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RESUMEN

Objetivo: El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del veneno de Latrodectus
mactans en los niveles plasmaticos de 6xido nitrico y el comportamiento sexual de
Oryctolagus cunniculus. Material y método: Se capturaron 10 especimenes de
Latrodectus mactans en las inmediaciones del campus de la Universidad Nacional de
Trujillo en lugares secos, abrigados y oscuros. Se adquirieron 7 especimenes machos y 7
hembras de Oryctolagus cunniculus a los que se inyect6 0.1 mL de veneno de arafia. Se
determinaron los niveles de dxido nitrico (NO) indirectamente por la conversion en
nitritos (NO,” y nitratos (NO3) que son los principales productos de degradacién del
NO, por el método de Método de Griess. Se evalud el comportamiento sexual teniendo en
cuenta los siguientes parametros: frecuencia de monta, frecuencia de intromisiones,
latencia de monta, latencia de intromisiones y latencia post eyaculatoria. Resultados: Se
observd que los niveles de NO aumentaron en promedio a 7.75umol /ml con la
administracién de 0.1 ml del homogenizado de veneno de Latrodectus mactans (p < 0.05)
comparados con la administracion de 0.1 mL de Solucién Salina Fisiologica (grupo
blanco) que aument6 a 4.06pumol /ml en promedio (p < 0.05). En el comportamiento
sexual se observo un aumento en la frecuencia de monta, frecuencia de intromisiones y
disminucién en la latencia de intromisiones y latencia post eyaculatoria (p < 0.05).
Conclusiones: El veneno de Latrodectus mactans eleva en forma significativa los niveles
plasméticos de oOxido nitrico en Oryctolagus cunniculus, ademéas estimula el
comportamiento sexual de dichos especimenes.
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ABSTRACT

Obijective: The aim of this study was to evaluate the effect of Latrodectus mactans venom in plasma
levels of nitric oxide and the sexual behavior of Oryctolagus cunniculus. Methods: 10 specimens of L.
mactans were caught near the campus of the National University of Trujillo from dry, warm and dark
places. Seven male and seven female specimens of Oryctolagus cunniculus were purchased. The
levels of nitric oxide (NO) was determined indirectly (Griess method) by conversion to nitrite (NOy)
and nitrate (NO3") which are the main products of degradation of NO. Sexual behavior was evaluated
through of parameters as mount frequency, intromission frequency, mount latency, intromission
latency and post-ejaculatory latency. Results: Nitric oxide levels increased an average of 7.75 pmol /
ml with administration of 0.1 ml of homogenized venom from Latrodectus mactans (p < 0.05)
compared with administration of 0.1 mL of physiologic sodium chloride (white group) in which levels
of  nitric  oxide increased  only at 4.06  pmol/ml on average  (p<
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0.05). Sexual behavior showed increase in frequency of mounts, intromission frequency and decrease
in intromission latency and post ejaculatory latency (p < 0.05). Conclusions: Latrodectus mactans
venom significantly elevated plasma levels of nitric oxide in Oryctolagus cunniculus, also stimulated

sexual behavior of the specimen in study.

Key words: Latrodectus mactans, nitric oxide, sexual behavior.

INTRODUCCION

La disfuncion erectil (DE) es un problema
de salud de alta prevalencia y tiene una
importante repercusion en la vida del varén
afectado como en la de su pareja. Estudios
epidemioldgicos transversales de todo el
mundo revelan que el 30% y 50% de los
hombres de 40 a 70 afios reportan algun grado
de DE. Cerca de 150 millones de hombres en
todo el mundo no son capaces de lograr y
mantener una ereccion adecuada para una
relacion sexual satisfactoria. Los factores de
riesgo incluyen la edad, el tabaquismo, la
obesidad, diabetes mellitus, hipertension,
enfermedades  cardiacas, ansiedad, vy
depresion™ 2.

La mayoria de casos se cree que es
multifactorial 'y secundaria a alguna
enfermedad, estrés, trauma (lesion de la
médula espinal, cirugia pélvica y de prostata),
0 de efectos adversos de drogas, 1o que puede
interferir con la coordinacién psicologica,
neuroldgica (dafio en los nervios del pene o del
area pelviana), endocrino (disminucién de la
testosterona), vascular (incapacidad de los
vasos sanguineos para almacenar sangre) y
muscular®*,

Una alteracion en la relajacion del
musculo liso del tejido esponjoso puede ser
causada, en parte, por el 6xido nitrico (NO)
insuficiente en el nervio del pene como
consecuencia de una pérdida de terminaciones
nerviosas nitrérgicas del cuerpo cavernoso o
por un descenso de la expresion o actividad de
la NOS neuronal (nNNOS)>.

Los inhibidores de la 5- fosfodiesterasa
(PDE-5) como el Sildenafil es el tratamiento
mas empleado en casos de DE. Existen
algunos aracnidos cuyas mordidas son capaces
de producir erecciones del pene, entre ellas se
encuentran la arafia conocida como viuda
negra perteneciente al género Latrodectus del
que se han descrito

alrededor de 40 especies, una de ellas es
Latrodectus mactans cuyo veneno es 15 veces
mas toxico que el de una vibora de cascabel y
produce un sindrome neurotéxico conocido
como latrodectismo® ™.

La caracterizacion del veneno de
Latrodectus mactans mostro la existencia de
una familia de proteinas selectivamente
toxicas para los vertebrados, insectos o
crustaceos:  a-latrotoxina  (a-LTX), a-
latroinsectotoxina 'y a-latrocrustatoxina,
respectivamente. Se ha demostrado que la a-
LTX altera las propiedades de conduccién de
la membrana y desencadena la liberacion de la
acetilcolina, GABA y  norepinefrina,
provocando la estimulacion excesiva de la
placa motora, lo que se refleja en espasmos
musculares, sudoracién local, piloereccion e
hipertension*2.

Investigadores de la Universidad de la
Frontera de Chile, y de Sao Paulo, de Brasil,
iniciaron estudios para detectar en el veneno
de Latrodectus mactans, un antidoto para la
DE, encontrando en su investigacion una
molécula capaz de inmovilizar a los
espermatozoides, también una neurotoxina, la
a-latrotoxina, un péptido, que al parecer actla
sobre los cuerpos cavernosos del pene, y cuyo
concentrado aplicado en roedores en dosis
pequefas, tuvo un efecto rapido provocando
erecciones sin las otras reacciones atribuidas al
veneno. Sin embargo todavia no se realiza
pruebas clinicas en humanos™ .

De alli el surge el problema de interés en
esta investigacion ¢Cudl es el efecto del
veneno de Latrodectus mactans en los niveles
plasméticos de Oxido nitrico y en el
comportamiento  sexual de Oryctolagus
cunniculus? Siendo la hipotesis que el veneno
de Latrodectus mactans induce el incremento
en los niveles plasmaticos de Oxido nitrico de
Oryctolagus cunniculus por vasodilatacion de
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arteria cavernosa y por una relajacion del
musculo liso del tejido esponjoso del érgano
masculino del espécimen; asi mismo
incrementando su comportamiento sexual.

MATERIAL Y METODO

Material:

Material biologico:

e 7 especimenes de Oryctolagus cunniculus,
machos de 8-9 meses de edad, y 7
especimenes hembras de 6-7 meses de edad
aparentemente sanos con peso corporal
promedio entre 2100-2200 g, procedentes
del Bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo.

e 10 araflas de la especie Latrodectus
mactans capturadas en lugares abrigados,
secos Yy oscuros del campus de la
Universidad Nacional de Trujillo.

Método:
Preparacion del in6culo:

Después de congelar las arafias a —30 °C
durante 24 horas, se les extirpé las patas, los
pedipalpos, se separd el exoesqueleto y se
extrajeron los queliceros (unidos las glandulas
venenosas), con ayuda de un bisturi se aisl6é un
par de glandulas por arafia. Cada par de
glandulas venenosas se colocaron en viales
estériles con 0.2 ml de solucién salina
fisiolégica (SSF). Se homogeniz6 y se
almacend a -30 °C hasta el momento de su
uso™.

Tratamiento de los grupos de
experimentacion:
a.Grupo Testigo: 5 ejemplares de

Oryctolagus cunniculus machos recibieron
0.1 ml de SSF via subcutanea (SC).

b. Grupo Experimental: 5 ejemplares de
Oryctolagus cunniculus fueron inyectados
con 0.1ml de homogenizado de veneno de
Latrodectus mactans via SC.

Determinacion de oxido nitrico (NO) por el
Método de Griess (Cross, 1994):

Los niveles de NO, se determinaron
indirectamente por la conversion en nitritos y
nitratos, principales productos de degradacion
del NO y que son estables. El fundamento de

esta reaccion se basa en la absorbancia del
azocromdforo magenta, formado por la
diazotacion del nitrito con el &cido sulfanilico
y el subsiguiente acoplamiento del N-(1-naftil)
etilendiamina, bajo condiciones &cidas. Este
sistema detecta al NO, en una gran variedad
de liquidos bioldgicos y experimentales. Las
lecturas de la absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro a 550 nm y son referidas a
la absorbancia de soluciones de nitrito de
sodio estdndar con la cual se elaboro la curva
de calibracion®®.

A partir de una solucion madre de NaNO,
25mM, se prepararon diferentes
concentraciones (0.5 uM, 1.25 pM, 2.5 uM, 5
UM, 12.5 pM), se afadié cantidad de agua
suficiente para 0.250 ml y 0.250 ml del
reactivo de Griess a cada tubo. Se incubd por
15 minutos a temperatura ambiente, se agité y
se midi6 en espectrofotémetro a 550 nm?*®.

Curva de calibracion para la determinacion de Oxido
Nitrico

Abs

y =0.0495x+ 0.002

R?=0.9999 v
; Abs
- —— Lineal (Abs)

0 5 10 ccuM 15

a. Obtencibn de muestra: Se tomaron
muestras de sangre por puncién cardiaca de
Oryctolagus  cunniculus  en  tubos
heparinizados, se centrifugaron a 3500 rpm
durante 15 minutos para separar los
elementos formes del plasma™.

b. Desproteinizacion del plasma: A 1.6 ml
de plasma se le agreg6 1.2 ml de agua
destilada, 0.2 ml de NaOH 1M y 0.2 ml de
ZnSO4 al 30%. Se agitd durante 1 minuto
por 3 veces, obteniéndose una solucion
lechosa que se centrifugé a 3500 rpm por
10 minutos®®.

c. Reduccion de los nitratos: A 1 ml de
plasma desproteinizado, se agregd una
alicuota de zinc metalico en polvo y se dejé
reposar durante 1 hora y 45 minutos
agitando el tubo cada 30 minutos; pasado
este tiempo se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se

26




Revista Pharmaciencia | Vol. 2N°1(2014)

trasvasd para la reaccion de Griess y su Analisis de los Resultados:
lectura en el espectrofotémetro®®.

d. Reaccion de Griess: A 1 ml de plasma
desproteinizado se le agregdé 0.5 ml de
reactivo Griess A 'y 0.5 ml de reactivo
Griess B, se dejo reposar 10 minutos (color
magenta) se centrifugd a 3500 rpm durante
10 minutos y se realizo la lectura en el
espectrofotometro a 550nm, utilizando un

estandar de nitritos®®.

Se aplico el andlisis de varianza ANOVA
y prueba post hoc (test HSD de Tukey). Todos
los analisis estadisticos se realizaron con un
intervalo de confianza del 95%%".

RESULTADOS

Tabla 1. Concentracion plasmatica de NO en
Oryctolagus cunniculus expuestos a solucién
salina fisioldgica (blanco) y veneno de Latrodectus

Determinacion  del efecto sobre el mactans (problema)

comportamiento sexual (Yakubu et al, 2007)

Los especimenes de  Oryctolagus Abs ccNO  Promedio

cunniculus hembras fueron inducidas en celo pmol/ml

con la administracién secuencial del benzoato ~ ~ blanco 1 0,218 4,36

de estradiol (10ug/100g de peso corporal) y blanco2 0,186 3,72 4,06
progesterona (0.5mg/100g de peso corporal) a blanco'3 LA 4,10

través de inyecciones subcutaneas, 48 horas y prog:ema; 8’228 g’gi

4  horas, respectivamente antes  del p:gblszB 0445 8.95 7,75
apareamiento. La receptividad de las hembras Eroblema 4 0:327 6:57

fue confirmada antes de la prueba
exponiéndolas a los machos, aparte animales

de control y de prueba. Las hembras mas
receptivas fueron seleccionadas para el
estudio. El experimento se realizd en lugares

Tabla 2. Prueba Post hoc del efecto del veneno de
Latrodectus mactans sobre los niveles plasmaticos
de Oxido nitrico en Oryctolagus cunniculus

secos. La observacion de la conducta de

apareamiento comenzo de inmediato y finalizo () ()  Diferencia  Error  Sig. Intervalo de
cuando el macho ya no mostraba interés Trata Tratamde medias  tipico confianza al 95%
sexual®’ miento iento (1)) Limite  Limite

inferior  superior

Los pardmetros evaluados  fueron:

frecuencia de monta (nGmero de montas sin ~ Veneno SSF 368750 52130 000 22320 51430
penetracion desde el momento de la - ..

introduccién de la hembra a la jaula del macho
hasta la eyaculacion), frecuencia de
intromisiones (nUmero de penetraciones desde
la introduccion de la hembra a la jaula del
macho hasta la eyaculacion), latencia de
monta (intervalo de tiempo entre la
introduccién de la hembra y la primera monta
del macho), latencia de intromisiones
(intervalo de tiempo desde el momento de la
introduccion de la hembra a la primera
penetracién del macho. Por lo general es
caracterizado por el empuje peélvico, y salto ° P
para desmontar y latencia post eyaculatoria
(intervalo de tiempo entre la eyaculacion y la
primera penetracion de las siguientes series) *'.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

10,00 p=0,000
8.0 - | || L r
6.00 4.36 372 4,10 (PRI HiR _‘ HiB
A1V O I N N ISR b BN O S A BN B
200 O L
0.00 - T T r —_— :

CONCENTRACION DE
NO {(pmol/mL)

Fig. 1. Efecto del veneno de Latrodectus mactans
sobre los niveles plasmaticos de Oxido nitrico en
Oryctolagus cuniculus
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Tabla 3: Comportamiento sexual de Oryctolagus
cunniculus expuestos a solucion salina fisioldgica

Blanco Blanco Blanco Promedio
1 2 3

Frecuencia de 5 3 4 4,00
monta '
Frecuencia de 3 2 2 2,33
intromisiones ’
Latencia de monta 183 262 94 179,67
(seq) |
_I_atenc!a_de 308 467 423 429,33
intromisiones (seg)
Latencia post 638 584 513 578,33

eyaculatoria (seg)

Tabla 5. Prueba Post hoc del efecto del veneno de Latrodectus mactans sobre el
Oryctolagus cuniculus

Tabla 4: Comportamiento sexual de Oryctolagus
cunniculus expuestos a Latrodectus mactans

Problem Problem  Problem Problema Promedio

a a a 4

1 2 3
ABHEIEE) 12 10 10 13 11,25
de monta
Frecuencia
de 6 5 4 5 5
intromisione
s
LABTEELCE 111 218 163 254 186,5
monta (seg)
Latencia de
intromisione 210 303 175 255 235,75
s (seg)
Latencia
oS . 181 123 195 240 184,75
eyaculatoria
(seq)

comportamiento sexual en

() Tratamiento @) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
Trata- de medias tipico 95%
miento (1-9) Limite Limite
inferior superior
Frecuencia de monta
Veneno Latrodectus mactans SSF 7,50000" 1,16070 ,000 4,2593 10,7407
Frecuencia de intromisiones
Veneno Latrodectus mactans SSF 2,75000* 55277 ,002 1,2067 4,2933
Latencia de monta
Veneno Latrodectus mactans SSF ,25000 93,6799 1,000 -261,3049 261,8049
4
Latencia de intromisiones
Veneno Latrodectus mactans SSF -193,50000" 39,2006 ,002 -302,9486 -84,0514
9
Latencia post eyaculatoria
Veneno Latrodectus mactans SSF -393,50000" 55,9516 ,000 -549,7172 -237,2828
p= 0,000 — 600 578.33
0 | - 11.25 429.33
% 1000 - i e 2400
E : = 18475
T 0 ‘| TT—— 5 §200 J
‘ - = 233 ” "
SSF -7_?_—7__7_"'7——71_71_ T c,c’§< 00'. c,él( 00.' c,"f" (\o"
Veneno Latrodectus mactans S \/ Aé\z AQ'Q@ A'z'oz
Veneno Latrodectus mactans * * Latp——"* = latenc tetat
p=1000 | | b= 0,002 | p=0000 |

Frecuencia de monta Frecuencia de intromisiones

Fig. 2: Efecto del veneno de Latrodectus mactans
sobre la frecuencia de monta y frecuencia de
intromisiones en Oryctolagus cuniculus

Fig. 3: Efecto del veneno de Latrodectus mactans
sobre la latencia de monta y latencia de
intromisiones en Oryctolagus cuniculus
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DISCUSION

En la tabla 1 y fig.1, se observa que la
concentracion de NO en sangre de
Oryctolagus cunniculus es mayor en los
especimenes que recibieron el veneno de
Latrodectus  mactans  (7.75  pmol/mL)
comparado con los que recibieron SSF (4.06
pmol/mL) , p<0,05, segln se muestra en las
comparaciones multiples del test HSD de
Tukey (Pruebas post hoc) de la tabla 2.

El aumento de NO en sangre de
Oryctolagus cunniculus a nivel de musculo
liso del cuerpo cavernoso inicia la respuesta
eréctil. EI NO se difunde hacia las células de
musculo liso vascular adyacente donde se une
a la enzima guanilato ciclasa soluble
activandola (GCs) para catalizar la produccion
de GMPc a partir de GTP. La GMPc dilata
arterias, ejerciendo su funcion a través de una
cascada de proteincinasas, disminuyendo los
niveles de Ca?* intracelular, con lo que el
musculo liso se relaja*® '* %°. El mecanismo de
accion de la aLTX puede estar vinculado con
una o mas de las vias de la ereccion. La via
NO/sGC/cGMP/PKG seria la de mayor
importancia. La via cCAMP/PKA, activada por
mensajeros como el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y las prostaglandinas E
(PGE), es probable que tenga un papel
complementario. En el cuerpo cavernoso
humano el GMPc, es mactlvado por la PDE5 y
el AMPc por las PDE 3y 4122

La oLTX requiere su 1nserci(’)n en la
membrana plasméatica de las terminales
neuronales presinapticas de los vertebrados,
alterando las propiedades de conduccion de la
membrana y desencadenando la liberacion
masiva de  practicamente  todos los
neurotransmisores  conocidos como la
acetilcolina (Ach), GABA y noradrenalina
(NA) 12

La Ach activa la produccion mas
sostenida de NO por el endotelio, actuando
sobre receptores muscarinicos en la membrana
de las células endoteliales, aumentando en
ellas los niveles de Ca®* y por ende de Ca*-
Camodulina, que activa la eNOS. EI NO asi
generado por el endotelio se afiade al liberado
por las terminaciones nerviosas contribuyendo
a mantener la relajacion del musculo liso
cavernoso, y por tanto la ereccion. La NA,

actla a nivel de la arteria cavernosa mediada
por receptores o, y en el musculo trabecular
por receptores oy. La actividad adrenérgica
determina vasoconstriccion de las arterias
peneanas y del musculo liso trabecular, lo que
resulta en una reduccion del flujo arterial vy el
colapso de los espacios lacunares™ % 2. Sin
embargo, al comparar el efecto de la aLTX
con el mecanismo bioldgico de una ereccion
normal, donde los impulsos cerebrales viajan a
través de las vias simpaticas (inhibiendo la
liberacion de NA), parasimpaticas (liberando
NO y Ach) y somaticas (liberando Ach), se
observa que solo explica la Ach (elemento
positivo para la ereccion) y la NA (elemento
negativo para la ereccion), pues el mecanismo
de liberacion de NO ain no se ha
investigado®

En la tabla 5 se observa que el veneno de
Latrodectus mactans incrementa la frecuencia
de monta, pardmetro que mide el deseo sexual,
de manera estadisticamente significativa (p<
0,05) es decir, a mayor valor de frecuencia de
monta respecto al blanco, indica que se ha
logrado estimular el deseo sexual en mayor
proporcion, sistema relacionado posiblemente
con la liberacion presinaptica de dopamina,
que actua a nivel del area pre Optica frontal e
hipotalamo anterior®.

En cuanto a la frecuencia de
intromisiones, se observa que el veneno de
Latrodectus mactans también aumenta este
parametro de manera estadisticamente
significativa (p< 0,05). En la fig.2 se observa
la media de frecuencia de intromisiones, que
en el grupo blanco fue 2.33 penetraciones
mientras que en el grupo problema fue 5. La
frecuencia de intromisién mide la potencia
sexual, por lo que un mayor valor de la
frecuencia de intromision indica que se ha
logrado mantener la ereccion por mayor
tiempo, debido a la relajacion del musculo liso
que induce el NO, por lo que se evidencia que
el veneno de Lactrodectus mactans estimula el
comportamiento  sexual en  Oryctolagus
cuniculus”.

En la fig. 3 se aprecia que la latencia de
monta fue mayor con el veneno de Latrodectus
mactans que con SSF. No obstante, segun la
tabla 5 se puede afirmar que esta diferencia no
es significativa (p = 1.000), es decir que el
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veneno de Latrodectus mactans no actuaria
significativamente sobre este parametro. Otro
pardmetro evaluado fue la latencia de
intromisiones, intervalo de tiempo desde el
momento de la introduccién de la hembra a la
primera penetracion del macho. Segun la tabla
5 el wveneno de Latrodectus mactans
disminuiria este tiempo de forma significativa
(p = 0.002). Esto podria ser debido a un
mecanismo accion por la via del oOxido
nitrico® 2%/

Finalmente en la tabla 5 se aprecia que el
veneno de Latrodectus mactans disminuye la
latencia  post eyaculacion de  forma
significativa (p < 0,05). La latencia Post-
eyaculatoria es un parametro que mide el
tiempo de recuperacion entre una sesion a otra
de apareamiento, por lo que el veneno no solo
ayuda a mantener la ereccion por mayor
tiempo pero sin0O que promueve una
recuperacion mas rapida para una nueva sesion
sexual®.

CONCLUSIONES

El veneno de Latrodectus mactans eleva
en forma significativa los niveles plasmaticos
de Oxido nitrico en Oryctolagus cunniculus,
ademas estimula el comportamiento sexual de
dicho espécimen.
Conflicto de intereses: No declara
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