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Abstract: A comparison of some components of the venoms of two Costa Rican tarantulas, Aphonopelma seemanni
(Cambridge) and Sphaerobothria hoffmanni (Karsch) by polyacrylamide gel electrophoresis shows patterns similar
to those of Dugesiella hentzi (Girard), a North American tarantula. The digestive secretions have proteins that do
not enter the 15% gels; thus uo bands are observed. The method used by the tarantulas to consume their prey in-
volves the action of both the venom and the digestive secretions. The percent protein, pH, proteolytic activity and
hemolytic activity of venom and digestive secretions of both species were determined, and a high proteolytic

activity for digestive secretions was found.

Dos especies de arafias tarafésidas comin-
mente encontradas en pastizales son Aphono-
pelma seemanni y Sphaerobothria hoffmanni,
La primera es comin en el Pacifico Seco y la
segunda se ha colectado en el Valle Central, el
Valle del Guarco y la zona Atldntica (Valerio
1980). Las hembras de estas especies viven en
tineles excavados en el suelo y son depredado-
res nocturnos de otros artropodos (Herrero y
Bolafios 1982, Herrero y Valerio 1986).

Las arafias teraf6sidas son el grupo de artr6-
podos depredadores terrestres de mayor talla,
juegan un papel ecoldgico primordial en agroe-
cosistemas de pastizal y son muy abundantes y
diversos en la region neotropical, por lo que las
consideramos de interés. Durante nuestros es-
tudios toxinoldgicos determinamos algunas
caracteristicas de las secreciones externas de S.
hoffmanni y A. seemanni, que se describen
aqui.

Para la captura y digestién de sus presas las
arafias requieren la accion sinérgica del veneno
y de las secreciones digestivas externas. El ve-
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neno, producido por glandulas localizadas en la
parte anterior de los segmentos basales de los
queliceros, es inoculado durante la captura. La
secrecion digestiva, producida en el intestino
medio y las glandulas rostrales y maxilares, es
vertida sobre la presa y hay digestion extra-
corpérea. Posteriormente el resultado —liqui-
do— es ingerido con participacion de la bomba
faringea y el proventriculo (Savory 1977).

Los venenos, al igual que las secreciones di-
gestivas son mezclas complejas con algunas acti-
vidades biologicas conocidas. Una comparacion
de cuatro venenos de arafias terafosidas mostro
un pH entre 5 y 6, contenido sélido de 20% y
contenido de proteinas del 10% en el veneno
liquido recién colectado. Los venenos también
contienen hialuronidasa, toxinas, poliaminas y
nucledtidos. Hay diferencias cualitativas y
cuantitativas entre los venenos de diferentes es-
pecies (Cabbiness 1979). Las secreciones diges-
tivas de la especie Tegenaria atrica (Koch) son
una mezcla de proteasas, carbohidrasas, estera-
sas, fosfatasas y nucleasas (Mommsen 1978; a,
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b, c); en las secreciones digestivas de algunas
terafosidas ha sido informada actividad proteo-
litica (Perret 1977).

En Costa Rica, los efectos locales sobre ra-
ton blanco y caballo ya han sido estudiados (He-
rrero 1980, Herrero 1984). Se observod también
el efecto mionecrdtico histologicamente, en
musculo esquelético y mediante la determina-
cion de la enzima creatinafosfoquinasa en suero
sanguineo de ratén blanco (Herrero y Gutiérrez
1984). La familia Theraphosidae ha sido am-
pliamente estudiada desde un punto de vista ta-
xondémico (Valerio 1979, 1980 a y b, 1982)
sin embargo es poco lo que se conoce sobre su
fisiologia o sobre la bioquimica de sus secrecio-
nes.

MATERIAL Y METODOS

Se colectaron 68 ejemplares de S. hoffmanni
en Tres Rios (Cartago) y 96 A. seemanni en Po-
zo Azul de Abangares (Guanacaste), mediante
diseccion de los tuneles. Todos eran hembras en
diferentes estadios de desarrollo y se les mantu-
vo en recipientes pldsticos, con un suministro
regular de agua y alimento.

El veneno se colectd en tubos capilares me-
diante estimulacién eléctrica de los segmentos
basales de los queliceros (Grothaus y Howell
1967). Durante la operacion las arafias expulsan
con frecuencia secreciones digestivas externas,
que se colectaron de igual manera. Ambas se
liofilizaron y se almacenaron a -70 C. Se toma-
ron cuidados especiales para evitar la contami-
nacion del veneno con secreciones digestivas ex-
ternas y viceversa.

El pH se determind en repetidas oportuni-
dades en mezclas de veneno o secrecidn digesti-
va usando papel indicador (BJG 10 1-11 Vivid).

Para determinar el contenido de proteinas se
prepararon soluciones en una concentracion de
1 mg/ml; se usé como solvente solucion salina
amortiguada con fosfatos a pH 7.2. Se hizo
comparacion con una preparacion de referencia
de albliimina de suero bovino (Dade) (0.15 mg/
ml). Las determinaciones se hicieron con base
en el método Lowry et al. (1951), tanto en el
patron como en las soluciones incognitas. El
porcentaje de proteina en cada muestra se cal-
cul6 con base en el peso seco.

La electroforesis discontinua se llevo a cabo
segin el método de Reisfeld et al (1962), en
geles de poliacrilamida al 15% a un pH de 4.3 y
con polos invertidos. Los geles fueron tefiidos

con anilina azul-negra. El rastreo y registro de
los geles se llevd a cabo en un densitometro
(Helena Labs Densitometer Gel Scanner).-Se
selecciond este método por haber sido utilizado
previamente con éxito en el estudio de vene-
nos de arafias terafésidas (Lee et al. 1974).

La actividad proteolitica se determiné sobre
caseina, por el método de Friedrich y Tu
(1971). En cada caso se adicioné 1 ml de una
solucion de 1 mg/ml del liofilizado de la sus-
tancia a 2 ml de caseina al 1% en amortiguador
de fosfatos 0.1 M (pH 7.00), la preparaci6n se
incubd a 37 C por 30 minutos y se afiadieron 4
ml de 4cido tricloroacético al 5% para detener
la reaccion; se dejo a temperatura ambiente por
30 minutos. Los tubos se centrifugaron a 383 g
durante 5minutos y la absorbancia se leyd a
280 nm en un espectrofotémetro Varian Tech-
tron UV-VIS (modelo 635). Como blanco se
utiliz6 una solucién de caseina sin veneno. Las
unidades de actividad proteolitica (U.P) se
calcularon segiin la siguiente ecuacion:

UP. = DO x 100
mg/proteina

La actividad hemolitica se determin6é como
sigue:

i) Indirecta: Se calculd segin la actividad de
cada una de las sustancias a probar sobre eritro-
citos humanos en presencia de yema de huevo
como sustrato. Un resumen del método utiliza-
do con cada una de las sustancias es el siguien-
te: se colocd en un tubo de ensayo 0.5 ml de
una suspension de eritrocitos al 2.5%; 0.05 ml
de yema de huevo al 1%, 0,5 ml de la sustancia
a probar al 0.1% (P/V) y 1.45 ml de solucién
salina; la mezcla se agitd, se encubd a 37 C du-
rante 1 hora y se ley6 espectrofotométricamen-
te a 550 nm en un espectrofotémetro Varian
Techtron UV-VIS (modelo 635). Como blanco
se empled un tubo con 2 ml de solucion salina y
0,5 ml de la solucién de eritrocitos; el 100% de
hemolisis se calculd mediante la lisis de 0.5 ml
de la suspension de eritrocitos en 2 ml de agua
destilada.

ii) Directa: mismo método pero sustituyen-
do la yema de huevo por solucion salina.

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran algunas caracte-
risticas generales de la secrecidn digestiva de A.
seemanni y S. hoffmanni.
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CUADRO 1

Algunas caracteristicas de las secreciones digestivas
de Aphonopelma seemanni y Sphaerobothria
hoffmanni (Araneae: Theraphosidae) de

Costa Rica.

Caracteristica/ A. seemanni S. hoffmanni
Especie
1. pH 9.00 9.00
2. % proteina 52 0.6 28.7 £ 1.0
3. Actividad Proteo- 310.0 +1.4 506.0 £9.9

litica (U.P.)
4. Actividad Hemoli- 3.4 1.3 1.6 £ 0.4

tica Indirecta % .

Nota: Todos los datos, excepto el pH, son presentados
con el promedio * desviacion estindard (n=3).

En nuestro laboratorio se observaron dife-
rencias de rendimiento entre ambas especies en
la produccion de secrecion digestiva, producien-
do mayor cantidad S. hoffmanni: la produccion
promedio oscild en esta Ultima especie entre
14.96 mg y 57.08 mg—mismos individuos (n =
14) en extracciones diferentes. Ambas sustan-
cias tienen color amarillo al ser extraidas y su
liofilizado es pardo amarillento. Cuando se hizo
la electroforesis con las secreciones digestivas en
geles de poliacrilamida al 15% (pH 4.3) se obser-
vO que las bandas proteicas no migraban a tra-
vésdel gel. No hubo actividad hemolitica direc-
ta.

En el cuadro 2 se muestran algunas caracte-
ristica de los venenos.

CUADRO 2
Algunas caracteristicas de los venenos de

Aphonopelma seemanni y Sphaerobothria hoffmanni
(Araneae: Theraphosidae) de Costa Rica.

Caracteristica/ A. seemanni S. hoffmanni

Especie

1. pH 5.00 5.00

2. % protefna 66.0 £ 0.5 74.0 £ 0.5

3. Actividad Proteo- 23.0 5.4 3413
litica (U.P.).

4. Actividad Hemoli- 20.0 £ 1.1 2212

tica Indirecta % .

Nota: Todos los datos, excepto el pH, es presentado
con el promedio * desviacidn estindard (n=3).

No se cuantificaron las diferencias de rendi-
miento en produccion de veneno entre ambas
especies pero se observO que A. seemanni pro-
duce mds en condiciones de laboratorio. Ambos
venenos, al ser extraidos, son liquidos transpa-
rentes y al ser liofilizados son de color blanco.
Cuando se realiz6 la electroforesis en geles de
poliacrilamida al 15% (pH 4.3), ambos presenta-
ron bandas de proteinas que semejaban el pa-
tron de D. hentzi (figs. 1 y 2). No se observo
actividad hemolitica directa.

DISCUSION

En ambos venenos hay bandas de proteinas
o péptidos (Figs. 1 y 2) en las dreas identifica-
das para D. hentzi como hialuronidasa, toxinas
y poliaminas (Odell et al. 1980).

La banda de mayor concentracion (100% )
ha sido identificada como poliaminas en este ul-
timo veneno y espermina es su componente
principal (Cabbiness et al. 1980), sin embargo
su funcion biologica es desconocida.

La funcion biologica de las toxinas estudia-
das hasta el momento en arafias terafosidas es la
de causar necrosis del musculo esquelético de
mamiferos (Ownby y Odell 1983) lo que es un
efecto demostrado en el veneno de A. seemanni
(Herrero y Gutiérrez 1984) y de S. hoffmanni
(Herrero 1984). A juzgar por el patron electro-
forético, A. seemanni tiene una mayor concen-
tracion de toxina que S. hoffmanni, por lo que
se esperaria mayor actividad mionecrotica. Ello
concuerda con lo informado previamente (He-
rrero 1980).

En los venenos de arafias terafsidas han sido
identificados también otros compuestos como
nucledtidos (Chan et al. 1975); hialuronidasa
(Schanbacher et al. 1973) y aminodcidos libres
(Cabbiness 1979). En los venenos de A. seeman-
ni y S. hoffmanni hay una gran cantidad de pro-
teina en el drea de hialuronidasa.

No se pueden hacer estimados cuantitativos
pero el nimero de bandas da un ndmero mini-
mo de las proteinas y péptidos presentes. En
consecuencia seria esperable encontrar al menos
2 toxinas en los venenos de A. seemanni 'y S.
hoffmanni. En el caso de D. hentzi ha sido posi-
ble establecer la estructura primaria de una de
estas toxinas (Odell, Comunicacion personal).

El pH de 5.00 para estos venenos es igual al
de otras terafosidas (Cabbiness 1979) y el pHal-
calino (pH 9.00) de las secreciones externas in-
dica que nosotros estamos tratando con secre-
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Fig. 1. Patrones electroforéticos del veneno de tres especies de arafias teraf6sidas: Dugesiella hentzi, Aphonopelma

seemanni 'y Sphaerobothria hoffmanni.
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Fig. 2 Rastreo de patrones electroforéticos de los venenos de Dugesiella hentzi (A) Aphonopelma seemanni (B) y

Sphaerobothria hoffmani (C).

* 1 Hialuronidasa, ** 2 Proteinas no identificadas, *** 3 a y b toxinas y **** 4 Poliaminas.

ciones basicas. Debemos hacer notar que las se-
creciones digestivas de A. seemanni y S. hoff-
manni son mezclas de composicion desconoci-
da, cuya caracteristica mds notoria es su alta ac-
tividad proteolitica sobre caseina; sin embargo
otras actividades podrian estar presentes dado
el tipo de digestion extracorpbrea que caracteri-
za al grupo.

S. hoffmanni tiene una produccion de secre-
ciones mayor que 4. seemanni. También se ob-
servaron diferencias en la cantidad de protei-
nas: la concentracion de proteinas es mayor en
A. seemanni,

No fue posible dilucidar el significado que
este hecho pueda tener en la naturaleza, sin em-
bargo podrian existir diferencias entre ambas
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especies en el uso de las secreciones durante la
digestion.

El hecho de que las proteinas de las secrecio-
nes digestivas no migraran en el tipo de electro-
foresis usado, podria estar relacionado con su
naturaleza quimica (dcidas) y/o con su tamafio
molecular. También se deduce de este hecho
que no hubo contaminacioén de las sustancias
(veneno y/o secrecion digestiva) durante la ex-
traccion.

Por mucho tiempo se ha supuesto que el pa-
pel de la hialuronidasa en los venenos de arafias
es como factor de penetracion (Schanbacher et
al. 1973) para los venenos, sin embargo esta en-
zima podria jugar un papel hidrolitico en las se-
creciones digestivas.
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RESUMEN

Una comparacion de algunos componentes
de los venenos de dos arafias terafosidas de Cos-
ta Rica, Aphonopelma seemanni (Cambridge) y
Spherobothria hoffmanni (Karsch,) por electro-
foresis en geles de poliacrilamida, mostr6 patro-
nes similares al de Dugesiella hentzi (Girard),
una “pica-caballo” norteamericana. Las secre-
ciones digestivas tienen proteinas que no entran
a los geles al 15% por lo tanto no se observaron
bandas proteicas al correrla. El método que uti-
liza la arafia para capturar y digerir sus presas
involucra la accion conjunta del veneno y las
secreciones digestivas. Se determiné el conteni-
do de proteinas, pH, actividad proteolitica y ac-
tividad hemolitica del veneno y de las secrecio-
nes digestivas de ambas. Hay una alta actividad
proteolitica en ambas secreciones digestivas.
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