésicos, O0xido nitrico y hemoderivados
artificiales puede elevarse causando alteracion de la lectura porque la metahemoglobina
absorbe la luz en forma similar a la HbO., lo cual no puede ser discriminado por el

microprocesador del oximetro (Mejia y Mejia 2012).

3. VENENO DE Latrodectus mactans

3.1 CARACTERISTICAS DEL VENENO DE Latrodectus mactans

Los venenos son ricos en proteinas que estan implicadas en predacion inmovilizando a las
presas, 0 como defensa. La produccion de veneno surgi6 independientemente del filum de
los animales incluyendo cnidarios, arafias, miriapodos, escorpiones, conos, cefalépodos,
serpientes y mamiferos (McCowan y Garb, 2014). Los venenos animales son recursos para
el avance cientifico, por los péptidos y proteinas biol6gicamente activas, principalmente las
toxinas que actan en canales idnicos. De estos, varios componentes bioactivos han sido
investigados de algunas de los organismos mas estudiados, como escorpiones, reptiles,
conos, y arafias como la viuda negra (Latrodectus mactans). Este aracnido, es uno de los
animales mas venenosos en el mundo (Peng y col. 2014). Numerosos estudios se han
enfocado en la composicion y actividad del veneno de las arafias del género Latrodectus
(McCowan y Garb. 2014).

Latrodectus spp. Pertenece a la familia Terididae (Orden Araneae, Clase: Arachnida) y son
conocidas como “aranas viudas”. El género contiene mas de 30 especies distribuidas
alrededor del mundo, incluyendo China, Asia central, Europa, todo el continente americano
y Australia. Latrodectus spp. son altamente venenosas y mas conocidas por los sintomas de
envenenamiento que causan a las personas alrededor del mundo. Las especies mas estudiadas
son Latrodectus redecimgutatus y Latrodectus mactans. El veneno de estas arafas es
diferente al de otros animales como serpientes y otras especies de arafias que poseen

glandulas productoras de toxinas. La viuda negra posee toxinas no solo en sus glandulas, sino
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también en todo su cuerpo, incluyendo abdomen y las patas e incluso los huevos y arafias
recién nacidas (Yang y Wang 2015).

El veneno secretado por las glandulas de la viuda negra contiene una compleja mezcla que
tienen diversas funciones bioldgicas (Yang y Wang 2015). Este veneno cuenta con un coctel
rico en toxinas que poseen diversas funciones bioldgicas y que afectan el sistema nervioso
de las victimas (Rohou y col. 2007). Muchas de ellas son proteinas biolégicamente activas
que cumplen diversas funciones como: pardlisis, inmovilizacion, muerte, licuefaccion de las
presas (Yang y Wang 2015) e inhibicion de competidores (Ushkaryov y col. 2004). Estas
neurotoxinas son de alto peso molecular (>110 kDa) y causan la liberacion de
neurotransmisores (norepinefrina y acetil colina) (Dulubova y col. 1996) y hormonas de
células endocrinas, como la insulina en células B-Pancreaticas (Lang y col. 1998). Algunos
autores infieren que a pesar de los efectos que el veneno de Latrodectus tiene en la actividad
muscular, no hay un efecto a largo plazo descrito en el cuerpo del ser humano (Guerrero y
col. 2010).

Los recientes avances en la separacién de proteinas del veneno de la viuda negra, han
permitido identificar virtualmente la mayor parte de sus componentes, entre ellos proteinasas,
fosfatasas, fosfolipasas, nucleasas, fucolectinas, hidrolasas y latrotoxinas. Ademas, se ha
reportado que en L. geometricus posee componentes con actividad fibrigendlica. Los analisis
enzimaticos indican que el veneno contiene multiples tipos de hidrolasas, entre las que

incluyen proteinasas, hialuronidasas y fosfatasas alcalinas y acidas (Yang y Wang 2015).

Las Toxinas proteicas encontradas en L. tredecimgutatus fueron clasificadas dentro de 5
clases, de acuerdo a sus componentes bioactivos: neurotoxinas, toxinas asistentes, proteasas,
inhibidores de proteasas y toxinas con funcion desconocida. Diversos autores trabajan para
entender como trabajan las toxinas cooperativamente durante el latrodectismo (Yang y Wang
2015). Entendiendo como latrodectismo al sindrome producido por picadura de arafias del
género Latrodectus (Ortufio y col. 2009). Las neurotoxinas actlan principalmente como
componentes toxicos Yy especificos contra objetivos del sistema nervioso, toxinas que asisten

aumentando la toxicidad de las neurotoxinas; inhibidores de proteasas que protegen a las
42



neurotoxinas y ayudan en la maduracion (de las proteinas) de las mismas; ademas de
proteasas que pueden ayudar en la maduracion de toxinas precursoras y ayudar en la digestion
de las presas (Yang y Wang 2015).

Los recientes estudios sobre la protedmica del veneno de L. hesperus, en el que se han
encontrado 61 proteinas por espectrometria de masas entre las que incluian latrotoxinas, una
toxina inhibidora de unién a cisteinas, familias de toxinas proteinas CRISP (proteinas
secretoras ricas en cisteinas). Ademas, varios tipos de enzimas fueron identificadas en el
veneno, incluyendo, hialuronidasas, quitinasas, serinproteasas y metaloproteasas. Estos
trabajos han demostrados que L. mactans hesperus (de américa del norte) y L.
tredecimgutatus (de Eurasia) poseen un veneno con las mismas bases moleculares. Las
latrotoxinas, son toxinas que tienen actividad selectiva contra vertebrados, insectos o
crustaceos. A la fecha se han aislado e identificado al menos 7 de los principales componentes
del veneno de L. tredecimguttatus (Ushkaryov y col. 2004), mediante el uso de
Cromatografia de intercambio ionico (Krasnoperov y col. 1997) o cromatografia liquida de
fase reversa (Dulubova y col. 1996). Todas son conocidas como Latrotoxinas, sin embargo,
la mayoria de ellas son contra insectos, denominadas como Latroinsectotoxinas (LITs) y se
conocen 5 tipos (o, B, v, 6 y €) (Dulubova y col. 1996); a-Latrocrutotoxina (oa-LTC),
especifica para crustaceos y a-Latrotoxina (aLTX ) especifica contra vertebrados, de la cual
esta Gltima, es la méas caracterizada; de hecho, se ha estudiado esta toxina desde 1930 (Silva
y col. 2009). Todas las latrotoxinas son proteinas acidicas (pH 5.0-6.0), con masas
moleculares que va de 110 a 140 kDa. Las masas moleculares de estas toxinas deducidas de
sus secuencias de ADN son sustancialmente mas grandes que estas determinadas por
electroforesis SDS, y por espectrofotometria de masas. Indicando que las latrotoxinas son
sintetizadas como largas proteinas precursoras que se someten a procesos post-
transcripcionales. Cabe mencionar que, en su tamafio completo, las toxinas son inactivas.
Estas proteinas poseen pequefias secuencias hidrofilicas relativamente cortas que terminan
en un grupo de aminoacidos basicos. Estos grupos que se asemejan al sitio de reconocimiento
de furina y son procesadas por enzimas parecidas a la subtilisina para poder activarse
(Ushkaryov y col. 2004).
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Se ha descrito que las latrotoxinas promueven la exocitosis de neurotransmisores del nervio
terminal presinaptico, solo después de unirse a los receptores neuronales. Todos los objetivos
de estas toxinas son células neuronales (con excepcion de 6-Latroinsectotoxina que también
causas efectos en el musculo de los insectos (Dulubova y col. 1996)). Tanto la selectividad a
animales y especificidad a tejidos, provienen del hecho que, en orden de accidn, estas toxinas
primero deben unirse a receptores de superficie celular neuro-especificos, pero de diferentes
clases en los animales. De hecho, el marcado radioactivo a a-LTX, a-LIT y a-LCT, tienen
fuerte afinidad por las membranas de vertebrados, insectos y crustaceos respectivamente.
Ademas, aLTX y aLIT no compiten entre ellos por sus respectivos sitios de union en la

membrana (probado en cerebro de ratas y cabezas de insectos) (Ushkaryov y col. 2004).

El efecto de a-LTX es muy fuerte y aparentemente sencillo, sin embargo, al igual que otras
toxinas, a-LTX actla a través de multiples mecanismos (Silva y col. 2009), algunos de los
cuales han sido descritos. Los numerosos estudios en a-LTX han demostrado efectos en
concentraciones subnanomolares, en donde la toxina no tiene efectos morfoldgicos en el
nervio terminal; sin embargo, su accion puede ser detectada electrofisiolégicamente como un
incremento en la frecuencia miniatura del potencial de placa terminal (mepps). En altas
concentraciones nanomolares (1.3nM), demostr6 que puede causar una masiva liberacion de
neurotransmisor, glutamato citoplasmico, acido amino y-butirico y aminoéacidos no
vesiculares como aspartato y a-aminobutirato, que se mantiene durante un periodo de tiempo
considerable. En paralelo con la liberacion citoplasmatica, hay una extensa deplecion de
ATP, aumento en la concentracion de Ca?* citosélico y una severa restriccion de la
respiracion sinaptica; esto es, seguido por cambios morfoldgicos en las terminales nerviosas
del cerebro cortical de cuyos. (McMahon HT 1990). Todas las latrotoxinas causan la
liberacion masiva de neurotransmisores del nervio terminal uniéndose a un receptor
especifico del respectivo animal (Yang y Wang 2015). De hecho, la organizacion del dominio
de o-LIT es similar a la de otras latrotoxinas, lo que sugiere que estas toxinas son una familia
de proteinas relacionadas. Aunado a esto, se han aislado proteinas de bajo peso molecular del
veneno de la viuda negra, y las dos proteinas son inactivas tanto en mamifero como en

insectos. Estas proteinas de bajo peso molecular fueron llamadas Latrodectinas y parecen
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aumentar la toxicidad de las Latrotoxinas, probablemente incrementando su afinidad a las
membranas objetivo y reduciendo la especificidad del filum (Dulubova y col. 1996), como
a-LTX que puede ser activa en insectos como Drosophila melanogaster (Umbach y col.
1998). Las Latroinsectotoxinas, son muy similares al o-LTX, tanto estructuralmente, como
funcionalmente, su comparacion con a-LTX, podria dar pistas importantes en cuanto a la

arquitectura y los modos de accion de las toxinas especificas de insectos (Rohou y col. 2007).

Normalmente o-LTX induce la exocitosis de neurotransmisores inicialmente uniéndose a
proteinas de la superficie extracelular de la célula objetivo. Se han identificado tres diferentes
receptores para a-LTX (Graudins y col. 2012): la primera Neurexina la, es una proteina de
adhesion celular perteneciente a la polimdérfica familia neuronal llamadas neurexinas. La
union de Neurexina la con a-LTX, es dependiente de Ca?*. La segunda, Latrofilina, es un
miembro de los receptores de adhesion acoplados a proteinas G y es Ca?" independiente
(Silva y Ushkaryov 2010), razén por la cual son conocidas como receptores Ca®*
independiente de a-LTX (CIRL 1-3) (Stdhof y Starke 2008), y se conocen 3 homologos de
este receptor, del cual CIRL1 es quien tiene mayor afinidad con a-LTX (Silva y Ushkaryov
2010). El tercer receptor, Tirosina fosfatasa (PTPc), es un miembro de la familia de las
tirosinas fosfatasas (PTPs) que son similares a los receptores que contienen dominios
extracelulares semejantes a moléculas de adhesion celular. La union de a-LTX con TPTo es
independiente de calcio extracelular (Stidhof y Starke 2008). Los receptores especificos para
LITs atn no han sido identificados, sin embargo, se sabe que el efecto presinaptico, pero no
la unién de a-LIT, es dependiente de cationes de Ca?* y Mg?* en medio externo (Magazanik
y col. 1992); aunque las tres clases de receptores conocidas para vertebrados que se unen a
a-Latrotoxina, estdn también presentes en insectos. Todas las latrotoxinas, cuyas estructuras
han sido bien estudiadas (a-LTX, a-LIT y a-LTC) son altamente homologos y tienen

dominios similares en su arquitectura similares (Rohou y col. 2007).
Una vez que se une a-LTX al receptor, ocurre la oligomerizacion de la toxina permitiendo la

formacion de un tetramero anfipatico ciclico, seguido de una insercion y formacion de un

poro permeable a cationes. La formacion de este poro permite el incremento de la exocitosis
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vesicular y no vesicular de neurotransmisores (mediado por 6smosis); paralelo a esto, hay un

influjo de iones de Ca2* a través del poro inducido por la toxina (Graundins y col. 2012).

Cabe mencionar que también se reportan proteinas de bajo peso molecular llamadas
latrodectinas (7.9 kDa), que acompaiian a a-Latrotoxina, y que no parecen afectar la toxicidad
y no tienen actividad secretora propia. Sin embargo, al remover las latrodectinas, la toxina

pierde la capacidad de formar canales en las membranas lipidicas artificiales (Ushkaryov y
col. 2004; Graudins y col. 2012).

1. HIPOTESIS

El veneno crudo de la arafia Latrodectus mactans, es capaz de alterar el funcionamiento de
los corazones de vertebrados e insectos de manera similar, caracterizado por el aumento en

la presion sanguinea y acompariado de arritmia.

I11. OBJETIVOS

Objetivo general:
Analizar la toxicidad del veneno de la arafia de la especie Latrodectus mactans en su forma
de extracto crudo y fraccionado en dos organismos modelo Gromphadorina portentosa y el

modelo de rata, para determinar los efectos toxicos cardiovasculares.

Objetivo particular:
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Obtener veneno crudo de la arafia Latrodectus mactans, asi como caracterizar Ssus

componentes.

Comparar los efectos biologicos del veneno de la arafia Latrodectus mactans en su forma de
extracto crudo y fraccionado en las preparaciones fisiologicas del corazén de la cucaracha

Gromphadorina portentosa y en el corazon de la rata.

IV. MATERIALES Y METODO

4.1 OBTENCION DE LOS ORGANISMOS

Las cucarachas de la especie G. portentosa (Orden Blattodea, Familia: Blaberidae) fueron
obtenidos en Agropet (distribuidora de mascotas y productos para mascotas) y llevados al
laboratorio LAINUS T del edificio 203 de Universidad Autdnoma de Aguascalientes. Los
insectos fueron ubicados en una caja de 60 galones marca Sterilite tote de color oscuro, con
sustrato de peat moss y cartones de huevo como madrigueras, a una humedad relativa del
80%, a temperatura ambiente (27+ 2°C) y alimentados a base de platano y croquetas de perro

molidas.

Por otro lado, Las arafias de la especie L. mactans o viuda negra (Orden: Araneae, Familia:
Theridiidae) las cuales fueron identificadas segun Cabrera y Valdez (2019) y capturadas en
las calles de la ciudad de Aguascalientes. Las cuales fueron colectadas, cuidadas y
alimentadas en envases de pet de 100 ml comUnmente utilizados para la obtencion de

muestras clinicas.
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Figura 10. Gromphadorina portententosa a la izquierda en proporcién a una mano.
Espécimen de Latrodectus mactans a la derecha, en su ultima etapa antes de la adultez en
un frasco pet de 10 ml.

4.2 Extraccion del veneno de L. mactans

La extraccion del veneno L. matans fue basado en lo descrito por Rueda y col. (2016). Las
araflas fueron alimentadas con grillos obtenidos de Agroped de la especie Achaeta
domesticus durante dos semanas, posteriormente, fueron puestos en ayunas por una semana
y se procedio a extraer el veneno. Las arafias fueron inmovilizadas sujetandolas desde la
porcion posterior del cefalotérax, cerca del pedicelo con una pinza (Rocha-e-Silva y col.
2009) (Figura 11).

Con el propésito de facilitar la manipulacion, las arafias fueron sometidas a una sedacion con
gas de CO2 con para poder sedarlas. Para ello, se adapt6 un tanque Gocha de CO> con una
manguera con valvula, cuyo extremo se conect6 con una tapa de frasco pet de 10 ml. Después
se estimul6 los queliceros eléctricamente (donde se encuentran las glandulas del veneno)
mediante el uso de electrodos conectados a un estimulador eléctrico, aplicando los
parametros de 70 mV a 20 ms y a 50Hz, para que el veneno fuera expulsado por los colmillos.
El veneno se recogio con un capilar de vidrio modificado, el cual estaba unido a una pequefia
manguera que lo conectaba con una jeringa. El veneno fue colectado en un tubo de 1ml, en

el que previamente se le agregd una solucién de antiproteasas con N-p-Tosyl-L-fenilalanina

48



clorometil cetona (TPCK) al 0.1mM y fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) al 1Mm. El
veneno crudo fue llevado a congelar a -20 ° C. Este proceso se llevé a cabo una vez al mes

con cada muestra.

El dia posterior a la extraccion del veneno, las muestras con veneno crudo fueron llevadas a
centrifugar a 14 000 rpm por 15 minutos y se elimino el precipitado resultante. Se determin6

el peso de las muestras resultantes del sobrenadante, descartando el peso de las antiproteasas.

modlflcado y adaptado para

conectarse con los tubos donde

se mantuvieron vivas a las
aranas.

,/~’

4.3 CARACTERIZACION DEL VENENO DE L. mactans

4.3.1 PREPARACION DE GEL DE ELECTROFORESIS

La preparacion de geles se llevo a cabo de la siguiente manera: un gel concentrador que fue
hecho con 0.63 ml de Upper Buffer (0.5 M de Tris, 2ml de SDS y 50ml de agua desionizada),
0.33 ml de acrilamida (30% de acrilamida con 0.8% de bis-acrilamida), agua destilada (1.54
ml) y persulfato de amonio (12.5 ml). Mientras que el gel separador se compuso de Upper
Buffer (0.63ml), acrilamida (1.95ml), agua destilada (2.55 ml), TEMED (0.005ml) y
persulfato de amonio (0.02ml). Para la tincidn de los geles se us6 solucion Coomasie (50%
de metanol 10% de &cido acético y 0.2% de azul de coomasie R250). Finalmente se usé una

solucién destefiidora (10% metanol, 5% acido acético y 85% de agua destilada).
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4.3.2 PREPARACION DE WESTERNBLOT

Una vez terminado el proceso de transferencia del gel de poliacrilamida a la membrana de
trasferencia, se prepard solucion TBS (2 litros de agua destilada con 500mM de NaCl y
20mM de Tris HCI) y TTBS (500ml de TBS con 1ml de Tween al 0.2%). Se usaron
membranas de transferencia PVDF (difluoruro de polivinilideno) las cuales fueron lavadas
con metanol al 100% e inmediatamente después fueron sumergidas en solucion de TTBS con
leche al 5% y mantenidas en agitacion por una hora (proceso de blogueo). Posteriormente las
membranas se pasaron a otro embace donde se le adiciond el primer anticuerpo (IgG
hiperinmune antilatrodectus de caballo de Aracmyn plus), el cual, previamente se hizo una
dilucion 1:150 con 20 ml de solucion de TTBS con leche al 5% y se mantuvo en agitacion
por toda una noche a 4 °C. A la mafiana siguiente, las membranas fueron lavadas primero
con agua destilada por 5 minutos, después fueron lavadas dos veces con TTBS por 10
minutos y luego con TBS durante 5 minutos. Todas las lavadas fueron con agitacién continua.

Las membranas fueron transferidas a otro recipiente para incubar el segundo anticuerpo (Anti
caballo 1gG producido en conejo). Para ello, se prepar6 una dilucién 1:10 000 de TTBS con
leche al 5% y se mantuvo en agitacion durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo, se realizaron
2 lavados de las membranas con TTBS, cada lavada fue por 15 minutos con agitacion
continua y después 5 lavadas por 5 minutos con agitacion continua. Terminadas las lavadas,
se enjuagaron las membranas con TBS y se procedié a revelar aplicando solucion de fosfatasa
(una pastilla diluida en 10ml de agua destilada) en las membranas. El revelado fue realizado
con luz tenue. Para terminar el revelado se agregd agua destilada y se procedi6 a secar las

membranas.

Cabe mencionar que también se analizaron muestras de veneno de L. geometricus, la cual se

ha mencionado que posee las mismas toxinas que L. mactans.
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4.4 PREPARACION FISIOLOGICA SEMI-AISLADA DEL VASO DORSAL DE G.

portentosa

Los especimenes de G. portentosa fueron sedadas de la misma manera que en las arafias para.
Una vez sedadas, las cucarachas fueron pasadas a una placa de parafina donde fueron fijadas
usando alfileres. Se realizaron cortes para separar la cabeza y las patas, esta Ultima, se realiz6
cortando en el limite entre la coxa y el trocanter. Ademas, se hizo una diseccién cortando a
través de la linea media longitudinal, desde el esclerito ventral distal, hasta el limite proximal
con la cabeza. Posteriormente se extrajeron todos los érganos con excepcién del vaso dorsal,
que se encuentra en toda la linea media dorsal de la cavidad visceral del cuerpo del insecto.
El corddn nervioso junto scon sus ganglios también fueron extraidos, estos recorren la linea

ventral de la cavidad visceral del insecto (Figura 12).

Una vez preparada la cucaracha, se bafié con solucion salina fisioldgica especifica para
cucarachas (NaCl 200,17 mM, KCI 10,73 mM, MgS0O4 0,99 mM, CaCl2 3,4 mM, NaHCO3
2,14 mM, 0,083 mM NaH2PO4), el cual fue ajustado a pH = 6,9 (Collins y Miller 1977) en
toda la preparacion cardiaca semi-aislada. Se mantuvo durante todo el experimento una
temperatura de 25°C, y un un volumen constante de solucion salina fisiolégica en el vaso
dorsal utilizando una micropipeta. La solucion salina fisioldgica no provocd alteraciones en

las funciones cardiacas.

4.5 ANALISIS EN 3 DIMENSIONES DEL VASO DORSAL DE G. portentosa

Se desarrolld un nuevo método de analisis en tres dimensiones para el estudio del movimiento
mecanico del corazon mediante la grabacion de video con una evaluacién del movimiento en
el eje z. Los ejes x y y de las preparaciones de corazon de cucaracha se evaluaron con una
camara acoplada a microscopio estereoscépico como se observa en la Figura 12. Usamos un
transductor isoténico tipo "Harvard" (aparato de transductor de corazén / musculo liso)
acoplado al Biopac System MP150 para registrar los movimientos del ciclo cardiaco en la
direccion del eje z (movimientos dorsal y ventral). Cuando tiene lugar la contraccion

sistdlica, el transductor isotdnico registra una sefial decreciente, mientras que la apertura
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diastolica se registra como una sefial ascendente Figura 13. Estos movimientos en el eje z
son muy pequefios y se expresan en milivoltios por el transductor de desplazamiento. Se
utilizo el software Acknowledge 4.1 (BIOPAC Systems, Inc.) para la adquisicion de datos y
el andlisis de la frecuencia cardiaca y la amplitud diastdlica. Los datos del transductor
isotonico se filtraron y suavizaron en linea para evitar pequefias sefiales resultantes de
artefactos de movimiento. La frecuencia cardiaca (Hz) fue la frecuencia de las ondas
predominantes en el analisis espectral de potencia. La amplitud de onda diastélica del
corazén se consider6 como el valor medio del movimiento en el eje z. Los valores de
amplitud se registraron por minuto y se expresan en porcentaje. La direccion del flujo de la
hemolinfa se denominé anter6grada y retrograda segun el eje y.

Las grabaciones de video de la actividad cardiaca se realizaron con una camara Panasonic
GP-KR222 acoplada a un microscopio estereoscopico (CCSM, ZEISS Stemi DV4), algunos
videos fueron capturados con una camara digital Celestron 44,422 HD. La apertura diastélica
se cuantifico seleccionando tres fotogramas en puntos de tiempo especificos de cada minuto
de grabacion de video (primera foto 0-15 s, segunda foto 30-40 y tercera foto 50-60 s). Las
fotos fueron analizadas por el software ImageJ. Las mediciones se realizaron considerando

dos puntos relacionados con el movimiento de apertura diastdlica.

Los eventos cardiacos evaluados por grabacion de video siempre se sincronizaron con la
sefial del transductor isotonico gracias al software BIOPAC. Los registros de valvulas
intracardiacas se capturaron con el CCSM. Debido a que las valvulas no siempre se observan

en el mismo plano focal, algunas iméagenes aparecieron con diferente contraste.

4.6 EVALUACION FUNCIONAL DE LA PREPARACION CARDIACA SEMI-
AISLADA DE G. portentosa

Los primeros experimentos fueron enfocados a estandarizar y comprender los efectos que
pueden causar los agonistas colinérgicos en nuestra nueva propuesta de la preparacion
fisioldgica semi-aislada del vaso dorsal. Para ello, se diluyeron dosis experimentales de

acetilcolina (ACh), nicotina y muscarina en solucion salina fisiologica y se perfundieron
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aplicando una gota (20 pl) directamente sobre el corazon. Las dosis aplicadas fueron de 5,5

y 1 mM de cloruro de ACh (nimero de catalogo Sigma-Aldrich: A6625); nicotina a 0,53 y
5,3 UM (Sigma-Aldrich N3876-100ML); muscarina a 0,01, 1 y 5,5 mM (Sigma-Aldrich
M6532-5MG).

Figura 12. Preparacion cardiaca semi-aislada de G.
portentosa (derecha). La flecha roja sefiala la punta de
transductor tipo Harvard, el cual fue colocado en el vaso
dorsal al nivel del tercer segmento abdominal. A la izquierda,
el equipo usado para realizar los experimentos: (a) cAmara
acoplada al microscopio estereoscopico (b). (c) El equipo
Biopac MP150. (d) El transductor tipo Harvard con su punta
sobre la placa de parafina (e).

Microscope + camera

Isotonic tramschicer

//R‘e;agradf-

Figura 13. Representacion esquematica
de la preparacion fisiologica cardiaca
semi-aislada de G. portentosa. (a) Lado
. ventral de todo el cuerpo de G. portentosa
\ y la forma de grabacién de la funcién
cardiaca, que consistio del transductor

. isotonico y la camara acoplada al
o (] microscopio estereoscopico. El vaso

dorsal se divide en dos secciones: aorta y
corazén. El flujo de hemolinfa se indica

en el eje y. Tanto la contraccion sistdlica
(b) como la apertura diastélica (c) se
observaron mediante grabacion de video
en el eje x. Se adaptd una punta de
alambre al transductor isoténico para
registrar los movimientos del corazén en

el eje z (d) (Claros y col. 2020).

53



Las dosis experimentales de ACh y nicotina se tomaron de la concentracién promedio que
causo6 un efecto significativo (aumento de la frecuencia cardiaca, aunque dosis mas pequefias
disminuyeron la frecuencia cardiaca) en los corazones de Periplaneta americana y
Drosophila melanogaster (Miller 1968b; Malloy et al. 2016).

Las dosis de muscarina fueron similares a las de ACh. Las réplicas bioldgicas consistieron
en 6 cucarachas para cada procedimiento experimental. Cabe mencionar que los resultados

de estos primeros experimentos fueron publicados en Journal of Comparative Physiology A.

4.7 PRUEBAS DEL VENENO CRUDO DE L. MACTANS SOBRE LA
PREPARACION CARDIACA SEMI-AISLADA DE G. portentosa Y RATA

4.7.1 PRUEBAS EN EL CORAZON DE G. portentosa

Las primeras pruebas usando el veneno de L. mactans sobre la preparacién cardiaca semi-
aislada de G. portentosa, se realizaron aplicando veneno crudo sin liofilizar, y siguiendo el
mismo procedimiento que en los experimentos donde se usaron los agonistas colinérgicos.
En la preparacion cardiaca semi-aislada, se aplicd solucién salina fisiol6gica en el periodo
control; mientras que la aplicacion del veneno crudo fue durante el periodo experimental y

en las concentraciones de 80 y 120 mg/kg.

Las pruebas con las primeras fracciones del veneno de L. mactans fueron realizadas en
triplicado, las cuales fueron preparadas segun el modelo fisioldgico de corazdn semi-aislado.
Se aplicaron las fracciones de los tubos de 1 al 15. Las fracciones (liofilizadas) fueron
diluidas con 100 pl de solucion salinam fisiologica. En cada experimento se aplicaron 50 pl
de cada tubo con solucion sobre el corazén (a nivel del tercer segmento abdominal). Cada
experimento consistid de un periodo control de 6 minutos y 6 minutos de observacion de la

respuesta al adicionar la fraccion de cada tubo.
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En la primera cucaracha se probaron las fracciones de los tubos 1 al 14, en la segunda
cucaracha se probaron las fracciones del 1 al 13 y en la tercera cucarcha se probaron las

fracciones de los tubos 14 y 15.

Las primeras muestras fraccionadas de veneno de L. mactans se encontraban diluidas en 1ml
de agua destilada. Estas fueron llevadas a nanodrop, donde se observaron concentraciones de
proteina muy pequefias (Taba 1). Teniendo esto en cuenta, no se esperaban observar efectos
significativos sobre la preparacion cardiaca semi-aislada de G. portentosa; por lo que no se

volvio a tomar el dato de las concentraciones.

Las pruebas que se realizaron con las posteriores fracciones del veneno de L. mactans fueron
diluidas en solucién salina fisioldgica (100ul). Ademas, a las fracciones de los tubos 6, 11,
16 y 18, se les adiciond anti-veneno. Estas muestras fueron seleccionadas debido a la
concentracion que tenian de proteina y a los efectos del veneno sobre la preparacion cardiaca
semi-aislada. Se realizaron 3 pruebas por de cada fraccion y una prueba con las fracciones
combinadas con anti-veneno. En todos los experimentos se aplicé un periodo control de 6
minutos con solucion salina fisioldgica y 6 minutos de prueba con el veneno. Las pruebas
fueron realizadas a una temperatura de 25°C (incluyendo a la solucion salina). Los
experimentos se siguieron de la misma manera que en las primeras pruebas donde se usé los

agonistas colinérgicos. Cabe mencionar que en estas pruebas se utilizé el Biopac MP 150.

Se realizaron pruebas aplicando antiveneno (IgG hiperinmune antilatrodectus de caballo de
Aracmyn plus) en las fracciones de tubos 7, 9, 16, 18 y 19 debido a que se encontraron efectos
significativos sobre la preparacion cardiaca semi-aislada; ademas de que se disponia con
suficiente solucion para una prueba mas. Se adiciond el antiveneno en una dilucion 1/500 y
se puso a incubar a 25 °C durante 30 minutos antes de ser administrado en la preparacion
cardiaca semi-aislada de G. portentosa. Esto siguiendo lo reportado por de Roodt y

colaboradores (2017) y Majori y colaboradores (1972).
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También se realizaron registros de las frecuencias eléctricas sobre la preparacion cardiaca
semi-aislada de G. portentosa, usando dos alambres de plata, los cuales fueron colocadas
sobre la zona inicial del corazon. Antes de probar las fracciones del veneno de L. mactans,
traidas de la segunda visita al IBT, se realizaron pruebas para estandarizar el método, donde
se adiciond Unicamente solucién salina. No se observaron alteraciones en la frecuencia
eléctrica causadas por la adicion de la solucion salina para G. portentosa. Los registros de la

frecuencia eléctrica se llevaron a cabo junto a los registros de movimiento mecanico del

corazén (Figura 14).

Figura 14. Preparacion
cardiaca semi-aislada
de G. portentosa. La
flecha roja sefala la
punta del transductor
isotonico. La flecha
negra sefiala la punta de
los alambres de plata.

4.7.2 ANALISIS DEL VENENO DE L. mactans EN RATA

Las pruebas del veneno de L. mactans en ratas se enfocaron en determinar si los efectos del
veneno podian alterar la funcién cardiaca en vertebrados, asi como en la cucaracha G.
portentosa. Para ello, se analizé la frecuencia o pulsos cardiacos por minutos (BPM) y la
presion sanguinea por minuto. Para el andlisis de la presion sanguinea se registro la presion
diastdlica, esto debido a que este parametro fue el que se registr6 de manera mas clara y
consistente, a diferencia de la presidn sistélica que, en ocasiones, no se podia observar con

claridad incluso en las pruebas control.
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Para llevar a cabo estos registros, se desarroll6 un sistema basado en el oximetro de pulso y
el método oscilométrico y adaptado para ratas. Este sistema se desarrollé acoplando el Biopac
MP36 con el software Biopac Student Lab 4.1, y se registro la presion arterial en la zona
proximal de cola de la rata (Figura 15a). El sistema consistio por una parte de un manguillo
de presion o cuffer unido a una bomba de aire (que inflaba el manguillo), seguido de una
segunda parte, la cual fue un sensor 6ptico compuesta por un fototransistor y un led infrarrojo.
Ambas partes se adaptaron a la cola de la rata y se podian quitar de la cola sin necesidad de

desarmar los aparatos.

Para llevar a cabo la preparacion, se utilizaron ratas Wistar con un peso 250 £ 36.12 gramos,
las cuales fueron sedadas inyectando por via intraperitoneal pentobarbital sédico (Pentosedal
100 ml), siguiendo las indicaciones para obtener un efecto sedante. Una vez sedada la rata,
se acomodo encima de una cama de diseccion la cual tenia una placa térmica que mantuvo la
temperatura a 37 °C. Las dosis de veneno crudo liofilizado de L. mactans fueron de 0.16
mg/kg (basado en la DLso de ratones) y de 0.32 mg/kg (para observar si se registraban

mayores efectos).

Los datos se adquirieron a partir de los registros de frecuencia cardiaca y presion diastolica.
La frecuencia cardiaca fue tomada a partir de los pequefios pulsos que se observaron en los
registros del oximetro de pulso (Figura 15 b parte inferior). Mediante el uso de software
Biopac Student Lab 4.1, esos pulsos se interpretaron como pulsos por minuto (BPM por sus
siglas en inglés). Los datos de presion diastélica se obtuvieron extrapolando los registros de

presion en milimetros de mercurio (mmHg) y el oximetro del pulso (Figura 15 b linea roja).

Cuando el brazalete se inflaba (Figura 15 b parte superior), se observé que el registro del
oximetro de pulso bajaba (Figura 15 b parte inferior). Después, el registro del oximetro de
pulso subié conforme el brazalete se desinflaba. Cuando llegaba a su punto mas alto, se
observo gue ese punto coincidia con el valor promedio de la presion diastélicas de las ratas.

Este punto fue muy claro, por lo que se tom6 como parametro de registro.
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Figura 15. Acomodo de la rata para registrar los efectos del veneno de L. mactans sobre
el sistema cardiaco (a izquierda). Cama para disecciones (a); placa térmica (b); cuffer (c);
sensor éptico (d). Registro de frecuencia cardiaca y presion diastélica (b derecha). Las
lineas naranjas indican la medicién de la frecuencia cardiaca o pulsos por minuto (BPM)
en 315 BPM; en tanto que la linea roja indica la presion diastélica en 97.8 mmHg.

Los experimentos tuvieron una duracion de 60 minutos, de los cuales se tomaron 10 minutos
de control (comenzando a contar desde que la preparacion mostraba estabilidad), y 50
minutos de periodo experimental, las cuales fueron llevadas a cabo aplicando veneno crudo
liofilizado de L. mactans e inyectadas de forma intraperitoneal. Se registraron solo 50
minutos debido a que algunas ratas comenzaban a despertar. Cabe mencionar que se
realizaron 7 pruebas, de las cuales solo se reportan 3 experimentos por cada dosis debido a
que se descartaron las ratas que terminaban en paro respiratorio y cardiaco, probablemente

debido a los efectos del pentobarbital sédico.
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando ANOVA vy la prueba de Diferencia
Significativa de Tukey para determinar diferencias significativas entre las condiciones de
control y experimentales. Los datos se analizaron utilizando el software estadistico Graph
Pad Prism con ANOVA de una via (p <0,05).

V. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion y separacion del veneno de L. mactans

Las muestras de veneno crudo de L. mactans que fueron llevadas a caracterizar por
electroforesis y Westernblot, se enfocaron a distinguir la presencia de las principales toxinas
de la arafia L. mactans. Ademas, se aprovechd para comparar el veneno de la especie L.
geometricus, la cual se ha mencionado, posee toxinas semejantes al de Los resultados
demostraron que el veneno posee varios componentes proteicos con diferentes pesos
moleculares, e incluso se observa que hay proteinas que tienen un peso superior a los 130kDa

(Figura 16a, b y c).
Ademas, a lo largo del periodo de realizacion del doctorado, se obtuvo veneno crudo de L.

mactans en dos conjuntos de muestras. Estos dos conjuntos de muestras fueron llevados a

fraccionar en dos diferentes visitas al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM.
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Figura 16a. Andlisis del veneno crudo de L. mactans por Westernblot. En un gel con 10
pozos (imagen cortada), se corrieron 6 muestras de veneno (pozos 2 al 7). Las muestras
de 5 pl de veneno crudo en cada pozo son de L. geometricus (pozo 2) y L. mactans (pozo
3 al 7). En el extremo izquierdo se muestra la regla de pesos moleculares. En el pozo 1
no se corrié ninguna muestra; sin embargo, se difundié un poco de muestra de veneno
del pozo 2
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Figura 16b. Electroforesis SDS PAGE del veneno de L. mactans. El gel es de 10 pozos,
marcados en rojo en la parte superior (la imagen del gel esta cortada). Los pozos 3y 5
tienen veneno crudo de L. mactans previamente liofilizado. En tanto que los pozos del 7
al 9 poseen tienen veneno crudo sin liofilizar. El pozo 1 muestra la regla de pesos
moleculares. Los pozos 2, 4 y 6 muestran marcas con pequefias cantidades de veneno que
difundio.
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Figura 16¢. Westernblot con muestras de veneno de L mactans. Se us6 un gel de 10 pozos
(imagen cortada). Las muestras en los pozos 3, 6, 7 y 8 (marcados en rojo en la parte
superior) son veneno de L. mactans. Muestra del pozo 4 con veneno de L. geometricus

Las primeras muestras de veneno de L. mactans llevadas a fraccionar, fueron el resultado de
la suma varias extracciones de diferentes fechas en que se extrajo veneno de las arafias. Estas,
fueron liofilizadas en las instalaciones de la UAA. Posteriormente, las muestras de veneno
fueron llevadas a fraccionar.

En estas primeras muestras de veneno crudo se obtuvieron 7 mg de veneno liofilizado, los
cuales se diluyeron en un mililitro de agua (7mg/ml). Se tomaron 290 pl de la solucién
equivalentes a 2 mg de veneno. Posteriormente la muestra fue centrifugada a 14 000 rpm por
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16 minutos y se separé el sobrenadante. Se ajusto el volumen del sobrenadante a 1 ml con
Buffer de fosfato de sodio (5mM con 20% de acetonitrilo). Sin embargo, la mayor parte de
la muestra precipitd al ser centrifugadas. Probablemente el método de liofilizacion que se

realizd antes de ser llevadas a fraccionar fue mal efectuado y las proteinas se degradaron.

Se tomo el sobrenadante obtenido de la centrifugacion. El sobrenadante fue llevado a
fraccionar por HPLC de intercambio iénico (Figura 17a), en la cual se usaron dos soluciones
Buffer: Buffer de fosfato de sodio 5mM con 20% de acetonitrilo (A) y Buffer de NaCla1l M
(B). La velocidad de elucion fue de 1 ml/min. Se obtuvieron 24 muestras del HPLC y se
cuantificaron las proteinas de cada una de las 24 muestras por nanodrop (NanoDrop® ND-
1000, espectrofotometro de espectro total de 220 a 750nm), como se muestra en la Tabla 1.
Cada una de las 24 muestras obtenidas del HPLC fueron resuspendidas en 50ul de agua. Se
tomaron 10 pl por cada muestra para después pasarlos a electroforesis. Las muestras restantes
fueron secadas para su posterior uso. Las muestras que fueron pasadas a electroforesis se

observaron proteinas con un peso de entre 15 a 20 kDa (Figura 17b).

Muestra | Tiempo de | Concentracion | Muestra | Tiempo de | Concentracion

(tubo) muestra (mg/ml) (tubo) muestra (mg/ml)
(min) (min)

1 1.7 0.05 13 17.2 -0.03

2 3.0 0.04 14 18.7 0.01

3 4.5 0.06 15 19.8 -0.01

4 6.1 0.02 16 21.2 -0.02

5 7.5 -0.01 17 22.7 0.03

6 8.9 0 18 24.3 0.01

7 9.2 -0.02 19 25.8 -0.02

8 10.7 0.03 20 27.2 -0.05

9 12.1 0 21 28.8 -0.03

10 12.8 0 22 30.3 -0.02

11 14.3 -0.02 23 31.8 -0.02

12 15.9 -0.01 24 33.3 -0.02

Tabla 1. Cuantificacion de proteinas por microespectrofotometria (nanodrop) de cada una
de las muestras sacadas por HPLC de intercambio ionico.
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Figura 17a. Cromatograma de HPLC intercambio ionico
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Figura 17b. Electroforesis de las muestras obtenidas por el HPLC de intercambio ionico.
Las muestras fueron resuspendidas en agua y llevadas a electroforesis SDS PAGE. En los
geles de 15 pozos, se observan numerados cada una de las 24 muestras fraccionadas en la
parte inferior de la imagen. Los pesos moleculares se muestras en amarillo al lado
izquierdo de la imagen.
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Para las posteriores muestras de veneno de L. mactans que fueron llevadas a fraccionar, se
optd por separar las muestras segun el dia de la extraccion. Se llevaron 5 muestras de las que
cada una correspondio a una fecha de extraccion. Las muestras de veneno fueron congeladas
a -20°C. El transporte de las muestras al IBT fue en forma congelada, usando hielo seco, y
no liofilizadas como la primera vez. Se llevé un total de 213.5 mg de veneno de L. mactans
no liofilizado. Las muestras estaban separadas en 5 tubos, de estos, 4 tubos fueron usados

para obtener las fracciones mediante HPLC (Tabla 2).

Las muestras M5, M6 y M7, antes de llevarlas fraccionar, se tomaron muestras para realizar
una electroforesis (pozos 7, 8 y 9 respectivamente) y un Westernblot (pozos 6, 7 y 8
respectivamente) como se muestra en las figuras 16a y b. Las muestras M8 y M9 no se
tomaron muestras para llevarlas a electroforesis ni Westernblot. (previo a llevarlas a

fraccionar).

Tubo | Peso de la muestra | Uso
(total)
M5 20mg Fue llevado separa por HPLC
M6 31.4mg Fue llevado separa por HPLC
M7 64.7mg Fue llevado separa por HPLC
M8 68.7mg Fue llevado separa por HPLC
M9 28.7mg Fue liofilizado y aplicado en ratas

Tabla 2. Muestras de veneno crudo obtenidas de L. mactans sin liofilizar

Cabe mencionar que las muestras solubilizaron sin problemas en agua destilada y se llevaron

a fraccionar por HPLC Zise-exclusion (Figura 18).

La muestra M9 fue llevada a liofilizar y se determin6 que tenia una concentracion de 1.5
mg/ml de proteina. Mientras que las muestras pool de venenos M5, M6, M7 y M8 fueron
combinadas y diluidas con agua destilada. No se form0 precipitado al ser pasadas a
centrifugacion (14 000 rpm por 5 minutos). Despues las muestras fueron llevadas a fraccionar
mediante HPLC (HPLC infinitely better 1200 LC), usando una columna de Size-exclusion
(COSMOSIL-PACKED Column).

66



La cromatografia por exclusion de tamafio fue llevada a cabo usando 2 buffers: un buffer de
agua con acetonitrilo al 10% y un buffer de agua con TFA al 5%. La velocidad de elucion
fue de 0.5ml/min. Se obtuvieron 19 fracciones, de las cuales, a partir de la fraccion 6 se
obtuvo concentraciones significativas de proteina (Figura 18). Posteriormente todas las

muestras fueron secadas y llevadas al laboratorio LAINUS T de la UAA.

Muestra | Concentracion | Muestra | Concentracion

(tubo) (mg/ml) (tubo) (mg/ml)
1 0.038 11 1.439
2 0.056 12 2.134
3 0.042 13 3.021
4 0.044 14 7.289
5 0.071 15 1.092
6 2.506 16 8.162
i 1.055 17 3.839
8 0.316 18 2.475
9 2.1 19 0.469
10 0.421

Tabla 3. Determinacion de la concentracidn de proteinas de las 24 fracciones del veneno
de L. mactans por NanoDrop. Las muestras o tubos marcados en rojo se usaron en las
pruebas de la preparacion cardiaca semi-aislada de G. portentosa.

Cada una de las 19 fracciones primero fueron diluidas en 50ul de agua tridestilada. Después
se tomaron 10 pl de muestra por cada tubo, de las cuales, 5 pl fueron usados para realizar
una electroforesis SDS-PAGE tefiidos con coomasie y los otros 5 pl se usaron para realizar

un westernblot (Figura 19).

El sobrante de cada una de las fracciones (40 ul de volumen por cada tubo), se les adiciond
otros 50l de agua tridestilada. Después fueron llevadas a cuantificar por un NanoDrop 2000
(Tabla 3). A partir de la determinacion de las concentraciones de proteinas de las fracciones,
se decidio cuales serian las muestras que se aplicarian en las pruebas sobre la preparacion

cardiaca semi-aislada de G. portentosa.
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Es importante destacar que las fracciones de los tubos 17, 18 y 19, especialmente el 18, puede

observarse una banda de proteina del mismo peso molecular que las bandas que se observaron

en las primeras muestras de veneno fraccionadas (Figura 19).
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Figura 18. Cromatograma de las muestras obtenidas por el HPLC de exclusion de
tamario: en el cromatograma, la flecha indica donde se tomo la muestra del tubo 6.
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,.: . 7 x
Figura 19a. Geles de electroforesis de las muestras obtenidas por el HPLC de exclusién
de tamafio (parte 1). Los geles son de 10 pozos (imagen cortada). Los nimeros del lado
derecho negro indican los pesos moleculares. La “M” indica donde se puso la muestra
con veneno crudo liofilizado (muestra M9). Los numeros de la parte superior indican los
pozos donde se pusieron las muestras de las fracciones. La R indica la regla con los pesos
moleculares.
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Figura 19b. Geles de electroforesis de las muestras obtenidas por el HPLC de exclusién
de tamafio (parte 2). El gel es de 10 pozos (imagenes cortadas). Los numeros del lado
derecho negro indican los pesos moleculares. La “M” indica donde se puso la muestra
con veneno crudo liofilizado (muestra M9). Los nimeros de la parte superior indican las
muestras fraccionadas colocadas en los pozos. La R indica la regla con los pesos
moleculares. Las imagenes son de un mismo gel, que contienen muestras de las fracciones
16 al 19, y se le aument6 el contraste debido a que las fotos de los geles salieron muy
tenues (foto de arriba) y en blanco y negro (colores en canales divididos) sin aumentar el
contraste (foto inferior) para corroborar que se trata del mismo gel.
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Figura 19c. placas de Westernblot de las muestras obtenidas por el HPLC de exclusion
de tamafo. Los nimeros del lado izquierdo indican los pesos moleculares. La “M” indica
donde se puso la muestra con veneno crudo liofilizado (muestra M9). La R indica la regla
de pesos moleculares. Los numeros de abajo indican las muestras de las fracciones
colocadas en los pozos. Las placas fueron contrastadas image J.
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52 CARACTERIZACION DE LA PREPARACION CARDIACA DE G.
PORTENTOSA

Para validar nuestra metodologia sobre el registro de la funcién cardiaca, evaluamos las
contracciones de la valvula intracardiaca de preparaciones semi-aisladas de corazones de G.
portentosa. Los eventos cardiacos se caracterizaron eficazmente por la sincronizacion video
y el movimiento registrado por el transductor isotdnico, nuestras observaciones indicaron
una relacion bien establecida entre el movimiento de las valvulas intracardiacas, el volumen

de hemolinfa en el corazon, la diéstole y la sistole.

La relacion entre el corazon y el movimiento de las valvulas intracardiacas se puede describir
en cuatro etapas que impulsan el flujo de la hemolinfa, la apertura del corazén (diastole) y la
contraccion del corazon (sistole). Estas etapas se pueden identificar claramente mediante
grabacion de video. En la primera etapa (etapa sistolica), la valvula se contrae y se extiende
en direccion posterior (Figura 20a 'y b). La segunda etapa (etapa diastdlica) comienza cuando
la valvula cierra el espacio luminal (Figura 20c y d). La tercera etapa consiste en una valvula
que gira en direccion anterior y es seguida por el inicio de una nueva etapa sistélica (Figura
20e). Durante las fases sistolicas, la valvula se mueve rapidamente hacia una direccion
posterior y se contrae (Figura 20f). El cierre de la valvula intracardiaca restringe el flujo de
hemolinfa (Figura 20d) y la luz del corazén aumenta hasta alcanzar un volumen maximo.
En este momento, la valvula intracardiaca alcanza su posicion mas cercana a la cabeza
anatémica (Figura 20e). Ademas, los eventos cardiacos fueron claramente representados por
la grabacién del transductor isoténico, ya que cada pico de sefial parece corresponder al
aumento de volumen maximo en el espacio luminal, mientras que una amplitud de sefial

decreciente se correlaciona con una disminucién en el volumen (Claros y col. 2020).
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Figura 20. Grabacién sincronizada de diastole y sistole cardiaca con el Biopac MP150 y
las fotos de la grabacion de video. La cucaracha esquematizada (arriba a la derecha)
muestra la valvula intracardiaca seleccionada (en rojo) ubicada en el tercer segmento
abdominal del corazén de la cucaracha. La cucaracha esquematica también indica la
visualizacion (lado ventral) y la orientacion de los fotogramas de video (anterior =
derecha, posterior = izquierda). Las columnas 1 a 3 muestran: el registro del movimiento
z por el transductor, los fotogramas originales y los mismos fotogramas contrastados por
ImageJ, respectivamente. La linea negra muestra la escala (200 um). Las flechas negras,
amarillas y el contorno amarillo indican la valvula. La flecha roja indica la posicion del
sensor del transductor isotonico (Claros y col. 2020).

Los compuestos colinérgicos, como la ACh, se describen cominmente como
cardioaceleradores en insectos (Miller y Metcalf 1968; Miller 1968 b; Malloy y col. 2016).
Se registro y caracterizo el efecto colinérgico de la ACh en G. portentosa. El funcionamiento
normal de la valvula intracardiaca se vio claramente alterado por la adicion de ACh a 5,5
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mM. Las fases sistolica y diastolica registradas por el transductor isoténico (Figura 21,
columna 1) eran de amplitud irregular y su cinética parece mas indiferenciada. La valvula
tiene un movimiento limitado y el desplazamiento de la hemolinfa parece disminuir
drasticamente en comparacion con el periodo de control. El registro de video sugiere que los
musculos unidos a la valvula intracardiaca también se ven afectados por la alta concentracion
de ACh.

El efecto de la ACh también se caracterizé por un aumento inicial de la amplitud basal y
diastolica (Figura 22c y d). La amplitud diastdlica fue sélo significativamente mayor y mas
prolongada a 5,5 mM. La sefial detectada por el transductor isoténico disminuye, lo que
sugiere una cavidad cardiaca mas contraida (Figura 22d). Sorprendentemente, la adicién de
ACh a 1 mM paraliz6 las contracciones sistélicas que corresponden a los pulsos de corta

amplitud registrados por el transductor isotonico.
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Figura 21. Efectos de ACh en el corazon y la valvula intracardiaca, registrados por
transductor isoténico sincronizado y acoplado al Biopac MP150. También se muestran las
fotos de la grabacién de video. El esquema de la cucaracha (arriba a la derecha) muestra la
valvula intracardiaca (seleccionada en rojo) ubicada en el tercer segmento abdominal del
corazon de la cucaracha. El esquema de la cucaracha también indica el lado ventral y la
orientacion de los fotogramas de video (anterior = izquierda, posterior = derecha). La
columna 1-3 muestra: la grabacion del transductor isotonico, los fotogramas originales y los
mismos fotogramas contrastados por Imagel, respectivamente. La linea negra significa
escala (200 um). Las flechas negras y amarillas y el contorno amarillo indican la valvula.
La flecha roja indica la posicidn del sensor del transductor isoténico (Claros y col. 2020).
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Figura 22. Efectos de la adicion de ACh (1 mM y 5,5 mM) en las preparaciones de
corazén semi-aisladas de G. portentosa: a frecuencia cardiaca, b apertura del corazon y
¢ la amplitud diastdlica del corazéon. Las amplitudes después de la adicion de ACh se
expresan como 100% de la amplitud de control. Los datos mostrados son valores medios
y las barras de error indican SD (n = 6). d Rastros representativos de actividad cardiaca.
Las flechas orientadas hacia abajo indican el momento de la adicion de ACh (Claros y
col. 2020).
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También caracterizamos la respuesta colinérgica del corazon de G. portentosa utilizando
nicotina como agonista colinérgico alternativo. Aungue tanto la ACh como la nicotina
afectan a los mismos receptores, sus efectos sobre el corazén fueron diferentes. El
movimiento normal de las valvulas intracardiacas también fue alterado por la nicotina a 5,3
KM como ocurri6 con la adicion de ACh. Sin embargo, el efecto de la nicotina se caracterizd
por alterar parcialmente la funcion de la valvula y sugiere que el flujo unidireccional no se

puede mantener de manera efectiva.

La nicotina indujo efectos significativos principalmente en la concentracion mas alta. Se
observo un efecto cardioacelerador no significativo a baja concentracion (0.53 pM)
acompafado de una sefial mas alta en el transductor (Fig. 23 a y d), mientras que 5.3 uM de
nicotina disminuyd significativamente la frecuencia cardiaca y diastolica de apertura. Una
concentracion de 53,1 uM paralizo las contracciones sistolicas de manera similar a la ACh a
1 mM. La nicotina a 0.53 uM disminuy¢ transitoriamente la apertura diastolica (Figura 23
b), mientras que a 5.3 pM la apertura diastélica disminuyo significativamente en ~ 20%.
Aunque la apertura diastélica disminuyo, la amplitud diastélica aumenté significativamente
a5.3y0.53 uM (Figura 23 c).
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Figura 23. Efectos de la adicion de nicotina (0,53 uM y 5,3 uM) a las preparaciones de
corazén semi-aisladas de G. portentosa: a frecuencia cardiaca, b apertura del corazon y
¢ la amplitud diastolica del corazén. Las amplitudes después de la adicidn de nicotina se
expresan como 100% de la amplitud de control. Los datos mostrados son valores medios
y las barras de error indican SD (n = 6). d Rastros representativos de actividad cardiaca.
Las flechas orientadas hacia abajo indican el momento de la adicion de nicotina (Claros
y col. 2020).

De manera similar a como ocurrié con la ACh a 1 mM, la muscarina en la concentracion mas
baja (10 uM) indujo una disminucion transitoria y significativa de la frecuencia cardiaca y la
apertura diastdlica (Fig. 24 ay b). En contraste, hubo un incremento en la frecuencia cardiaca

cuando se agregoé muscarina 1 mM y 5,5 mM; sin embargo, solo se observo que esto era
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significativo a 5,5 mM. La apertura del corazén aumentd significativamente solo después de
la adicion de muscarina a 1 mM. La muscarina aument6 ligeramente la amplitud diastolica
(Figura 24c). La amplitud basal aumento de forma considerable y permanente con cualquier
concentracion de muscarina, a diferencia de ACh y nicotina. Ademas, la muscarinaa 1 mM
caus0 pardlisis sistdlica de manera similar a la ACh a 1 mM (Figura 24d). A diferencia de
la adicion de ACh, la muscarina no indujo ningin efecto importante sobre las valvulas
intracardiacas (Figura 24).
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Figura 24. Efectos de la adicion de muscarina (0,01 mM, 1 mM y 55 mM) a las
preparaciones de cardiaca semi-aisladas de G. portentosa: a frecuencia cardiaca, b
apertura del corazon y ¢ la amplitud diastdlica del corazon. Las amplitudes después de la
adicion de muscarina se expresan como 100% de la amplitud de control. Los datos
mostrados son valores medios y las barras de error indican SD (n = 6). d Trasos
representativos de actividad cardiaca. Las flechas orientadas hacia abajo indican el
momento de la adicion de muscarina (Claros y col. 2020).

81



5.3 EFECTOS DEL VENENO CRUDO Y FRACCIONADO DE L. mactans SOBRE
LA PREPARACION CARDIACA SEMI-AISLADA DE G. portentosa

Los efectos del veneno crudo a menor concentracion causaron aumento (del 110%) en la
apertura del vaso dorsal (apertura diastdlica) de G. portentosa. Mientras que, a mayor
concentracion, se observaron tanto aumentos, como disminuciones de la apertura diastolica
(Figura 25a).

El veneno crudo disminuyé el pulso cardiaco a menor concentracion en los primeros 2
minutos después de adicionar el veneno. Mientras que a mayor concentracién, causaron tanto
grandes aumentos, como disminucion del pulso cardiaco (razén por la cual, hay un marcado

error estandar en la grafica B de la Figura 25b).

En la amplitud de onda diast6lica, se observaron efectos después de agregado extracto crudo
de L. mactans a en los minutos 1, 3 y 5 en la concentracion de 80 mg/kg: y los minutos 1, 3,

4 de la concentracion de 120 mg/kg de veneno crudo.

Cabe mencionar que a diferencia de los resultados obtenidos de los agonistas colinérgicos,
no se observaron efectos inmediatos en los trasos al adicionar el veneno crudo y las
fracciones del veneno de L. mactans. Sin embargo, al cabo de unos minutos, se observaron
efectos en el veneno crudo (Figura 25). Este efecto en el traso se puede observar desde la
disminucion de la frecuencia cardiaca (Figura 25 trazo B), hasta aumentos en a amplitus de
onda diastélica (Figura 25 trazos B y D).

Tanto en las pruebas con veneno crudo o fraccionadas, no se observaron efectos
significativos y repetibles en la valvula intracardiaca de G. portentosa. Razon por la cual no
se muestran imagnes de los efectos en la funcion valvular. Solo se tiene registro de una sola
vez, en la que se adiciond veneno crudo a la preparacion cardiaca semi-aislada, y enfocando
a la valvula intracardiaca. En esta prueba se observa como la valvula parece ser degradada
conforme pasa el tiempo y con ello, su funcionamiento se ve alterado. Sin embargo esta

prueba solo se observd una vez y no se consiguidé mas grabaciones de este tipo.
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Los efectos que se observaron en las primeras muestras fraccionadas, se caracterizaron
principalmente en la disminucion, hasta la paralisis del pulso cardiaco. Este efecto se observé
desde la fraccion del tubo 7 y fue mas marcado en las fracciones de los tubos 12, 13, 14 y 15
(Figura 26). Sin embargo, en la apertura diastélica se observd un aumento en la fraccion del
tubo 15 (Figura 27).

No se reportan los resultados del tubo 13 debido a que fue constante el efecto desde el tubo
12.
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Figura 25. Efectos del veneno crudo de L. mactans en el corazén semi-aislado de G.
portentosa: (a) Efectos en la apertura diastolica. (b) Efectos en el pulso cardiaco. (c)
Efectos sobre la amplitud de onda diastélica. (d) Efectos observables en el trazado del
registro de los pulsos mecanicos del corazon de G. portentosa: A y C representan el
trazado del periodo control; B representa los efectos del veneno crudo de L. mactans con
la dosis de 80 mg/kg; y D B representa los efectos del veneno crudo de L. mactans con la
dosis de 120 mg/kg. Las flechas rojas muestran en qué momento se adiciond la dosis de
veneno.
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Figura 26. Efectos de las fracciones de veneno de L. mactans en el pulso cardiaco del
corazon de G. portentosa. Pulsos de las cucarachas 1y 2 (a) y pulsos en la cucaracha 3
(b). Las flechas indican la adicion de la fraccion correspondiente a cada tubo
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Figura 27. Efectos de las fracciones de veneno de L. mactans en la apertura diast6lica
del corazdn de G. portentosa con la fraccion del tubo 15.
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Las fracciones posteriores del veneno de L. mactans, fueron probadas en concentraciones de
0.08 mg/ml. Los efectos que se observaron en estas muestras, tuvieron varios efectos entre
los que destacan aumento y disminucion de la frecuencia cardiaca de preparacion de G.
portentosa. Se encontraron efectos significativos en los tubos 12 y 18. En el tubo 7 se
encontraron efectos significativos en los minutos 7 y 8 (2 y 3 minutos despues de adicionar
la faccion), que se observaron como aumentos en la frecuencia cardiaca, hasta que regreso a
su estado normal; en tanto que en el tubo 9 se observaron aumentos en la frecuencia cardiaca
en los minutos 10 al 12 (4 mintos después de adicionar el veneo). En el tubo 15 se encontraron
efectos significativos solo en los minutos 7, 8 y 9 (2, 3 y 4 minutos después de adicionar la
fraccion) gue se observaron como aumentos en la frecuencia cardiaca y terminando con una

subsecuente recuperacion (Figura 28).

En cuanto a la apertura del vaso dorsal, se observaron efectos significativos en los tubos con
las fracciones 7, 9, 11, 12, 13 15, y 18. Estos efectos se caracterizaron por un aumento de la
apertura diastdlica, de las cuales, las fracciones de los tubos 12, 13, 15 y 18 tuvieron grandes
aumentos sostenidos (Figura 29). La fraccion del tubo 7 aumento temporalmente de manera
significativa en los minutos 9 al 12 y termino regresando a su apertura normal (minuto 13).
La fraccion del tubo 9 aumento levemente, pero significativo, en los minutos 11 al 13. La
fraccion del tubo 11 también aumento ligeramente, pero significativo, en los minutos 10, 11
y 13. Se observaron grandes aumentos significativos en las fracciones de los tubos 12 (todo
el tiempo después de la adicidn del veneno), 13 (minutos 8, 10 hasta el 13), 15 (minutos 7,
8,9, 11,12 y 13) y 18 (minutos 8 al 13).
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Figura 28. Efectos del veneno fraccionado de L. mactans en la frecuencia cardiaca de la
preparacion semi-aislada de G. portentosa. La flecha indica el tiempo de adicion de la fraccion.

En la amplitud de onda sistdlica, la mayoria de las fracciones del veneno no causaron efectos
significativos. En las fracciones de los tubos donde se observaron efectos significativos, se
pueden ver aumentos en la amplitud de onda sistdlica, con excepcion de la fraccion del tubo
18, en donde se observa una disminucion sostenida. En las fracciones del tubo 14, hubo un
aumento significativo, pero temporal, al cual fue en los primeros 2 minutos de haber
adicionado la fraccion del veneno. En tanto que en la fraccion 13 el aumento en la amplitud
se produjo significativamente en los minutos 9, 10, 11 y 13 y 15. En la fraccion del tubo 18

se observé una disminucién significativa y sostenida en los minutos 9 al 13 (Figura 30).

Los efectos del veneno en la frecuencia eléctrica registrada en la preparacion semi-aislada de

G. portentosa, fue analizada considerando solo la amplitud de onda diastolica. Debido a que
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las frecuencias eléctricas de una preparacion a otra podian variar mucho, incluso solo
adicionando solo solucidn salina (de la cual se cuidé mucho el que solo se adicionara una
minima cantidad necesaria). Cabe mencionar que la frecuencia eléctrica se registro en Hz y
tomando en cuenta solo las ondas predominantes en el analisis espectral de potencia
registrado en el MP36.
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Figura 29. Efectos del veneno fraccionado de L. mactans sobre la apertura diastélica
cardiaca de la preparacion semi-aislada de G. portentosa. La flecha indica el tiempo de
adicion de la fraccion.

89



Para estandarizar este método, se realizaron pruebas donde se comparé si la adicion de
solucidn salina fisiologica para G. portentosa podria causar alteraciones en las frecuencias

eléctricas. Los resultados mostraron que la adicion de solucion salina no altera la frecuencia
cardiaca (Figura 31).

En la mayoria de las pruebas con las fracciones del veneno sobre la preparacion cardiaca
semi-aislada de G. portentosa no causaron efectos significativos en los pulsos eléctricos del
corazén de G. portentosa. Sin embargo, las fracciones de los tubos 9, 18 y 19 causaron tanto
aumento, como disminucion de la frecuencia de los pulsos eléctricos cardiacos. De esta
manera, las fracciones de los tubos 9y 19, disminuyeron de manera significativa la frecuencia

eléctrica del corazén. Mientras que la fraccion del tubo 18 aumento de manera significativa
los pulsos cardiacos (Figura 31).
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Los trazos donde se registran tanto el periodo control, como los efectos de las fracciones del
veneno de L. mactas (segunda visita al IBT), demuestran parentesco a los primeros resultados
obtenidos al aplicar veneno crudo a concentraciones de 80 y 120 mg/kg. Estos resultados se
caracterizaron tanto por el aumento de la frecuencia cardiaca y la amplitud de onda diastdlica,
como por la disminucion de frecuencia cardiaca, seguido de la disminucién de la amplitud
onda diastolica (Figura 32).
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efectos significativos sobre la frecuencia mecanica del corazon, asi como tampoco sobre la
apertura del corazén. Se pueden observar ligeras disminuciones o aumentos después de la
adicion de la mezcla de veneno con antiveneno, tanto en la frecuencia cardiaca (Figura 33a),
como en la apertura del corazon (Figura 33b); sin embargo, estos posibles efectos solo son

temporales. En el caso de la frecuencia eléctrica del corazon y la amplitud de onda diastolica,
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Se pueden ver también ligeras disminuciones y aumentos que tienden a regresar a la
normalidad (Figura 33cy d). Sin embargo, en la frecuencia eléctrica del corazon, la fraccion
con antiveneno 9 muestra una disminucion, seguida de un ligero aumento, la cual es diferente
al efecto visto solo con la fraccion. Mientras que, con esta misma muestra, solo se presenta
un pequefio aumento en la amplitud de onda diast6lica, muy diferente en comparacion al

efecto observado por la fraccion sin el antiveneno.

En la fraccion del tubo 18, hubo un ligero aumento sostenido en la frecuencia eléctrica del
corazon; a diferencia del visto en la fraccidn sin el antiveneno, donde este efecto también es
sostenido, pero se observa mucho mayor que con la mezcla con antiveneno. En cuanto a la
amplitud de onda diastdlica, la mezcla de la fraccion del tubo 18 con antiveno, muestra un
leve aumento (Figura 33); mientras que en la fraccion sin antiveneno, el efecto fue una gran
disminucion sostenida. Debido a problemas técnicos, no se muestran las pruebas de
frecuencia eléctrica cardiaca ni las de amplitud diastolica, con el tubo 19 con antiveneno.
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Figura 32. Trazos de las fracciones de los tubos 18 (ay b) y 17 (c y d) sobre el corazén
de la preparacion cardiaca semi-aislada de G. portentosa (b y d).

El trazo con el periodo control (a y ¢) también muestra los primeros momentos posteriores
a la adicién de la dosis de las fracciones de los tubos 17 y 18 (flecha negra). Las lineas
marcan el tiempo de 50 segundos.
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Figura 33. Graficas de la adicion de la mezcla de veneno con antiveneno: frecuencia

cardiaca (mecénica) (a); apertura del corazén (b); frecuencia eléctrica cardiaca (c); y
amplitud de onda diastolica (d).

5.4 EFECTOS DEL VENENO EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR DE LA RATA

Debido a que los efectos cardiovasculares del veneno crudo de L. matans sobre la rata fueron
lentos, se optd por analizar los resultados manera diferente: el periodo de entre el tiempo
control (sin inyectar nada) fue de 10 minutos y tiempo de prueba fueron 50 minutos, los

cuales fueron divididos en 5 periodos, cada uno de 10 minutos.

Las dosis administradas a la rata fueron inyectadas intraperitonealmente. Estas dosis fueron
de solucidn salina isoténica, como prueba control; y dosis de 0.16 mg/kg y 0.32 mg/kg de
veneno crudo previamente liofilizado. No se observaron efectos significativos en el ritmo

cardiaco y presion diastolica de la rata al inyectar la dosis con solucién salina isotonica.
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No se registraron efectos significativos en el ritmo cardiaco (BPM) a las dosis con veneno
crudo en la concentracion de 0.16 mg/kg (Figura 34). En tanto que, en la presion diastolica,
se registré o una leve disminucién significativa en los minutos 21 a 30; sin embargo, este
efecto fue temporal, ya que regreso a los niveles estandares de presion diastolica (Figura
35).
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Figura 34. Efectos del veneno de L. mactans en el ritmo cardiaco de la rata. Cada grafica
representa los pulsos cardiacos por minuto en el eje y; y el periodo de prueba que consistio
de 10 minutos de periodo control y 50 minutos de registro después de inyectar la solucion
salina isotonica (a), y el veneno crudo; estos se dividieron en 5 periodos, cada uno de los
cuales consistio de 10 minutos (eje x). Las concentraciones de veneno crudo que se
probaron fueron de 0.16 mg/kg (b) y 0.32 mg/kg (c).
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En la concentracion de 0.32 mg/kg de veneno crudo inyectado a la rata, se registraron efectos
significativos en ritmo cardiaco y presion diastdlica, que se observan como ligeros aumentos

sostenidos tanto en el ritmo cardiaco, como en la presion diastolica (Figura 34 y 35).
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Figura 35. Efectos del veneno de L. mactans en la presion diastélica de la rata. Cada
gréfica representa el registro de la presion diastolica en milimetros de mercurio (mmHg)
en el eje y; y el periodo de prueba que consistié de 10 minutos de periodo control y 50
minutos de registro después de inyectar la solucion salina isotonica (a), y el veneno crudo;
estos se dividieron en 5 periodos, cada uno de los cuales consistié de 10 minutos (eje X).
Las concentraciones de veneno crudo que se probaron fueron de 0.16 mg/kg (b) y 0.32
mg/kg (c).
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VI. DISCUSION

6.1 OBTENCION Y ANALISIS DEL VENENO DE L. mactans

Aunque el método mas comun de obtencion del veneno de viuda negra es homogeneizando
las glandulas de veneno previamente disecadas y luego se extraen las proteinas (Wang et al.
2007); sin embargo, nosotros preferimos el método por estimulacién eléctrica sobre las
glandulas del veneno de la arafia, esto debido a que el método de extraccion de las glandulas
del veneno es susceptible de contaminarse con proteinas de tejidos extrafios. Ademas, el
método por estimulacion eléctrica es mas representativo del veneno puro y se puede esperar
que sea mas adecuado para la comprension de las propiedades bioldgicas del veneno y del
mecanismo de latrodectismo. También se ha reportado que a-latrotoxina aislado del veneno
ordefiado era 10 veces mas potente que la toxina extraida de las glandulas del veneno,
probablemente debido al procesamiento del homogenizado de las glandulas del veneno
(Wang et al. 2019).

Es importante demostrar que las muestras de veneno que se obtuvieron en la realizacion de
del trabajo de tesis efectivamente eran de L. mactans. El andlisis electroforético de las
proteinas del veneno se apoya con lo reportado por otras investigaciones, tales como: Wang
y colaboradores (2007) que reportan que en la especie de viuda negra L. tredecimgutatus, la
extraccion de veneno fue mediante estimulacién eléctrica, se fracciond por HPLC de fase
reversa con su posterior analisis por gel de electroforesis. Ellos describen que el andlisis del
veneno de esta especie de arafia viuda contiene proteinas con pesos moleculares superiores a
10 kDa, la mayoria de las cuales eran proteinas acidas (pH~5.5-6.0) de masa molecular alta,
con menos proteinas y péptidos por debajo de 10kDa. Las proteinas mas abundantes en este
veneno, estuvieron concentradas alrededor de los 100 kDa; Incluyendo las latrotoxinas, a los
que se les atribuyen ser los principales componentes toxicos del veneno de las especies de

viuda negra. También mencionan que alrededor de los pesos moleculares que van de
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aproximadamente 43,0 kDa y 100 kDa, habia varias bandas de proteinas. Habia menos
bandas de proteinas por debajo de 14,4 kDa Esta descripcion, aunque no se trate de la misma
especie de viuda negra, es semejante a lo observado en las muestras de veneno y también con

las muestras fraccionadas en la segunda visita al IBT.

Por otro lado, Rueda y colaboradores (2017) mencionan que el veneno de L. mactans mostra
un patrén de bandas por encima de 70 kDa en el gel de electroforesis. La concentracion de
proteina en L. mactans en ese peso molecular da como resultado una banda pesada. La cual,
también se observan tanto en nuestros datos, como en los Westernblot (Figura 16 y 9).
Ademas, la aplicacion del antiveneno Aracmyn Plus®en las pruebas de Westernblot,

refuerzan nuestra confianza en que trabajamos con veneno de L. mactans.

En cuanto a las primeras muestras de veneno fraccionado de L. mactans, solo mostraron
proteinas con pesos mayores a 15 kDa, pero menores a 20 kDa, Esta banda que se ubica en
entre esos pesos, se puede observar frecuentemente en las muestras de veneno crudo de L.
mactans. También, en el segundo conjunto de muestras de veneno fraccionadas, se observan
proteinas que van con estos pesos en el pozo con la muestra 18 (Figura 18). Por otro lado,
en trabajos, como de Roodt y colaboradores (2017), se observa una banda de proteinas en su
Westernblot que coincide entre los pesos moleculares de 15 y 20 kDa, a los cuales ellos no
hacen descripcion. Ademas, se puede observar en el gel de electroforesis de Duan y
colaboradores (2006), quienes trabajaron con las proteinas del veneno de L. tredecimgutatus,
hay mas de una banda de proteinas entre los pesos de 15 y 20 kDa. Ellos también mencionan
que, aunque hay varios estudios que han descrito las propiedades bioldgicas y estructurales
de varias proteinas venenosas como las latrotoxinas, no se dispone de un analisis exhaustivo

del componente proteico del veneno de la arafia.

6.2 ANALISIS TRIDIMENSIONAL DE LA FUNCION CARDIACA

Debido a que observamos que el movimiento mecanico del corazén es complejo, ya que
implica cambios de didmetro y direccion del flujo de la hemolinfa. Nosotros planteamos la

hipotesis de que este fendmeno podria explorarse mediante un analisis de tres dimensiones.
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La sincronizacién de video con la grabacion del transductor isotonico permitié un estudio
efectivo de los eventos del ciclo cardiaco en un segmento del corazon. La grabacion de video
del vaso dorsal en dos dimensiones (eje x, y) ha sido el enfoque habitual para monitorear la
apertura del corazon de los insectos (Dulcis 2005; Wasserthal 2007). La adicion de la sefial
registrada por el transductor mecéanico representa un enfoque novedoso con ventajas
significativas para monitorear la funcién cardiaca, como a) el estudio del corazon en tres
dimensiones (ejes x, y y z) que proporcionan cambios conformacionales detallados de los
organos cardiacos durante el ciclo cardiaco, b) un analisis preciso de la relacion de la valvula
intracardiaca con cada evento del ciclo cardiaco, y ¢) una metodologia sencilla en tiempo real
para estudiar los efectos de agentes exdgenos o enddgenos en el corazdn. Por otro lado, la
determinacion visual de los limites de la seccion cardiaca puede resultar dificil debido a la
grasa corporal, el traqueolo y la transparencia de los tejidos del musculo cardiaco. Sin
embargo, esta limitacion se puede superar modificando el contraste de laimagen (Berh 2018).

6.3 UN MODELO CONVENIENTE: Gromphadorhina portentosa

Decidimos utilizar la cucaracha G. portentosa como modelo de corazén porque ofrece
muchas ventajas sobre otros modelos de insectos. A diferencia de P. americana, G.
portentosa es lenta y mas facil de criar y reproducir en cautiverio. Tiene una anatomia externa
e interna bien definida y un sistema circulatorio mas diferenciado que D. melanogaster, que
actualmente es uno de los organismos mas populares para la fisiologia comparada del sistema
cardiovascular y las enfermedades cardiovasculares humanas (Wasserthal LT 2007; Slama
2010; Lehmacher y col. 2012). De hecho, los sistemas circulatorios de G. portentosa y D.
melanogaster comparten muchas caracteristicas, como 12 pares de musculos alares y un par
de ostia entre cada par de musculos. Los ostios tienen una posicion lateral en ambas especies

y terminan por rendijas verticales que forman valvulas funcionales (Dailey y Graves 1976).

Basado en el movimiento de la valvula intracardiaca, los andlisis de video sugieren que el
flujo de hemolinfa en G. portentosa se inicia en la fase diastélica, que es méas larga que la

fase sistolica como se reporta en P. americana (Miller TA 1997).
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Aunque la véalvula intracardiaca de G. portentosa y D. melanogaster son comparables,
existen algunas diferencias morfologicas y mecanicas que deben considerarse con fines
experimentales. Por un lado, la valvula intracardiaca de G. portentosa se asemeja a dos hojas,
es muy eléstica y tiene una capacidad de rotacion de 180 grados. Ademas, la vélvula de G.
portentosa oscila hacia adelante y hacia atras siguiendo las pulsaciones del corazon (Dailey
y Graves 1976). Por otro lado, las valvulas de D. melanogaster pueden ser mas dificiles de
visualizar ya que tienen forma redonda en el espacio luminal y se abren formando una forma
de pera cuando el espacio luminal estéa cerrado (Rotstein y Paululat 2016). Ademas, el vaso
dorsal semiaislado de G. portentosa tiene un tamafio méas grande (de 3 a 4 pulgadas de largo)
y parece ser muy estable en transcursos largos de tiempo. De hecho, la frecuencia cardiaca
en todo el vaso dorsal no se altera cuando se quita la cabeza de la cucaracha. Por el contrario,
el modelo de larvas de D. melanogaster es menos estable y pierde funcion con el tiempo
(Malloy y col. 2016). Por lo tanto, G. portentosa es un modelo mas robusto y confiable para

estudiar la funcion cardiaca de los insectos en condiciones prolongadas y severas.

6.4 CARACTERIZACION DE LAS RESPUESTAS COLINERGICAS EN G.
portentosa

Los efectos de la ACh sobre el vaso dorsal aislado de G. portentosa concuerdan con los
informes sobre otros insectos (Jones 1974). El aumento de la frecuencia cardiaca causado por
ACh en preparaciones de G. portetosa también se ha documentado en D. melanogaster
(Malloy y col. 2016 y P. americana (Miller y Metcalf 1968).

La baja concentracion de ACh (1 mM) en G. portentosa no indujo ningun efecto importante.
Sin embargo, la adicion de una concentracion mas alta (5,5 mM) causoé latidos cardiacos
irregulares, periodos diastolicos mas cortos y paro cardiaco como se reporta en P. americana
(Collins y Miller 1977). Curiosamente, el didametro del corazon aument6 durante la fase
diastélica aumento segun lo registrado por el eje x (en apertura diastélica) y en el eje z (en
amplitud de onda diastolica). Encontramos que no solo se ve afectada la contraccion de la

cavidad, sino también el movimiento de la valvula intracardiaca y posiblemente el transporte
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neto de hemolinfa. Miller y Metcalf (1968) asumieron que la ACh tiene mas bien un efecto
miogénico que se propaga a través del cordon nervioso cardiaco lateral a todos los vasos
dorsales a través de las uniones neuromusculares y las membranas del sarcolema de
excitacion-contraccion del miocardio. Esta respuesta miogénica también podria estar

presente en G.portentosa.

Los efectos de la nicotina sobre G. portentosa solo se observaron en dosis mas altas y
consistieron en una frecuencia cardiaca disminuida que se correlaciona con la tonicidad
disminuida de las secciones desnervadas del corazon de P. americana reportada por Miller y
Metcalf (1968). Estos autores sugieren que los efectos de la nicotina son muy similares a las

entradas neuronales impulsadas por la ACh

En general, los efectos de la muscarina no fueron significativos, la baja concentracion de
muscarina indujo una disminucion sutil de los latidos del corazdn, mientras que la frecuencia
cardiaca se acelerd ligeramente con dosis altas. Estos hallazgos sugieren una presencia menor
de receptores muscarinicos funcionales en los cardiomiocitos de G. portentosa. Estos
receptores inducen un aumento significativo en la actividad del marcapasos, lo que lleva a
un aumento de los latidos del corazon como se observa en D. melanogaster (Malloy y col.
2016). La apertura diastolica y la amplitud sin cambios tras la adicién de muscarina a 5 mM
sugieren la presencia de receptores muscarinicos de tipo B que tienen una sensibilidad
constitutivamente baja a la muscarina y no estan blogueados por los antagonistas clasicos

como la atropina (Collins y col. 2013).

Nuestros experimentos muestran que las respuestas a los compuestos colinérgicos en G.
portentosa ocurren a dosis mas altas en comparacion con los drosofilicos. Zornik y col.
(1999) reportaron una disminucion de la frecuencia cardiaca por ACh (1 mM — 1 M) en
larvas, pupas y adultos de D. melanogaster, la nicotina aumento la frecuencia cardiaca
exclusivamente en adultos (10 mM — 100 nM) y disminuyd la frecuencia cardiaca en pupas
y larvas (10 mM y 100 nM). La muscarina disminuyo la frecuencia cardiaca solo en pupas
(1 mM). Sin embargo, estos estudios se realizaron mediante la inyeccion de agonistas

colinérgicos en el flujo de hemolinfa de animales intactos, este procedimiento puede ser
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particularmente estresante para un organismo relativamente pequefio y fragil como la mosca
de la fruta (Malloy et al.2016).

Observamos respuestas biféasicas de ritmo cardiaco en el corazon de G. portentosa,
particularmente después de la adicion de ACh y muscarina. Estas respuestas parecian estar
caracterizadas por una curva de campana dosis-respuesta, como la informada por Hillyer y
col. (2014) en Anopheles gambiae sobre la influencia de péptidos cardioactivos. Las dosis
bajas de estos péptidos aumentan las tasas de contraccion cardiaca, mientras que las dosis
altas disminuyen las tasas de contraccion cardiaca y alteran la direccionalidad proporcional
de las contracciones cardiacas. Se necesitan mas pruebas para caracterizar en detalle una

curva de campana dosis-respuesta de agonistas colinérgicos en G. portentosa.

La respuesta del corazon a los agonistas colinérgicos en G. portentosa parece afectar no solo
a las valvulas sino también a los musculos alares circundantes y al tejido conectivo, como se
muestra en las grabaciones de video. Estos musculos estan inervados por terminaciones
neurosecretoras que se distribuyen a lo largo del vaso de G. portentosa (Dailey y Graves
1976). Por lo tanto, es de suponer que los agonistas colinérgicos afectan el control

neurogénico del corazén en G. portentosa.

Aunque las aminas biogénicas y los aminoacidos que afectan el ritmo cardiaco son
naturalmente diferentes entre los vertebrados y los insectos, ambos grupos tienen un
mecanismo de contraccion miogénica para sus respectivas bombas circulatorias. Por lo tanto,
la modulacion del sistema nervioso del sistema cardiovascular de los insectos comparte
algunas similitudes con su analogo vertebrado (Hillyer 2014). Por tanto, es valido considerar
el sistema cardiovascular de G. portentosa como una herramienta potencial para las pruebas
iniciales de los mecanismos de los farmacos y el tratamiento de enfermedades antes de

realizar las pruebas en vertebrados.

En este manuscrito de tesis las pruebas que se hicieron para determinar el flujo de la
hemolinfa y detalles sobre el funcionamiento de las valvulas intracardiacas de G. portentosa,

no fueron incluidas. Los videos correspondientes a dichos resultados se pueden consultar en
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la publicacion generada de este trabajo de tesis (https://doi.org/10.1007/s00359-020-01443-
5).

6.5 EFECTOS DEL VENENO EN RATA'Y G. portentosa

Desde que Ornberg y colaboradores en 1976, se realizaron pruebas en ninfas de cucarachas,
que han sugerido que a-latrotoxina o proteinas semejantes a esta, son activas en insectos.
Esta toxina produce un aumento en la frecuencia del potencial de la placa en minuatura.
Subsecuentes pruebas reportaron que a-latrotoxina, asi como otros polipéptidos componentes
del veneno de la viuda negra aumentaron la liberacion de acetilcolina en los sinaptosomas de

saltamontes (Umbach y col. 1998).

Se ha reportado que las latroinsectotoxinas (a-Latroinsectotoxina, B-Latroinsectotoxina, 6-
Latroinsectotoxina, e-Latroinsectotoxina) pueden causar liberacion masiva de
neurotransmisores del sistema nervioso y / o influir en la funcion de otros tejidos como los
musculos de los insectos, sin toxicidad para vertebrados o crustaceos (Wang y col. 2019).
También se han registrado los sintomas en cucarachas (Periplaneta americana), los cuales
consistieron principalmente de paralisis flacida, letargo y ataxia (Wang et al. 2007). Sin
embargo, los principales efectos observados del veneno crudo o las fracciones puras en
preparaciones de tejido de insectos, se describen como dramaticos aumentos en la secrecion

de neurotransmisores (Rohou y col. 2007).

Otro efecto, el cual ha sido poco descrito, fue reportado con extracto de veneno crudo y
veneno del lumen de las glandulas de viuda negra en la preparacion de cardiaca semiaislada
de la cucaracha P. americana. En este mismo trabajo se reporta que el veneno indujo latidos
cardiacos irregulares y un eventual "bloqueo cardiaco™ (Majori y col. 1972). Sin embargo,

no concluyen el modo de accion, ni las fracciones responsables de dichos efectos.

Nuestros resultados nos han mostrado que el veneno crudo de L. mactans, es capaz de causar
bifasica en la frecuencia cardiaca y aumentos en la apertura diastolica del corazon de G.

portentosa. lo que contrasta con lo reportado por Majori y colaboradores (1972). Sin

103



embargo, las muestras fraccionadas, nos mostraron que existe una 0 mas proteinas cuyas
fracciones tienen pesos moleculares de entre 15 y 20 kDa, los cuales son capaces de causar
efectos como los reportados por Majori y colaboradores (1972). Esto podria sugerir que hay
componentes en el veneno de L. mactans, que pueden probablemente tener funcidn de toxinas
cardiotoxicas para los insectos; cuya funcion va de la mano con las neurotoxinas ya bien
conocidas, y cuya finalidad no solo es paralizar a las presas, si no eliminar cualquier

posibilidad de recuperacion y con ello, matar a la presa.

En cuanto al aumento de la frecuencia cardiaca causado por el veneno crudo de L. mactans
sobre la preparacion cardiaca semi-aislada de G. portentosa, es un efecto que también fue
observado en rata y probablemente se deba al efecto de las neurotoxinas que pueden causar
la liberacion de neurotransmisores como ACh y adrenalina, que por un lado en G. portentosa
concuerda con los efectos de ACh en alta concentracion en la preparacion cardiaca semi-
aislada (aumento de la frecuencia cardiaca, aumento de la apertura diastélica y aumento de
laamplitud de onda diastdlica) y en las ratas, el efecto mediado por transmisores adrenérgicos
y colinérgicos (Romero y colaboradores 2003) que pueden causar el aumento de la frecuencia
cardiaca y presion arterial. Romero y colaboradores (2000) reporta resultados que muestran
que el veneno de L. mactans de Chile puede causar un efecto miotdnico en el tejido muscular
liso del conducto deferente y en el tejido cardiaco inducen inotropismo positivo y aumento
de la frecuencia de contraccion en ratas Sprague-Dawley machos. Ellos sugieren que el efecto
principal se debe a la accion de una fraccion proteica estructuralmente similar a la a-
latrotoxina de arafias europeas y asiaticas. Sin embargo, es importante mencionar que si el
veneno de L. mactans indujo disminucion de la frecuencia cardiaca o la presion arterial
diastdlica en nuestros experimentos, no se tomaron en cuenta, debido a que también es un

efecto que puede causar el pentobarbital sédico (Mohamed 2020).

Cabe mencionar que Majori y colaboradores (1972) también reportan que la aplicacion de
antisuero mezclado con el veneno de viuda negra bloquea los efectos en el corazén de la
cucaracha. Sin embargo, el antiveneno no revierte los efectos del veneno una vez que el
veneno fue previamente agregado a la preparacion cardiaca. A diferencia Graudins y
colaboradores (2012) quienes mencionan que el antiveneno del veneno de L. mactansy L.
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hasselti puede revertir los efectos del veneno crudo. Las pruebas que se hicieron al aplicar la
mezcla de veneno con antiveneno concuerdan con Majori y colaboradores (1972); sin

embargo, hizo falta mas pruebas para corroborar esto ultimo.

VII. CONCLUSION

La fraccion del veneno de L. mactans cuyas proteinas que tiene un peso molecular de entre
15 a 20 kDa, probablemente son capaces de causar disminucion y paralisis de la actividad
contractil (miogénica) del corazén de la cucaracha G. portentosa. Este efecto puede ir
acompariado de un aumento en la apertura del vaso (diastole). Hasta que no se observa el
cierre del vaso (o contracciones sistélicas), inhibiendo la actividad contractil del musculo
cardiaco. Probablemente se trate de una proteina con efectos tdxicos aln no descritos.

El analisis del funcionamiento del corazon de G. portentosa, asi como el analisis de los
efectos de los agonistas colinérgicos, fueron necesarios para entender como el veneno de L.
mactans puede actuar sobre el corazén de G. portentosa. Creemos que la metodologia que
hemos desarrollado puede aplicarse en el estudio de otros venenos; sin embargo, sabemos
que también deben emplearse otros enfoques para profundizar mas en entender los efectos

de los venenos y toxinas en el corazén de G. portentosa.

Nuestros resultados sobre agonistas colinérgicos sugieren que estos compuestos tienen un
efecto dependiente de la concentracion. Inducian respuestas bifasicas sobre la frecuencia
cardiaca, el ciclo cardiaco y la funcion de la funciéon de los musculos de las valvulas
intracardiacas en G. portentosa. Esto representa un enfoque solido y més detallado para

explorar cambios dinamicos en la fisiologia del sistema circulatorio en insectos.
El veneno crudo de L. mactans tuvo diversos efectos sobre la funcién cardiaca tanto de la

rata, como de la cucaracha G. portentosa. Estos efectos se caracterizaron por aumentos en la

frecuencia cardiaca; asi como, un ligero aumento de la presion arterial en la rata. Mientras
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que la respuesta cardiaca en G. portentosa, se caracterizd tanto por aumentos, como

disminucion y un aumento sostenido de la apertura diastdlica.

Finalmente, aunque el veneno de la arafia L. mactans fue capaz de causar aumentos en la
frecuencia cardiaca de G. portentosa, al igual como se observé en nuestros resultados con la
rata, también fue capaz de disminuir y paralizar la actividad contractil. Esto podria indicar
que el veneno de esta arafia desempefia una funcién mas compleja sobre las presas, que la
que se ha descrito hasta ahora; como solo causante de paralisis a traves del sistema nervioso

y digestion.
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