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Sentimos que aun cuando todas las posibles

cuestiones cientificas hayan recibido respuesta,

nuestros problemas vitales todavia no se han rozado lo mas minimo.
Por supuesto que entonces ya no queda pregunta alguna;

y esto es precisamente la respuesta.

Ludwig Wittgenstein
Tractatus Logico-Philosophicus
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1. RESUMEN

Estudios en ¢l veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus revelan ia existencia
de componentes con propiedades anti-inflamatorias, una alta actividad fosfolipasa asi como
una mediana actividad hemolitica. La caracterizacion de los componentes peptidicos del
veneno de esta hormiga mostré que contiene 12 proteinas con pesos moleculares que van
desde 4,200 Da hasta 100, 000 Da, con cuatro proteinas mas abundantes, de las cuales la
fraccidon que corresponde a los péptidos de bajo peso molecular demostr$ tener una alta
actividad anti-inflamatoria. En el analisis de estos péptidos de bajo peso molecular se
encontraron 6 isoformas diferentes con pesos moleculares que varian entre 6.998 y 7.142
kDas. Estas isoformas denominadas Mirmexinas I-VI son muy similares entre si y estan
constituidas de diferentes heterodimeros formados de una subunidad pequefia (SS1, SS2 6
SS3) unida mediante puente disulfuro a una subunidad mayor (LS1 6 LS2) en todas las
combinaciones posibles.

El objetivo de esta tesis fue realizar la traduccion in vitro de los RNAs codificantes a
los péptidos de bajo peso molecular del veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp. para
determinar el tamafio de los oligopéptidos, asi como el procesamiento de los mismos en la
glandula de la hormiga.

Para cumplir con el objetivo, se aislaron los RNAs totales y el RNA poliA™ del tejido
de la hormiga y se utilizaron como testigos positivos las secuencias codificantes para SS2 y
LS1 clonadas en el vector pCR-Topo 2.1 por el M.C Fermin Mar Aguilar (Tesis de
Doctorado, FCB, 2006). Estas secuencias se amplificaron por PCR usando oligonucleotidos
especificos con la secuencia de promotor T7 para la adicién del mismo en ensayos de
transcripcion in vitro. Posteriormente, se llevo a cabo la estandarizacion de los anticuerpos
policlonales anti-SS1 y LS1 mediante inmunodeteccién de las proteinas de fusion MBP-
SS1 y MPB-LS1. Los resultados obtenidos mostraron que no fue posible detectar la
traduccién de los RNAs totales y RNA poliA”, ni de los transcritos obtenidos previamente
en los ensayos de transcripcion in vitro de las secuencias T7-SS2 y T7-LS1.

Debido a lo anterior, se realizé el andlisis y deteccion de los oligopéptidos de bajo
peso molecular mediante inmunodeteccion a partir de extractos protéicos del abdomen de la
hormiga utilizando los anticuerpos policlonales anti-SS1 y LS1. Los extractos abdominales
de la hormiga Pseudomyrmex sp. obtenidos del tejido in vivo confirmaron la presencia de
los péptidos de bajo peso molecular mediante geles de poliacrilamida Tricina-SDS-PAGE e
inmunodeteccion en el abdomen de la hormiga. La inmunodeteccion permitio claramente la
deteccion de los péptidos maduros tanto de las subunidades menores como de las mayores
asi como de los diferentes péptidos precursores e intermedios de las subunidades menores.

Consideramos que la falta de deteccion y/o variabilidad de los péptidos precursores e
intermedios en la inmunodeteccién de la subunidades mayores es debida probablemente a
la mayor susceptibilidad de estos péptidos a degradacién y/o al procesamiento mas rapido
de los mismos en la glandula de la hormiga Pseudomymirmex sp. El andlisis de los pesos
moleculares obtenidos de los péptidos maduros y de las diferentes formas de procesamiento
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corrobord la expresion y procesamiento de estos péptidos de bajo peso molecular en la
glandula de la hormiga.

El presente trabajo abre la posibilidad para un andlisis posterior que permita
confirmar el procesamiento preciso de los péptidos de bajo peso molecular en la glandula
de la hormiga Pseudomyrmex sp. asi como la presencia del propéptido encontrado en las
secuencias nucleotidicas clonadas de la hormiga.

@ UANL 2
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2. INTRODUCCION

Los oligopéptidos naturales son pequefias moléculas formadas por cadenas de 2 a 50
aminoacidos encontrados en todos los organismos vivos que presentan alta variabilidad.
Estos péptidos son generalmente moléculas regulatorias debido a que la mayoria de ellos
estan involucrados en procesos de regulacion fisiologica en diversos sistemas: nervioso,
endocrino e inmune (Sewald y Jakube, 2002). La biogéncsis de los péptidos esta
caracterizada por la produccion de un polipéptido precursor el cual esta compuesto por tres
fragmentos: el péptido seiial, el propéptido que pueden estar unidos a uno o varios péptidos
maduros. Inicialmente, se libera el péptido sefial quedando el propéptido y el péptido
maduro y posteriormente mediante la accion de proteasas se libera el péptido maduro
(Zamyatnin, 1990,1991, 2004).

Las funciones reguladoras de los oligopéptidos se extienden mas alla de los limites de
un solo sistema de d6rgano o de una especie bioldgica por ejemplo, los oligopéptidos
antimicrobianos producidos por procariotes regulan la competencia de nichos ecoldgicos y
funcionan simultdneamente en la comunicacidn intercelular ( Woo ef al., 2003). Incluso las
toxinas peptidicas de eucariotes desempefian papeles importantes en reacciones de
regulacion interespecies (Zamyatnin, 1996).

Se conocen alrededor de 6000 oligopéptidos naturales que son producidos por sintesis
ribosomal (Zamyatnin, 2004). Este numero se ha ido aumentando por ia adicion de
estructuras naturales producidas por bacterias y hongos como resultado de una sintesis no-
ribosomal (Whitmore y Wallace, 2004).

La mayoria de los péptidos pueden ser aislados y purificados, y su estructura quimica
puede ser determinada directamente. Aunque muchas secuencias aminoacidicas también se
deducen usando la traduccion de las secuencias nucleotidicas correspondientes.

Muchos péptidos exhiben la existencia concurrente de formas multiples producidas
como resultado de las reacciones enzimaticas. La coexistencia de un péptido maduro con
varias enzimas proteoliticas conduce a la degradacién dando como resultado fragmentos
cortos de la molécula inicial (Skeggs et al., 1956). La produccion de multiples formas de
péptidos ha sido considerada como un fendmeno comin por ejemplo la somatostatina
(Brazeau er al., 1973 y Pradayrol er al., 1980), el péptido atrial natriurctico (Iimura ef al.,
1987 y Geller er al 1984), etc. Por lo tanto, millones de péptidos probablemente también
existan en formas multiples, pero todavia no se identifican. Un mismo organismo puede
presentar péptidos estructurales homélogos coexistentes con caracteristicas funcionales
idénticas. Sus secuencias aminodcidicas contienen substituciones, sin embargo son
codificados por diferentes genes con diferente secuencia nucleotidica y producidos
independientemente y no como resultado de modificaciones postraduccionales (Kim et al.,
2000). Ademas, el splicing alternativo puede dar como resultado multiples formas de
RNAmMmM que puede producir péptidos con estructura y funcién similar.
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En la mayoria de los casos al parecer las familias de péptidos homélogos pueden
inducir el mismo tipo de actividad, sin embargo existen familias peptidicas estructurales
homoélogas con actividades diversas (Lee ef al., 1988).

Debido a que existe poca informacion del procesamiento de los péptidos en general y
practicamente es nula en los péptidos de bajo peso molecular del veneno de la hormiga
Pseudomyrmex sp. en esta tesis nos enfocamos a analizar el tamafio de los oligopéptidos de
bajo peso molecular presentes en el veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp.
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3. HIPOTESIS

La inmunodeteccién permitird determinar los péptidos precursores, intermedios y
maduros en los péptidos de bajo peso molecular presentes en el veneno de la hormiga

Pseudomyrmex sp.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar el tamafio de los oligopéptidos de bajo peso molecular presentes en el

veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp.

[a—y

P
oo AW

poi A

4.2 Objetivos Particulares

Colecta, diseccion y analisis morfologico de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Transcripcidn in vitro de las secuencias codificantes a los péptidos de bajo peso
molecular.

Obtencién del RNA total de 1a hormiga Pseudomyrmex sp.
Obtencién del RNA poliA® de la hormiga Pseudomyrmex sp.
Estandarizacion de los anticuerpos policlonales anti-SS1 y anti-LS1.

Traduccion in vitro de los oligopéptidos que codifican a los péptidos de bajo peso
molecular.

Obtencion de extractos protéicos abdominales de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Inmunodeteccion de los péptidos de bajo peso molecular a partir de los extractos
protéicos abdominales de la hormiga Pseudomyrmex sp.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Venenos

Los venenos en sentido estricto, son aquellas sustancias capaces, incluso en
cantidades muy pequeiias, de ocasionar la muerte a un individuo. En sentido mas amplio,
con este término se designan las sustancias capaces de provocar en el individuo una
condicion patologica en la que los tejidos organicos pueden ser lesionados de una manera
temporal o permanente. Desde la antigiiedad el hombre ha buscado y descubierto un gran
numero de venenos, en su mayor parte procedentes de animales, vy se ha servido de ellos,
tanto por su accidn toxica como por sus efectos curativos.

El mecanismo de accion de un veneno es variado y siempre muy complejo, pero en
general se puede afirmar que la introduccion de un veneno en el organismo determina una
accidn quimica o fisico-quimica que modifica la composicion y las propiedades de los
componentes con los que el veneno entra en contacto y, como consecuencia de ello,
provoca grandes desequilibrios organicos o funcionales o incluso la muerte. Muchos de
estos venenos los podemos encontrar en plantas asi como en animales terrestres e incluso
en animales marinos debido a que ellos juegan un papel muy importante en el mecanismo
de defensa contra predadores asi como en la caza de sus presas (Mebs, 2001, Mackessy,
2002, Roodt et al., 2005 y Cordoba et al., 2006).

Los venenos juegan un papel de suma importancia en el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos de origen natural contra trastornos neurologicos como
esquizofrenia, ansiedad, enfermedad de Parkinson e incluso diabetes, esclerosis multiple y
enfermedades cardiovasculares. Actualmente, se conoce un rango muy amplio de diferentes
venenos peptidicos que participan en la sefializacion del dolor y varios subtipos estan
implicados en estados clinicos semejantes al dolor, infarto y epilepsia. Los venenos crudos
contienen una gran diversidad de diferentes péptidos, muchos de los cuales son bioactivos
junto con una gran variedad de moléculas pequefias, ricos en cisteinas, selectivos para
receptores y para una gran variedad de canales idnicos (Jun ef al., 2003, Zeng et al., 2003 y
Wilson et al., 2004).

Recientemente, un gran grupo de compuestos peptidicos de bajo peso molecular se
han aislado durante las dos nltimas décadas. Esta nueva clase de péptidos con diferentes
propiedades quimicas se sabe que exhiben propiedades antimicrobianas, esto ha sido
elemental para el descubrimiento de nuevas drogas para el tratamiento de enfermedades
bacterianas y fungicas (Marshall y Arenas, 2003). Estos péptidos antimicrobianos han sido
aislados de diferentes especies de vertebrados e invertebrados. La mayoria de estos han sido
clasificados en base a sus propiedades bioquimicas y estructurales (Tossi y Sandri, 2002,
Zasloff, 2002). Por ejemplo los llamados péptidos cationicos constituyen un grupo muy
grande y donde casi el 50 % de ellos han sido aislados de insectos y entre los mas
importantes destacan las cecropinas que son una familia de 3-4 kDa aislada de la hemolinfa
de insectos a principios de los 80’s. Otras son las magaininas aisladas de la piel de la rana
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Xenopus laevis (Hultmark er al., 1980, Zasloff, 1987, Bechinger et al., 1993, Andréu y
Rivas, 1998, Boman, 1997, Simmaco et al., 1998, Bulet et al., 1999, Zheng y Zheng, 2002).

5.2 Importancia de las diferentes toxinas en los venenos

Se sabe que los venenos contienen toxinas de naturaleza peptidica que son asociadas
con aparatos de envenenamiento especiales que permiten la inyeccién del veneno en los
tejidos suaves de otros animales ya sea por via subcutdnea o por rutas intravenosas como se
muestran en la Figura 1 donde se destacan los principales aparatos venenosos utilizados por
diferentes organismos.

Figura 1. Esquema representativo de los aparatos venenosos de diferentes organismos.
En el Caracol conidico, anémona de mar, serpiente, monstruo de Gila, arafia y escorpion. Se
destacan los diferentes aparatos venenosos tales como nematocistos, arpon, dientes y aguijdn.
(Tomado de Lewis y Garcia, 2003).

5.2.1 Toxinas producidas por caracoles conidicos

Ciertos venenos son producidos por caracoles conidicos, por ejemplo las ®-
conotoxinas de 25 a 30 aminoacidos que son consideradas como herramientas con las que
se puede identificar y determinar el papel fisiologico neuronal de diferentes canales de
calcio. El flujo de Ca®* dentro de las terminaciones nerviosas a través del potencial
generado por los canales de calcio —VSCCs- (del inglés, voltage- sensitive calcium
channels) desencadena la liberacion de nuerotransmisores. Otro ejemplo de conotoxinas
son las a-conotoxinas que son una clase de péptidos pequefios que inhiben
competitivamente a los receptores de acetilcolina-nicotina (nAChRs). Por otro lado, las o-
neurotoxinas han sido estudiadas intensamente uniéndose a diferentes nAChRs como un
agente potencial con propiedades analgésicas. Dado el papel crucial en el sistema nervioso
central y peritoneal no es sorprendente que los numerosos venenos de aracnidos, anémonas,
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corales y caracoles quizads hayan evolucionado para tener como blanco estos canales
(Eldridge et al., 1992, Antil-Delbeke ef al., 2001, Palsk et al., 2002, Lewis y Garcia, 2003,
Sandall et al., 2003 y Santos et al., 2003).

5.2.2 Toxinas producidas por escorpiones

Los venenos de los escorpiones son tradicionalmente estudiados por la presencia de
neurotoxinas que afectan a los canales de sodio, potasio, calcio y cloro. Tal es caso del
escorpion mexicano llamado Hadrurus aztecus donde se aislé de la hemolinfa el péptido
llamado hadrurin el cual se descubrié que tiene propiedades antimicrobianas. Actualmente
en los escorpiones africanos se han descubierto péptidos formadores de poros con
estructura o-helicoidal con propiedades antibacteriales y antifungicas como la
parabutoporina aislada del veneno de Parabuthus schlechteri y las pandininas (Verdonck et
al., 2000, Torres et al., 2000, Corzo et al., 2001, Dai et al., 2001, Dai et al., 2002 y
Moerman ef al., 2002). Otro de los péptido aislados a partir del veneno de escorpion fue la
margatoxina (MgTX) proveniente del escorpion Centruroides margaritatus, que bloquea
los canales de potasio. En estos canales radica su importancia debido a que son una familia
grande y diversa de proteinas que participan en la regulaciéon de muchas funciones celulares
como la contraccion del musculo liso, la actividad neuronal, la regulacion de la secrecion
de electrolitos, y la proliferacion. Se sabe que los péptidos que bloquean estos canales
uniéndose a epitopes externos representan una alternativa interesante en lugar de utilizar
alguna droga para la regulacion de algunas de las actividades mencionadas anteriormente
(Bianchi et al., 1998 y Garcia ef al., 2001).

5.2.3 Toxinas producidas por araiias

Las toxinas peptidicas de las arafias presentan afinidad por algunos receptores y
constituyen una promesa farmacologica para encontrar nuevas estrategias para entender el
papel fisiolégico de los canales idnicos asi como el descubrimiento de nuevos agentes
terapéuticos (Corzo et al., 2003, Xiao F er al., 2003, Zeng er al., 2003, Xiao YC et al.,
2003). En los aracnidos el estudio de sus venenos a sido relevante debido a que se han
descubierto diversas toxinas péptidicas bloqueadoras de canales de potasio tal es el caso de
las henatoxinas 1 y 2 (HaTx 1 y 2) aisladas de la tardntula chilena Grammostola spatulata y
recientemente fueron encontradas las heteropodatoxinas (HpTx 1 y 2) aisladas del veneno
de la arafia Heteropoda venatoria. Similares a los aminoacidos de las HaTx 1 y 2 se
encontraron las semaforinas las cuales contribuyen a la direcciéon del axén durante el
desarrollo del sistema nervioso (Swartz y MacKinnon, 1995, Sanguinetti e al., 1997, Corzo
y Escoubas, 2003). Se sabe que el veneno de aracnidos produce una necrosis de tejidos
celulares cuando es inyectado a sus presas. Algunas moléculas responsables de este
deterioro celular tienen un caracter anfipatico, es decir son solubles en ambientes polares
(acuosos) o no polares (lipidicos). Recientemente, se han encontrado moléculas antipaticas
provenientes del veneno de aracnidos debido a que pueden actuar como antibioticos contra
microorganismos patogenos tal es el caso de la molécula Oxkil proveniente de Oxyopes
kitabensis (Corzo, 2004).
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5.2.4 Toxinas producidas por anémonas

Por otro lado, se encontré una nueva clase de toxinas bloqueadoras de canales de
potasio en el veneno de diferentes especies de anémonas, tales como: Bunodosoma
granulifera donde se descubrio el péptido BgK, en Stichodactyla helianthus se encontré el
péptido ShK que interactiia con los canales de potasio y ademas ha mostrado eficacia en
modelos animales para la esclerosis miltiple. Entre otros tipos de anémonas se encuentran
Anemonia sulcata y Heteractis magnifica que no presentan homologia con otras toxinas de
canales de potasio (Aneiros et al., 1993, Schweitz et al., 1995, Dauplais ez al., 1996,
Gendeh et al., 1997, Kalman et al., 1998, Garateix et al., 2000). Se ha demostrado que
algunas de estas toxinas de anémonas bloquean los canales tipo Kv expresados en oocitos
de Xenopus o células de mamiferos y algunos canales de potasio dependientes de calcio.
Los canales de potasio dependientes de calcio y los Kv 1.3 se expresan en gran nimero en
los linfocitos T humanos, por lo que la inhibiciéon de estos canales puede ser de utilidad
terapéutica por suprimir la proliferacion de los linfocitos. Ademas, los canales de potasio
dependientes de calcio estin ampliamente distribuidos en el sistema nervioso,
cardiovascular y gastrointestinal, por lo que los estudios dirigidos a esclarecer las
interacciones de las toxinas de anémonas con estos canales pueden proporcionar
informacion importante desde el punto de vista terapéutico acerca de la modulacion
selectiva de los mismos (Pennigton et al., 1996, Alessandri-Haber ef al., 1999).

5.2.5 Toxinas en serpientes

Con respecto a los péptidos como agentes anti-hipertensivos podemos mencionar los
venenos de serpientes del género Bothrops ya que poseen actividades especificas tales
como fibrinolitica y fibrinogenolitica. .El primer ejemplo de una droga basada en veneno es
el captopril derivado del veneno de la vibora Bothrops jararaca conocido en el mercado
como Capoten o Amakena el cual inhibe la enzima convertidora de angiotensina (ACE) que
es esencial en la produccion de angiotensina por lo tanto es un vasoconstrictor o
vasodilatador asociado con la hipertensién. Un factor potenciador llamado bradikinina ha
sido encontrado en el veneno de esta misma serpiente. Este factor esta relacionado también
con la conversion de la angiotensina I (Ferreira ef al., 1970, Ondetti et al., 1971; Ondetti ef
al, 1988, Marufiak et al., 2006). De la misma manera el veneno de la serpiente mamba
negra Dendroaspis polylepis polylepis contiene un péptido de 60 aminoacidos llamado
calceseptina el cual es un relajante del masculo liso y un inhibidor de las contracciones
cardiacas. Su accion fisiologica se asemeja a diversas drogas tales como la 1.,4-
dihidropiridina, importante en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (de Weille
et al., 1991).

5.2.6 Toxinas producidas por hormigas

En el veneno de la hormiga tropical Paraponera clavata fue encontrado un
neuropéptido pequeiio llamado poneratoxina de aproximadamente 25 aminoacidos. Cuando
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la poneratoxina se expreso en células de insecto se observo unién a las membranas de las
células. También se encontré que afecta los canales de sodio y bloquea la transmision
sinaptica en el sistema nervioso central de los insectos que caza (Piek ef al, 1991 y
Szolajska et al., 2004).

La actividad antimicrobiana puede ser 1til para las hormigas para evitar las
infecciones de la colonia después de que se captura la presa y se lleva al hormiguero.
Respecto a esto se encuentra el caso de la hormiga predadora Pachycondyla goeldii donde
se analizaron 15 oligopéptidos y se demostr6 que las llamadas proteinas ponericinas
presentaban actividades antimicrobianas, insecticidas y hemoliticas. Los oligopéptidos
tenian una longitud de 24 a 30 aminoacidos (Orivelt ef al., 2001). De la misma manera, el
veneno de la hormiga de fuego Solenopsis invicta demostrd tener una actividad antibiética,
lo cual también se ha demostrado para péptidos en los venenos de otros artrépodos como
avispas y abejas, arafias, asi como de varias serpientes (Jouvenaz ef al., 1972 y Schmidt,
1986).

5.3 Composicion de los venenos
5.3.1 Veneno de Himenopteros

El veneno de los himenopteros es una mezcla compleja de sustancias quimicas con
actividades toxicas que incluyen compuestos orgéanicos de bajo peso molecular, péptidos y
compuestos organicos de alto peso molecular que varian en composicion y accién biologica
entre los grupos y especies del Orden.

Uno de los venenos mas investigados es el veneno de la abeja Apis mellifera. Entre
los compuestos identificados se encuentran la apamina; polipéptidos como la melitina y
enzimas como la hialuronidasa con un peso molecular de 43 kDa y la fosfolipasa A; que
hidrolizan el enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos,
principalmente el 4cido araquidénico y lisofosfolipidos. Las fosfolipasas A2 de secrecion
son producidas por numerosas células bajo la accién de diferentes estimulos como la
interleucina-1, el factor de necrosis tumoral y los lipopolisacéaridos, los cuales provocan su
acumulacion en los liquidos inflamatorios y en el plasma de pacientes con diversas
enfermedades inflamatorias (Gauldie ef al., 1976, Gmachl er al., 1992 y Valdés et al.,
2002).

Los citratos constituyen otro de los componentes mayores del veneno de las abejas
Apis mellifera (9% del peso seco-140mM en el veneno liquido), y se establecid su posible
accion como inhibidores enddgenos de enzimas divalentes metalo-ton-dependientes (como
las fosfolipasas calcio dependientes). La presencia de citratos en los venenos tendria que
ver con su accién sobre receptores de toxinas, sobre los canales iGnicos o sobre las toxinas
divalentes ion-dependientes.

La melitina y la fosfolipasa A, constituyen los principales y mas abundantes
componentes del veneno de las abejas; representan cerca del 75 % de ellos. La melitina que
consiste de 26 aminodcidos es el polipéptido mas abundante en el veneno, seguida por la
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fosfolipasa A que se adhiere a las membranas de los glébulos rojos, produciendo
hemolisis. La fosfolipasa A; es ¢l mayor de los alérgenos del veneno y actua como agente
bloqueador que puede provocar paralisis respiratoria.

La apamina, otro de los compuestos con accién biogénica, representa cerca del 2%
del veneno total; es menos téxica que los compuestos anteriores y se comporta como
neurotoxina de acci6én motora; ademas de presentar un efecto cardioestimulante parecido al
de las drogas adrenérgicas, tiene propiedades antirritmicas. Un 2% del veneno de las abejas
es el péptido MCD (Mast Cell Degranulation) o factor desgranulador de los mastocitos; es
uno de los compuestos responsables de la liberacién de histamina y serotonina en las
personas picadas. Se han identificado ademds compuestos como fosfatasa acida,
norepinefrina, dopamina e histamina (Valderrama, 2003 y Bil6 et al., 2005).

5.3.2 Veneno de Serpientes

Si bien algunas especies de serpientes representan un problema de salud para la gente
que habita en zonas rurales y en los tropicos debido a las mordeduras que causan, para la
ciencia es uno de los reptiles mas estudiados por el veneno tan complejo que producen (Del
Brutto, 2003). Las caracterizaciones del veneno de algunas serpientes han demostrado la
existencia de metales, aminoacidos libres, péptidos, nucledsidos, carbohidratos, lipidos,
aminas biogénicas y algunas enzimas tales como colagenasa, fosfolipasa A, nucleotidasa,
hialuronidasa y acetilcolinesterasa. Tal es el caso del veneno de la serpiente peruana
Bothrops que es una mezcla de diversas sustancias activas incluyendo metaloproteinasas
donde se sabe que son las responsables del envenenamiento, algunas toxinas, enzimas,
péptidos, nucledtidos, aminas biogénicas, carbohidratos, sales, dcidos organicos, esterasas y
la fosfolipasa A;. Asi mismo, existen otros tipo de toxinas como las que aislaron Slotta &
Frankel Conrat en 1938 llamada cronotoxina en el veneno de la cascabel sudamericana
Crotalus durissus terrificus y posteriormente se demostré que se trataba de un complejo en
el cual uno de los componentes era la fosfolipasa A; con accidn neurotdéxica, también se ha
aislado la llamada miotoxina del veneno de Crofalus viridis viridis. Se han purificado otras
neurotoxinas como la crotamina, convulxina y dioxina, esta uiltima es asociada a la enzima
similar a trombina (Greene, 1997, Lazo et al., 1998, Gutiérrez, 1980, Remuzgo et al., 2000
y Chacur et al., 2004)

5.3.3 Veneno de Escorpiones

Por otro lado, el veneno de los escorpiones que es un "cocktail” compuesto por unos
80 péptidos de bajo peso molecular que reconocen canales idnicos (Na® y K), de
mamiferos, insectos y crusticeos su caracteristica mas singular es que a diferencia de los
venenos de serpiente, avispas, abejas u hormigas, €l carece de fosfolipasas, proteasas y
factores de irritacion. Su letalidad radica en la presencia de toxinas dirigidas a sitios
especificos de la membrana citoplasmatica modificando asi el comportamiento de los
mecanismos de seleccién idnica imprescindibles para la fisiologia celular. En afios recientes
estos péptidos han sido estudiados de forma intensa, porque ademas de excelentes modelos
para estudios de la relacion estructura-funcion de proteinas, son también sondas exquisitas
para el estudio del funcionamiento de los canales idnicos. Actualmente se sabe y aun esta
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en estudio el hecho de que el veneno de Tityus discrepans activa el sistema de coagulacion
sanguinea. Las toxinas del género Tityus mejor estudiadas desde el punto de vista quimico-
funcional pertenecen a las especies: T. serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus de Brasil, T.
discrepans, T. caripitensis, T. ivic-nancor y T. isabelceciliae sp. de Venezuela. En estas
especies hay por lo menos seis subtipos distintos de péptidos toxicos, que han sido aislados
a homogeneidad y cuyas estructuras han sido determinadas. Algunos de los componentes de
este veneno bloquean canales de potasio eléctricamente excitable y calcio dependientes. La
mayoria son péptidos cortos de alrededor de 30 a 40 aminodcidos con tres puentes
disulfuro, mientras que la dltima variante estudiada dentro de este grupo, con un sélo
representante hasta el momento (TsTX-KB), tiene un peso molecular de 8.160 kDa y fue
descrito en el veneno de 7. serrulatus. Este péptido afecta a canales de potasio no
inactivantes de sinaptosomds de cerebro de rata. Todas estas toxinas producen una
perturbacion severa de los procesos de excitaciéon y conduccién del impulso nervioso,
ademas de alterar los procesos neurcquimicos al inducir liberacion desorganizada de
neurotransmisores como la acetilcolina, adrenalina y el 6xido nitrico (Selisko ef al., 1996,
Garcia et al., 2001, Zhu et al., 2003 y D’ Suze et al., 2004).

5.3.4 Veneno de Hormigas

Aunque el veneno de las hormigas no representa un peligro como el de abejas, arafias
y reptiles, se ha realizado la caracterizacion de componentes y del establecimiento de una
acttvidad bioidgica debido al modo de sobrevivencia de sus colonias (Orivelt et al., 2001).
Comparadas con los insectos no sociales, las hormigas tienen desarrollado un elaborado
sistema defensor que ayuda a proteger sus colonias de patogenos. (Habermann, 1971, Blum
y Hermann, 1978 y Pastrana, et al, 2003). En el caso de la hormiga australiana Myrmecia
pilosula donde la potencia de su picadura es debido a que su veneno contiene varios
péptidos bioactivos asi como las enzimas fosfolipasa, hialuronidasa y fosfatasa, se conoce
que los péptidos alergénicos principales son la pilosulina 1 y 2. Aunque pilosulina 1 tiene
actividades hemoliticas y citotdxicas fuertes, las funciones biologicas de estos pilosulinas
son desconocidas. También fueron encontrados péptidos alergénicos en la hormiga
Myrmecia pilosula lamados Myr p I y Myr p II (Street, 1996). Desde 1986 Schmidt y
colaboradores se dieron la tarea de investigar los venenos de veinte especies de
himenoépteros incluyendo nueve especies de hormigas y nueve especies de avispas. La
actividad enzimatica del veneno de estos insectos sociales fue analizado encontrando que la
actividad fosfatasa estaba presente en ocho de los nueve venenos de las hormigas
analizadas y ausente en todos los venenos de las avispas mientras que la actividad fosfatasa
alcalina era claramente perceptible en los venenos de solo dos especies de hormigas. Por
otro lado, en la actualidad se conoce que la hormiga Solenopsis invicta conocida como la
hormiga de fuego también contiene cuatro conocidos alérgenos: fosfolipasa Al (Sol i 1),
Sol i 2, antigeno 5 (Sol 1 3) y Sol i 4 (Inagaki ef al. 2004 y Bil6 et al., 2005).

5.3.4.1 Veneno de Pseudomyrmex triplarinus

Entre los venenos de hormigas que han sido estudiados por su efecto anti-
inflamatorio se encuentra ¢l veneno de la hormiga Pseudomyrmex arboris-sanctae mejor
conocida como Pseudomyrmex triplarinus ya que mantiene una simbiosis con los arboles
Polygonaceae del genero Triplaris americana que son arboles que pueden medir hasta 30 m
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de alto con cavidades medulares en el tallo donde habitan las hormigas P. triplarinus. Estos
arboles se localizan en regiones calidas y pantanosas de Sudamérica como Bolivia, Brasil y
Perii. Estas hormigas son muy agresivas y su picadura muy dolorosa debido a que tienen en
su abdomen un aguijén o estilete muy desarrollado (Wheeler, 1942). El veneno de Ia
hormiga P. triplarinus esta contenido en un saco abdominal o glandula venenosa y es
inyectado dentro de la victima por medio del aguijon o estilete el cual es retractil. Este
veneno es un liquido cristalino, bacteriolégicamente estéril, de pH 5.8 y quimicamente
estable (Lewis y De la Lande, 1967 y Shultz y Armold, 1978).

Debido a que existe evidencia que el veneno de la hormiga P. triplarinus alivia el
dolor y la inflamacion en pacientes con artritis reumatoide, empezaron los estudios sobre la
accion anti-inflamatoria del veneno de estas hormigas. En 1968, Holzmann un médico
aleman que vivia en América del Sur utilizé el veneno de éstas hormigas para tratar la
artritis reumatoide que padecia observando una mejora generalizada en su padecimiento,
éste trabajo permitié iniciar diversos estudios con el veneno de estas hormigas encontrando
efectos benéficos en pacientes artriticos a quienes les administré el veneno de P.
triplarinus. Estos estudios clinicos, fueron confirmados en el Laboratorio Clinico de
Serrales en Santo Domingo en un estudio de doble ciego realizado por €l M. D., Charles
Sisk Director del Centro Médico y Cientifico de la Fundacion Nacional de Artritis
(Holzmann et al., resultados no publicados, Schultz y Amoid, 1984). En 1986 se analizaron
los componentes del veneno de la hormiga P. triplarinus en comparacion con el de abejas,
avispas y otras hormigas mostrando una alta actividad de fosfolipasa asi como una mediana
actividad hemolitica (Schmidt et al., 1986)

La caracterizacidn parcial de los componentes peptidicos del veneno de la hormiga P.
triplarinus mostrd que éste contiene 12 proteinas con pesos moleculares que van desde
4,200 Da hasta 100, 000 Da, con cuatro proteinas mas abundantes, que fueron aisladas y
purificadas mediante cromatografia de baja presion. La fraccion de menor peso molecular
demostrd tener actividad anti-inflamatoria (Hink et al., 1994). Posteriormente, Pan y Hink
llevaron a cabo el analisis de los péptidos de bajo peso molecular que poseen propiedades
anti-inflamatorias aislando 6 isoformas diferentes del veneno de P. triplarinus con pesos
moleculares que varian entre 6.998 y 7.142 kDas. Estas isoformas denominadas
Mirmexinas I-VI son muy similares entre si mismas y estin constituidas de diferentes
heterodimeros formados de una subunidad pequefia (SS1, SS2 6 SS3) unida mediante
puente disulfuro a la subunidad mayor (LS1 6 LS2) en todas las combinaciones posibles.
Asi mismo estos investigadores reportaron las secuencia aminoacidica de las subunidades
que componen las Mirmexinas (Pan y Hink, 2000).

Los 5 oligopéptidos de P. triplarinus no presentan homologia con otros péptidos
conocidos, a diferencia de las Ponericinas (grupo G) las cuales muestran una homologia del
60% con las proteinas cecropinas. Estos son una familia de péptidos antimicrobianos que se
han encontrado en dos familias de insectos Diptera y Lepiddptera que tienen un espectro
amplio de actividad contra bacterias y hongos, pero no afectan a las células eucariotas
(Booman, 1987, y Ekergren, 1999).
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5.4 Biogénesis de los péptidos

Los oligopéptidos son pequefias moléculas formadas por cadenas de 2 a 50
aminoacidos encontrados en todos los organismos vivos. Generalmente son llamados
moléculas regulatorias, debido a que la mayoria de ellos estan involucrados en procesos de
regulacion fisiolégica en los sistemas: nerviosos, endocrino e inmune (Sewald y Jakube,
2002). La biogénesis de los péptidos esta caracterizada por la produccion de un polipéptido
precursor e] cual esta compuesto por tres fragmentos como se muestra en la Figura 2. El
primer fragmento pre- se le denomina péptido sefial, el segundo fragmento pro- es el
propéptido, el cual puede incluir uno o varios péptidos (Figuras 2a y b). Inicialmente se
libera el péptido sefial quedando el propéptido y el péptido maduro como se muestran en la
Figura 2¢ y mediante la accién de proteasas se libera el péptido individual como se muestra
en la Figura 2d (Zamyatnin, 1990, 1991, 2004),

» TGO e TRebide)

> TSI o [PeplidolPepido] Fepide | Pepids)
c P TRepias)

-  Treptiac]

Figura 2. Biogénesis de los péptidos. El esquema representa el procesamiento de los péptidos a partir de un
polipéptido precursor. a) El precursor de los péptidos contiene tres regiones Pre- (péptido sefal), Pro-
(propeptido) y Péptido, b) El precursor puede contener varios péptidos, ¢) regién del Propéptido y Péptido d)
Péptido.

5.5 Procesamiento de los péptidos en las glindulas venenosas

La mayor parte de la investigacion en los venenos de animales esta enfocada en el
aislamiento y la caracterizacién bioquimica de los componentes y en la actividad funcional
sobre blancos celulares especificos que pueden se explotados con fines terapéuticos (Cao et
al., 2003, Corzo et al., 2003, Huang et al., 2003 y Wilson et al., 2004). En cambio existe
escasa informacién del procesamiento de péptidos en las células secretoras de las glandulas
venenosas y la informacion sobre estas glandulas basicamente es a nivel ultraestructural por
medio de microscopia electronica (Zeng et al., 2003).

Mediante el fraccionamiento y la caracterizacién bioquimica de los residuos
aminoacidicos, se sabe que la estabilidad de los péptidos a proteasas presentes en el mismo
veneno se realiza frecuentemente a través de las modificaciones postraduccionales y/o a
través de la uni6n de puentes disulfuro los cuales pliegan y estabilizan su estructura
(Vandenplas et al., 1985). Tipicamente las modificaciones postraduccionales incluyen
amidacién, sulfatacién, brominacién, glicosilacién, vy-carboxilacién, hidroxilacién,
piroglutamacion, N-C-ciclizacién e isomerizacion de D- aminoacidos. Enzimas especificas

UANL 15



Deteccion de los oligopéptidos del veneno de la Hormiga Pseudomyrmex sp. ;’g

son usadas durante la produccion de los péptidos del veneno, para introducir
modificaciones en sitios especificos, y estas pueden potenciar la biodisponibilidad del
peptido y su potencia, ademés de aumentar la estabilidad (Imperial et al., 2003 y Lewis y
Garcia, 2003). Recientemente se ha aplicado un enfoque molecular al estudio de los
venenos peptidicos, mediante la generacion de bibliotecas de DNAc y la caracterizacion de
RNAms codificantes a estos péptidos. Esto ha permitido deducir el tamafio del precursor, el
péptido sefial y el sitio de corte proteolitico en algunos casos (Gmachl et al., 1995 y Santos
ef al., 2003). Los péptidos de los caracoles conidicos se han estudiado considerablemente a
casi todos los niveles mencionados anteriormente y en algunos casos se cuenta con la
descripcion de la estructura terciaria (Lewis y Garcia, 2003 y Santos et al., 2003).

La proteina melitina es el veneno peptidico mas estudiado a nivel de procesamiento
¥ya que es el principal péptido téxico del veneno de la abeja de miel. Esta constituye una de
las pocas proteinas de insectos y aracnidos de las cuales se ha clonado el gen, caracterizado
sus requerimientos para insercion a la membrana, procesamiento proteolitico y
almacenamiento (Zimmermann, 1986, Gmachl ef al., 1995 y Moerman et al., 2002). El
RNAm de este gen se tradujo in vitro en un sistema libre de células y el producto protéico
se secuencié mediante la degradacion automatica de Edman. El tamafio del péptido
precursor, ¢l cual fue de 70aa, por lo que se requiere cuando menos 3 reacciones
postraduccionales para convertir la promelitina en melitina (Suchanek 1975, Suchanek
1978, Zimmermann 1986). La clonacién del DNAc confirmé la ausencia de intrones y la
capacidad maxima codificante del marco de lectura abierto de 70aa como el producto de
traduccion in vitro. La secuencia péptido sefial se ha empleado para dirigir proteinas
heterologas a la ruta secretoria en células de insecto (Vlasak e al; 1983). Mientras que en
las mirmexinas no se han reportado modificaciones postraduccionales, todas las ponericinas
excepto las del mosquito 4edes, son amidadas (Lowenberger ef al., 1999, Sun et al., 1998,
Andreu y Rivas, 1998).

5.6. Rutas secretorias de los venenos peptidicos

El mecanismo secretor o via secretora incluye las proteinas que son secretadas por la
célula, enzimas y otras proteinas que permanecen en el lumen del Reticulo Endoplastico
(RE), del Golgt y de los lisosomas, lo mismo que proteinas integrales de las membranas de
estos organelos y de la membrana plasmatica.

Debido a que cada molécula que viaja a lo largo de esta ruta biosintética secretoria
pasa a través de multiples compartimientos, la célula puede modificar las moléculas en
pasos controlados en cada uno de ellos, almacenarlas y entonces cederlas a un dominio
especifico en la superficie celular por un proceso llamado exocitocis. Los compartimientos
de la ruta biosintética secretoria estan en comunicacion constante unos con otros por medio
del transporte de vesiculas, las cuales geman continuamente de una membrana y se
fusionan con otra. Este trifico estd profundamente organizado y va desde RE al aparato de
Golgi y a la superficie celular. Las enziméas destinadas a los lisosomas se fosforilan en el
cis- Golgi, con lo que se producen multiples residuos de manosa 6-fosfato (M6P). Los
receptores de M6P en el reticulo trans- Golgi fijan las proteinas fosforiladas y dirigen su

%
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transferencia hacia los endosomas tardios, en donde los receptores y las proteinas se
disocian. Luego los receptores son reciclados hacia el Golgi o la membrana plasmatica y
las enzimés lisosomicas son entregadas o dirigidas a los lisosomas. Todas las enzimas del
Golgi que se conocen se insertan en la membrana del RE rugoso y luego son movidas en
vesiculas de transporte hacia el Golgi, en donde permanecen. El mecanismo de transporte
en la Figura 3 muestra la via de secrecion en el RE y complejo de Golgi. Para efectuar esta
funcion cada vesicula que gema desde un compartimiento debe tomar solo las proteinas
apropiadas y debe fusionarse solo con la membrana correcta. Cada compartimiento debe
mantener su propia identidad mientras participa en este flujo constante de componentes de
membrana (Kornfeld, 1992, Jhonson, 1997, Karp, 1998, Blazquez y Shennan, 2000).

Figura 3. Esquema representativo de la via secretoria. Las protefnas portadoras de la secuencia sefial se
adhieren a la membrana de RE rugoso. Las cadenas polipeptidicas se insertan en la membrana del RE o la
atraviesan hacia el lumen. La ruta secretoria continua con la formacién de vesiculas de transporte en el
complejo de Golgi y vesiculas secretorias a la superficie celular (Modificado de Blazquez y Shennan, 2000)

5.6.1 Ruta constitutiva

La ruta desde el RE, al aparato de Golgi hasta la superficie celular se le conoce
también como la ruta por “default” o constitutiva, debido a que las proteinas no parecen
requerir de sefiales especiales para seguirla, esto es que cualquier proteina que entra al RE
pasara automaticamente al aparato de Golgi y a la superficie celular a menos que contenga
sefiales de retencién para un compartimiento especifico, como la secuencia de retencion en
el RE conocida como KDEL (Lis, Asp, Glu y Leu). Posteriormente, ocurre el proceso de
glicosilacion y se secretan (Chéavez ef al., 1996, Lodish et al., 2003 y Sakaguch, 1997).

5.6.2 Ruta reguladora
Todas las células contienen una “ruta secretoria constitutiva” para obtener las

proteinas membranales, sin embargo las células secretorias especializadas tienen una
segunda ruta secretoria en la que las proteinas solubles y otras substancias son almacenadas

& 17



Deteccidn de los oligopéptidos del veneno de [ Hormiga Pseudomyrmes sp. Cm
%

e —————— ]

en vesiculas secretorias para la liberacion posterior de su contenido. Esta “ruta secretoria
regulada™ se encuentra en las células secretorias dentro de glandulas y érganos productores
de hormonas, neurotransmisores, venenos peptidicos o enzimis digestivas. Muchas
hormonas polipeptidicas y neuropéptidos, asi como enzimas hidroliticas secretables, se
sintetizan como una proteina precursora inactiva de la cual produce la forma activa
mediante protedlisis con una proteasa unida a la membrana. Estos cortes inician desde el
trans-Golgi y contintan en las vesiculas secretorias y algunas veces hasta en el fluido
extracelular después que ha ocurrido la secrecion.

Algunas proteinas como las encefalinas (neuropétido de 5 aminoacidos) son tan
cortos en su forma madura para que se transporten cotraduccionalmente en el lumen del RE
o para incluir sefiales necesarias para empacarse en las vesiculas secretorias, por lo que la
presencia de precursores es indispensable (Le Borgne, et al.,, 1998, Dannies, 1999,
Blazquez er al., 2000, Lodish et al., 2003). El paso final en la ruta secretoria regulada es la
liberacién del producto por exocitosis. La sefial para secretarlas frecuentemente es un
mensajero quimico como una hormona que se une a receptores sobre la superficie celular.
La activacion resultante genera una sefializacién intracelular, frecuentemente incluye el
aumento en la concentracién de calcio libre en el citosol. En el caso de los
neurotransmisores la sefial es una excitacién eléctrica. Por un mecanismo desconocido las
vesiculas secretorias se fusionan con la plasma membrana y liberan su contenido al espacio
extracelular. Se cree que la via de maduracion de las proteinas de secrecion, en levaduras,
algas, fibroblastos y células acinares pancreaticas, es funcional en todas las células
eucariotas (Alberts ef al., 1994, Sakaguchi, 1997, Dannies, 1999 y Lodish ef al., 2003).

La ruta secretoria en células neuroendocrinas, células e€xocrinas, neuronas
peptidogénicas, mastocitos, y otras células secretoras contienen procesos adicionales de
concentracion de proteinas especificas dentro de granulos secretores. Las proteinas
salivares como la amilasa son removidas por granulos después de que son formadas y
liberadas a su ruta consecutiva (Dannies, 1999, Castle ef al., 1998, Hirst y Robinson, 1998,
Dannies, 1999 y Kelly, 1985). De igual forma existen distinta variedad de organismos
como artropodos, viboras, dipteros y otros insectos que cuentan con una variedad de
glandulas como los son las glandulas salivares y glandulas venenosas donde existe la
posibilidad de que la misma ruta secretora sea utilizada (Lui X et al., 2004).

5.7 IMPORTANCIA

Debido a que la informacién generada con respecto a la hormiga Pseudomyrmex
triplarinus se encuentra basada en las propiedades anti-inflamatorias de los péptidos de
bajo peso molecular y hasta la fecha se desconocen los mecanismos de secrecion de estos
péptidos y no se han descrito modificaciones postraduccionales, en el desarrollo de esta
tesis se realizé la deteccion de los péptidos de bajo peso molecular mediante
inmunodeteccion en extractos protéicos abdominales del veneno de la hormiga
Pseudomymrmex sp.
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Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente tesis nos permitiran analizar
la forma de procesamiento de estos péptidos y abrir una investigacién mas extensa con
respecto al estudio de otras hormigas y/o insectos.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta de la hormiga Pseudomyrmex sp.

La colecta de las hormigas Pseudomyrmex sp. se llevo a cabo en la ciudad de Santa
Cruz, Republica de Bolivia, en colaboraciéon con el Departamento de Entomologia del
Museo de Historia Noel Kempff Mercado, dependiente de la Universidad Auténoma
Gabriel René Moreno.

Las hormigas Pseudomyrmex sp. habitan en los arboles Triplaris americana llevando
a cabo un simbiosis hormiga-arbol. Una vez que se localizaron los arboles las hormigas
fueron colectadas utilizando la técnica de golpeteo que permite la defensa de su territorio y
por consecuencia la colecta de las mismas (Schultz y cols., 1984). Las hormigas colectadas
se almacenaron en RNA later ™ utilizando de 5-10 voltiimenes de RNA later ™ (Ambion,
Inc. USA) que es una solucidén acuosa no toxica para el almacenamiento de tejidos que
rapidamente hace permeable el tejido y protege el RNA celular de los tejidos in situ en
muestras sin congelar a -70°C.

6.2 Observacion y diseccion morfolégica

Para validar que realmente los especimenes eran los correctos se realizé un analisis
morfolégico detallado de las hormigas Pseudomyrmex sp. (Wheeler, 1942, Flores, 2002 y
Salinas, 2002).

Para la observacion las hormigas fueron lavadas en agua destilada para eliminar la
solucién estabilizadora de RNA (RNA later ™, Ambion, Tx USA), después fueron fijadas
en glicerol y acido acético (1:4) para una mejor manipulacién en el montaje en laminillas
asi como la diseccion de cabeza, torax, abdomen y patas. Finalmente, la observacién
morfologica se llevé a cabo en un microscopio Olympus CKX41SF y en el estereoscopio
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Olympus SZ61. Las imagenes fueron documentadas en una camara digital Olympus C-
4000 ZOOM.

6.3 Transcripcion in vitro de las secuencias nucleotldlcas codificantes a los
péptidos de bajo peso molecular

6.3.1 Obtencion de las secuencias nucleotidicas

Las secuencias nucleotidicas codificantes a los péptidos de bajo peso molecular
fueron obtenidas a partir de las construcciones de las construcciones de pCRTopo 2.1-SS2
y pCRTopo 2.1-LS1 proporcionadas por €l M.C Fermin Mar Aguilar. La construccion
pCRTopo 2.1-SS2 contiene la secuencia SS2 y pCRTopo 2.1-LS1 de LS1. Ambas
secuencias nucleotidicas se obtuvieron mediante transformacion en bacterias calcio
competentes de Ia cepa DH5q, la obtencion de los DNAs plasmidicos y digestion de los
mismos se describe a continuacion:

6.3.1.1 Preparacion y transformacion de bacterias competentes
de Escherichia coli.

Para la preparacién de bacterias competentes se inoculé una colonia de la cepa
Escherichia coli DH5a en medio caldo LB (del inglés Luria-Bertani. NaCl 1%, extracto de
Levadura y Triptona 0.5%) y se incub6 a 37°C en agitacion toda la noche a 250 rpm. A
continuacion se inoculé 1 ml de cultivo en 100 ml de medio LB fresco en la incubadora
(Shaker Brinkmann Orbimix 1010) a 37°C en agitacion hasta que se alcanz¢ una Densidad
Optica entre 0.3 y 0.4 a una absorbancia de 590 nm. Llegando a este punto, el cultivo en
fase exponencial, se transfiri6é a un tubo de centrifuga estéril de 50 ml y se incubd en hielo
10 min. El sedimento celular se recuperd por centrifugacién a 5 000 rpm a 4°C durante 10
min desechando el sobrenadante. El paquete celular se resuspendié en 10 ml de CaCl, 0.1
M esténil hasta que se disolviera bien y se incubd en hielo por 30 min. Al termino de la
incubacion el paquete celular fue centrifugado por 10 min a 5 000 rpm a 4°C, el
sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 2 ml de CaCl; 0.1 M y se
almacenaron a 4°C en hieio. La eficiencia de transformacion se verifico utilizando el vector
PTYBI11 1 ng/pl. Para conservar las bacterias se les afiadio glicerol estéril frié al 15 % en
alicuotas de 200 pl, las cuales se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -
70°C. Para la transformacion se colocé una dilucién 1:10 del vector PCRTopo 2.1-SS2 en
50 wl de bacterias competentes de la cepa Escherichia coli DHS5a y el mismo
procedimiento se realizo para el vector pCRTopo 2.1-LS1. L.a mezcla de las reacciones
anteriores se incubd en hielo durante 30 min. Seguidamente, se aplicé un chogue térmico a
42°C por 1 minuto e inmediatamente se transfiri6 a hielo durante 5 min. Después de
aproximadamente 1 hora de recuperacion en medio LB a 37°C en agitacion, las bacterias
transformadas se centrifugaron por 20 segundos y se desecharon 200 ul del medio de
cultivo, los 50 pl restantes se utilizaron para resuspender las bacterias y sembrarlas en
placas con agar LB mas ampicilina (50 mg/ml) incubando toda la noche a 37°C.
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6.3.1.2 Obtenciéon del DNA plasmidico mediante minipreparacion por ¢l método
de lisis alcalina

Después de la transformacion se seleccionaron colonias blancas de las construcciones
pCRTopo 2.1-SS2 y pCRTopo 2.1-LS1 las cuales fueron inoculadas en un tubo estéril con
3 ml de medio liquido LB con ampicilina (50 mg/ml) y se dejaron crecer a 37°C toda la
noche en el agitador orbital ya mencionado. Posteriormente, se realizb la preparaciéon del
DNA plésmidico usando el método de lisis alcalina (Birmboim 1979, Kraft, 1988 y
Maniatis, 1982). Primeramente s¢ recogio el sedimento celular en un tubo estéril (1.5 ml)
centrifugando a 14 000 rpm por 2 min. Se descarto el sobrenadante y se recupero la pastilla
de las muestras resuspendidas en 150 pl de solucion de lisis (solucion I: glucosa
S50mMEDTA 10mM pH 8.0 y Tris-HCIl 25mM, pH 8.0) después de incubarlas por 5 min a
temperatura ambiente se afiadieron 150 ul de la solucién desnaturalizante (solucion II:
NaOH 0.2N y SDS 1.0%) mezclandolas por inversion cada una. Luego se afiadieron 150 pl
de la solucién III (Acetato de Sodio 3M, pH 5.2) y las muestras se incubaron durante 5 min
a -20°C. A continuacion se centrifugaron durante 5 min a 14 000 rpm y se recogid ¢l
sobrenadante el cual se transfirié a un tubo limpio. El1 DNA fue precipitado con 500 pl de
isopropanol 100 % y mezclado una vez mas por inversion e incubado por 10 min a -20°C.
La técnica continuo centrifugando por 5 min a 14 000 rpm y descartado inmediatamente el
sobrenadante para obtener las pastillas las cuales fueron lavadas con 400 pl de etancl 70 %
mediante agitacion con vortex. Posteriormente, las pastillas se dejaron secar por un tiempo
de 10 min a temperatura ambiente v finalmente se resuspendieron en 20 ul de H>O miliQ
con ribonucleasa (RNAasa) 10 mg/ml.

6.3.1.3 Electroforesis de DNA plasmidico en gel de agarosa

La separacion e identificacion del DNA plasmidico fue realizada con las técnicas
electroforeticas que permiten a las macromoléculas cargadas desplazarse en un campo
eléctrico, con velocidad proporcional a su carga e inversamente proporcional a su tamafio
(Davis et al., 1994). De acuerdo a este fundamento las electroforesis se realizaron sobre
soportes solidos de agarosa de 0.8, 1 y 1.5 % los cuales fueron colocados en una camara de
electroforesis horizontal modelo B1A (Owi-Separation Systems, Protsmouth, NH,USA)
sumergidos en SB 1X (Hidréxido de Sodio (10Mm y Acido Bérico 0.8M) que funciona
como solucién amortiguadora. Las muestras de DNA se depositaron en los pozos del gel
mezclandolas con 1 pl de jugo azul 6X (Azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 % y
glicerol 30 %). Las condiciones de corrimiento de la electroforesis fue de 80-100V y los
geles se tifieron 10 min en una solucién de bromuro de etidio (5 uwg/ml) para la
visualizacién de los fragmentos de DNA, los geles se colocaron sobre un transiluminador
de luz UV (UVP UV/W Transilluminator Model-20 Upland, CA, USA) y la adquisicién de
las imagenes se lievd a cabo con una camara digital Olympus C-4000 ZOOM.

6.3.1.4 Digestion de los DNAs plasmidicos con enzimas de restriccion
Los DNAs plasmidicos de las construcciones pCRTopo 2.1-SS2 y LSt obtenidos

mediante la técnica de minipreparacion fueron digeridos con enzimas de restriccion para
lograr liberar el inserto de interés que permitié su amplificacién. Para la obtencién de la
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secuencia SS2 se utilizaron las endonucleasas BamIll y EcoRV (Invitrogen, Carlsband,
California USA) que liberaron un fragmento de 373 pb. Basandonos en las especificaciones
de la casa comercial se digirieron 1 pg de DNA anadiendo a la solucién 3 pl de buffer 3
10X, 0.3 pl de la enzima BamHI 10U/ul, 0.3 ul de la enzima EcoRV 10U/ul y 18.4 ul de
agua miliQ para obtener un volumen final de 30 pl. La mezcla de la reacciéon se incubéd
durante toda la noche para lograr una digestion total del DNA en una incubadora Binder
GMBH a la temperatura 6ptima (37°C). El mismo procedimiento se llevé a cabo con el
vector pCRTopo 2.1-LS1. En este caso las enzimas de restriccion utilizadas fueron HindIl1
¥y EcoRV (Invitrogen, Carlsband, California USA) que liberaron la secuencia de la
subunidad mayor LS1 de 358 pb como se esperaba. La doble digestion se realizé a partir de
4 pg de DNA plasmidico agregando 1 pl de buffer 2 10 X, 1 ul de la enzima HindlIl
10U/ul, 1 pl de la enzima EcoRV 10U/l y 6 pl de agua miliQ para completar un volumen
de 10 pl finales de reaccion. La digestion se incubo por 3 h a 37°C. Posteriormente, ambas
digestiones se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1.5 %.

H,0 miliQ 18.4 ul H>O miliQ 6 ul

Buffer 3 10X 3l Buffer 2 10X 1l
Enzima BamHI 10U/pl 0.5 pul Enzima HindIII 10U/pl 1 ul
(Invitrogen) (Invitrogen)
Enzima EcoRV 10U/l 0.5 pul Enzima EcoRV 10U/ul 1 pl
(Invitrogen) (Invitrogen)
DNA plasmidico (1 pg/pl) 8 ul DNA plasmidico (4 pg/ul) 1 pl

30 ul 10 pl

6.3.1.5 Diseiio de los oligonucleétidos con el promotor T7
a) T7-SS2

Para incluir el promotor T7 en la secuencia SS2 se realizé el disefio del
oligonucledtido 5° T7SS2 con una Tm tedrica final de 76.3°C y se utilizé el oligonucleotido
3’ SS1IRCN3 previamente disefiado por Fermin Mar Aguilar (Tesis de Doctorado, FCB,
2006) con una Tm de 63.7°C. Usando el programa Oligo4.0 (Nacional Biosciences,
Plymouth, MN. USA) se verificé la estructura secundaria de los oligonucleétidos y se
obtuvo una temperatura de alineamiento de 55.6°C. De acuerdo a el programa Amplify 1.2
(University Wisconsin, Madison, WI USA) que simula las condiciones de estabilidad y
unién de los oligonucleotidos se realizé la PCR virtual empleando ambos oligonucleotidos,
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en este caso la estabilidad del oligonucleotido 5° T7SS2 fue de un 84 % mientras que la
estabilidad de unién de 63 %. El oligonucleétido 3'SS1RCN3 mostré una estabilidad del
100 % y una estabilidad de union de un 70 %. La secuencia del oligonucleotido 5° T7SS2
que contiene la secuencia del promotor T7 para llevar a cabo la transcripcion in vitro se
describe en el Anexo. .
El resultado del analisis del PCR virtual muestra como se esperaba el fragmento de
268 pb como se observa en el siguiente diagrama:

5°'T7SS2
>

o
£
-]
o
o~
3°SS1RC3N

El oligonucleétido 5° T7SS2 fue resuspendido en TE 1X a una concentraciéon de 100
ng/ul y utilizado con el oligonucleotido 3'SS1RCN3 para llevar a cabo una amplificacion
mediante PCR utilizando gradiente temperatura. Las condiciones optimas de la mezcla de
reaccion para la amplificacién por PCR fueron: 19.6 pl de H,O miliQQ, 2.5 pl de buffer 10X,
0.75 pl de MgCl; 50mM, 0.25 pl de NTP's 20mM, 0.3 pl de cada oligonucleotido con una
concentraciéon de 100ng/pl, 0.3 pl de Taq polimerasa 5U/pul de Promega (Madison Wi,
USA) y finalmente 1pl de DNA. El gradiente se analizé con un rango de temperaturas de
alineamiento que van de 55°C a 62°C. El resultado de esta primera reacciéon de PCR se
analizé en un gel de agarosa al 1%. El programa de gradiente utilizado se describe a
continuacion:

Tabla L.

Programa utilizado para la amplificacion de la subunidad menor SS2

I'emperatura ( C) lempo Evento

1 94 2 min Desnaturalizacion inicial
2 94 30 segundos Desnaturalizacion
3 55°C-62°C 30 segundos Amplificacion
4 7200 1 minuto Extension
5 P 20 B 2 min Extension final
b) T7-LS1

Para incluir el promotor T7 en la secuencia nucleotidica LS1 se disefio el
oligonucle6tido 5> T7LS1 que de acuerdo al programa Oligo4.0 (Nacional Biosciences,
Plymouth, MN. USA) tiene una Tm de 71.7°C. También se utilizé el oligonucleétido 3°
LS1RCF (Mar Aguilar, Tesis de Doctorado, FCB, 2006) el cual tiene una Tm de 63.7°C.
El programa indicé utilizar una temperatura de alineamiento de 55.1°C, De igual forma se
realiz6 el PCR virtual empleando el programa Amplifly 1.2 (University Wisconsin,
Madison, WI USA) donde se obtuvo el andlisis de la estabilidad del oligonucleétido 5’
T7LS1 la cual correspondio a un 84 % y una estabilidad de uniéon del 60 %. El
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oligonucleotido 3° LS1RCF demostré una estabilidad de un 100 % y una estabilidad de

unién de un 71 %.

La secuencia del oligonucle6tido 5° T7LS1 contiene la secuencia del promotor T7
para llevar a cabo la transcripcion irn vitro se muestra en el Anexo.
El resultado del analisis del PCR virtual mostré como se esperaba el fragmento de 281 pb
como se observa en el siguiente diagrama.

3°LS1RCF

A continuacién el oligonucleétido 5° T7LS1 fue resuspendido en TE 1X a una
concentracion de 100 ng/pl y fue utilizado con el oligonucle6tido 3'LSIRCF para la
amplificacion mediante PCR utilizando un gradiente de temperaturas. Las condiciones
optimas de la reaccidn para la amplificacion por PCR fueron: 19.6 ul de HyO miliQ, 2.5 pl
de buffer 10X, 0.75 pl de MgCly 50mM, 0.25 pul de dNTP’s 20mM, 0.3 ul de cada
oligonucleotido con una concentracion de 100ng/pl, 0.3 pl de Taq polimerasa 5U/ul de
Promega (Madison Wi, USA) y finalmente 1ul de DNA. El gradiente se realiz6 utilizando
un rango de temperaturas de alineamiento que van de 55°C a 65.2°C. El resultado de Ia
amplificacion de PCR se analizé en un gel de agarosa al 1% y el programa de gradiente
utilizado se describe a continuacion:

Tabla II.

Programa utilizado para la amplificacién de la subunidad mayor LS1

Evento

Temperatura (*C) liempo

94 2 min Desnaturalizacion inicial
94 30 segundos Desnaturalizacion
54°C-65.2°C 30 segundos Amplificacion
T2°C 1 minuto Extension
72°C 2 min Extension final

6.3.1.6 Purificacion de los DNAs amplificados T7-SS2 y T7-LS1 a partir de geles
de agarosa

La purificacion de los DNAs amplificados por PCR se llevd a cabo a partir de geles
de agarosa al 1 % utilizando las columnas del Kit Wizard® (Promega Corporation,
Madison, W1, USA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Este método se basa
en la utilizacion de una columna con resina de silice para la captura y purificacion de los
fragmentos o bandas de DNA de interés visualizadas en el gel de agarosa afiadiendo una
solucion de unidén compuesta de isotiocianato de guanidina. Cada muestra purificada fue
colocada en tubos eppendorf libres de Rnasas y fueron resuspendidas en 20 ul de agua
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tratada con DEPC. Posteriormente, se llevé a cabo el analisis de calidad y concentraciéon de
los productos purificados mediante absorbancia con luz ultravioleta a 260 y 280 nm.
Ademas, se verificé la concentracién de los DNAs mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 %.

6.3.1.7 Transcripcion in vitro de T7-SS2 y LS1

Para la transcripcion in vitro de las secuencias codificantes a SS2 y LS1 se utilizaron
como DNAs templado las secuencias amplificadas T7-SS2 y LS1 de 268 y 281 pb, asi
como el Kit AmpliCamp siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (Epicentre,
Madison, WI, USA). En un tubo eppendorf se afiadieron los siguientes componentes: 1ul de
inhibidor de RNasas, 1ug de DNA linearizado, 2 pl de buffer de transcripcién 10X, 6 pul de
nucledtidos Cap/NTP PreMix (7.5mM ATP, CTP y UTP, 1.5mM GTP, 6mM m’
G[5’1pppl5°]1G Cap Analog), 2 pl de DTT 10mM y 2 ul de RNA polimerasa T7 (20 U/pl).
La reaccion se desarrollo durante 2 h a 37°C y posteriormente se visualizé en un gel de
agarosa en condiciones desnaturalizantes con glioxal al 1.5 % para la comprobacién de la
transcripcion.

6.3.1.8 Visualizacion de los RNAs en condiciones desnaturalizantes usando
glioxal

Para la preparacion del gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes usando
glioxal se fundieron 3 g de agarosa en 200 ml de buffer BTPE 1X (10 mM PIPES, 30 mM
Bis-Tris, y 1 mM EDTA). La preparacién de las muestras se realizé utilizando 3 pg de
RNA y se procesaron con 10 ul de una solucion de glioxal-bromuro de etidio que incluyo 6
ul de DMSO, 2 ml de glioxal desionizado, 1.2 ml de amortiguador BTPE, 600 pl de
glicerol 80 % y 0.2 ml bromuro de etidio 10 mg/ml. La mezcla se calent6 a una temperatura
de 50-55°C durante 1 hora y posteriormente se cargo en los pozos del gel usado un carril
con jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol 30%) y como
soluciéon amortiguadora BTPE 1X. La electroforesis se realizé a 40 V/cm por 3 h, se
enjuagd con agua corriente y se coloc6é por 15 min en una bandeja con una solucidén de
bromuro de etidio (50 pg/ml) preparada con agua tratada con DEPC. El gel se analiz6 en un
transiluminador de luz UV (UVP UV/W Transilluminator Model-20 Upland, CA, USA)
para visualizar el RNA y se fotodocumenté con una camara digital Olympus C-4000
ZOOM. Por ultimo, se determiné la integridad del RNA mediante la visualizacion de las
bandas de RNAs ribosomales 28S y 18S mayoritarias.

6.4 Traduccion in vitro de los RNAs de Ia hormiga Pseudomyrmex sp.
6.4.1 Obtencién del RNA total de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Debido a la existencia de las ribonucleasas (RNasas) durante el proceso y
manipulaciéon del RNA se utilizaron materiales, soluciones y reactivos libres de RNasas.
Para evitar la contaminaciéon de estas enzimas todo el material se horneo minimo 4 h a
200°C y las soluciones se prepararon a partir de reactivos para biologia molecular libres de
RNasas. Las superficies, pipetas y la camara de electroforesis fueron tratadas con
RNAaseZap (Ambion, Tx USA).
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El método utilizado para la extraccion de RNA total de la hormiga Pseudomyrmex sp.
fue una modificacién a lo descrito por Chomeczynki y Sacchi en 1987 utilizando la técnica
de trizol (Invitrogen, Carlsband, California USA) que es un agente caotropico que causa
lisis de las células rompiendo la membrana celular y la de los organelos logrando la
desnaturalizacién de las proteinas como se muestra en la Figura 4.

Las hormigas almacenadas a -70°C fueron descongeladas en hielo y después se
maceraron de 700 a 1160 mg de tejido en morteros previamente horneados a 200°C
adicionando 1 ml de tnzol por cada 100 mg de tejido. Los tejidos se homogenizaron
pipeteando varias veces el volumen para después pasarlo a un tubo eppendorf de 1.5 ml
libre de RNasas. Posteriormente el homogenizado se dejé incubando a temperatura
ambiente por 5 min para permitir la disociacién de los complejos nucleoprotéicos. Se
afiadieron 200 ul de cloroformo y la muestra se agité vigorosamente por 15 segundos y se
dej6 incubando de 2 a 3 min. Se realiz6 una centrifugaciéon a 12 000 rpm por 15 min a 4°C.
Se recuper6 la fase superior transparente que contiene el RNA (aproximadamente 600 pl)
evitando tomar la interfase y la fase inferior (roja). Se afiadieron 500 ul de isopropanol para
después incubar a temperatura ambiente 10 min. De nuevo se realizé una centrifugacién a
12 000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante se decantd con mucho cuidado y se le
afiadié 1 ml de etanol al 75 % para lograr lavar la pastilla del fondo.

Posteriormente se mezcld por medio de vortex por 5 segundos para lograr despegar la
pastilla. El liquido se volvié a centrifugar a 7 500 rpm por 5 min a 4°C y el sobrenadante
fue desechado para lograr secar la pastilla de RNA la cual debe de observarse como una
gelatina. E1 RNA fue disuelto en 10 pl de agua tratada con DEPC y se dejo incubando a
60°C por 10 min para ayudar a disolver el RNA y deshacer las estructuras secundanas.
Inmediatamente después, se colocod en hielo para ser cuantificado y lograr visualizario en
un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente los RNA totales de la
hormiga fueron almacenados a -70°C en alicotas de 2 pl.

Para determinar la concentracion del RNA se colocé 1 pl de la muestra en una celdilla
nueva la cual contenia 1 ml de agua tratada con DEPC. Se hicieron mediciones de
absorbancia en espectrofotéometro a 260nm y 280nm tres veces para evitar variaciones entre
las lecturas. Se multiplico el valor de A260 por 40 (factor para RNA) y el resultado
obtenido correspondié a la concentracion de pg/pl. De acuerdo a las mediciones realizadas
en el espectrofotdometro se obtuvo la pureza del RNA.

an, X
o ' ‘ ] RNA
Q‘j ﬁ ; » / ? TOTAL

| &
-
Maceracién dei Se afiade Centrifugar Se aflade Centrifugar
tejido doroformo isopropanol

Figura 4. Diagrama representativo de la obtencién del RNA total. El esquema describe el protocolo
realizado para la obtencion del RNA total de la hormiga Pseudomyrmex sp.
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6.4.1.1 Procesamiento del gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes
usando formaldehido

El RNA aislado se analiz6, mediante una electroforesis en gel de agarosa que contenia
formaldehido al 1 %. Esta electroforesis se lleva a cabo en condiciones que aseguren la
desnaturalizacién del RNA, para minimizar la formacién de estructuras secundarias y
conseguir asi que su migracion electroforética sea inversamente proporcional a su masa
molecular. Para ello, se recurre a agentes desnaturalizantes como glioxal, formaldehido,
urea o hidréxido de metilmercurio, que son afiadidos tanto al gel como a las muestras. La
manera en la que se realizé el gel desnaturalizante fue mediante el siguiente procedimiento:
Se precalentaron 17.5 ml de formaldehido y 3 ml de buffer MOPS 10 X (3M NaC(Cl, 0.5M
Tris-HCI) a 55°C. Se fundieron 0.3 g de agarosa en 25 ml de agua tratada con DEPC. La
agarosa se dejo enfriar para poder aftadir la mezcla realizada con el buffer MOPS 10 X y el
formaldehido. Para la preparacién de las muestras de RNA se realizé una premezcla para
cada una con 1.5 pl de buffer MOPS 10 X, 5.5 pl de formaldehido al 37%, 15 pl de
formamida al 99.5% y 1 ul de RNA (3 ug). Posteriormente, se agitaron mediante vortex
todas las muestras y se incubaron por 15 min a 60°C para desnaturalizar el RNA, luego
fueron incubadas en un bafio de hielo. Después de la desnaturalizacion inmediatamente se
afiadieron 10 pl de jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol
30%) mezclando cada muestra para después depositaria en los pozos del gel de agarosa con
buffer MOPS 1X el cual fue utilizado como buffer de corrida el cual fue colocado en la
camara electroforetica horizontal modelo B1A de BioRad (Owi-Separation Systems,
Protsmouth, NH, USA). La electroforesis se realizé a 40 V/cm por 3 h, se enjuago6 con agua
corriente y se colocé por 15 min en una bandeja con una solucién de bromuro de etidio (5
pg/ml) preparada con agua tratada con DEPC. El gel se analizé en un transiluminador de
luz UV (UVP UV/W Transilluminator Model-20 Upland, CA, USA) para visualizar el
RNA y se fotografio con una camara digital Olympus C-4000 ZOOM. Por ultimo se
determind la integridad de las bandas de RNAs ribosomales 28S y 18S mayoritarias.

6.4.2 Extraccién del RNA poliA”*

A partir del tejido de la hormiga Pseudomyrmex sp. se realiz6 el aislamiento del RNA
poliA" utilizando un sistema de purificacién basado en particuias magnéticas con oligo (dT)
(Kit Straight A's mRNA Isolation System, Novagen, Madison, WI USA) que son las
encargadas de capturar el RNAm poliA*. Se siguié el protocolo descrito en el manual de
instrucciones proporcionado por la casa comercial (Novagen, Madison, WI USA) como se
muestra en la Figura 5.

Las hormigas que se encontraban almacenadas a -70°C se dejaron descongelar en
hielo y se colectaron los tejidos frescos 1o més rapido posible. Se pesaron 0.5 g de tejido el
cual fue macerado con 25 ml de buffer de lisis en morteros horneados 4 h a 200°C.
Inmediatamente después se afiadié DTT con una concentracion final de 10 mM (100 ul de
DTT 1 M por 10 ml de buffer de lisis). Se homogenizaron los fragmentos de tejido de 1-2
min. El material fue pipeteado a frascos que fueron cenirifugados a 9 000 x g por 15 min a
4°C.

Posteriormente, las particulas magnéticas oligo (d1) fueron sometidas a un
tratamiento donde son preparadas para su uso en un tubo de 15 ml realizando 2 lavados con
el buffer wash, mediante agitacion tipo vértex, capturandolas con el stand de separacién y
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decantando el sobrenadante. Se utilizaron 2 ml de buffer wash por 20 mg de particulas
magnéticas oligo (dT) (2 ml). Finalmente las particulas magnéticas oligo (dT) se
resuspendieron en 2 ml de buffer wash. Después de la centifrugacion de los tejidos se
decantd el sobrenadante dentro de un tubo de 50 ml donde se afiadieron las particulas
magnéticas oligo (dT) ya preparadas y se mezclo el tubo suavemente por inversion para
lograr distribuir las particulas. Se contimio con una incubacién de 5 min a temperatura
ambiente. Se capturaron las particulas de la solucién con el stand de separacién y se
decanto el sobrenadante. Las particulas capturadas anteriormente fueron lavadas utilizando
6 volumenes del buffer wash y capturadas (este paso se repitié 2 veces mas).

Posteriormente, se afiadié 1 ml de buffer wash con el cual se resuspendieron las
particulas y después fueron transferidas a tubos de 1.5 ml donde una vez mas fueron
capturadas removiendo el sobrenadante. Las particulas se resuspendieron en 0.5 ml de agua
tratada con DEPC y se incubaron a 60°C por 10 min para lograr eluir el RNAm.
Nuevamente las particulas magnéticas oligo (dT) se capturaron con el stand de separacién y
el sobrenadante que es el que contiene el RNAm se transfirié a un tubo de 1.5 ml donde se
le afiadié 2 pl de glicogeno 10mg/ml, 50 pl de NaOAc 3 M y 0.6 volumenes de isopropanol
los cuales se mezclaron mediante vortex. Inmediatamente después, se centrifugaron a
14 000 x g por 10 min. El sobrenadante se desecho y la pastilla de RNA se lavo con 0.5 ml
de etanol al 70 % luego se centrifugd por 5 min a 14 000 rpm descartando el
sobrenandante. La pastilla se dejo secar por 10 min y finalmente el RNA se resuspendid en
25 pl de agua tratada con DEPC. Para determinar la concentraciéon del RNAm se realizé el
mismo procedimiento descrito anteriormente. Para lograr visualizar el RNA poliA”* se
preparé un gel de agarosa 1.5 % en condiciones desnaturalizantes como anteriormente se
describio.

Tejido animal
20 minwtos ———» » Homogenizacién en buffer
de lisis
| 4
> minutos —p Particulas magnéticas oligo (dT)
‘."f —

15 minwtos —— P J l) ) Aislamiento magnético

4
. | | Elcién, y precipitacién del
15 minutos > | | RNA poli A*

55 minutos

Figura 5. Representacion de la obtencién del RNA poliA*. El esquema muestra el protocolo para la
obtencion del RNA poliA* de la hormiga Pseudomyrmex sp. basado en las indicaciones de la casa comercial
Novagen
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6.5 Estandarizacion de los anticuerpos anti-SS1 y LS1
6.5.1 Expresion de las proteinas de fusion MBP-SS1 y MBP-L.S1

Para la estandarizar las condiciones de la deteccion de los anticuerpos se realizo la
obtencion de las proteinas de fusion MBP-SS1 y LS1 (Salinas, 2005 y Flores Espinola,
Tesis de Maestria, FCB, 2006) usando el protocolo descrito por la casa comercial (New
England Biolabs NEB, Beverly, USA). El DNA de las construcciones pMALc-SS1 y
pMALc-LS1 fue transformado en bacterias competentes de la cepa de expresion
Escherichia coli TB1 preparadas como ya se describié anteriormente. Posteriormente, se
tomd una colonia y se inoculé en tubos de ensaye con 3 ml de medio LB + 3 ul de
ampicilina 50 mg/ml y se dejaron incubando toda la noche a 37°C con una agitacion
constante de 250 rpm (Shaker Brinkmann Orbimix 1010).

Posteriormente, se tomoé 0.5 ml de cultivo que fue inoculado en 5 ml de medio LB +
5 pl de ampicilina (50 mg/ml), incubando por 1 hora a 37°C a una velocidad de agitacion
de 200 rpm hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5 a una absorbancia de 600 nm.
Posteriormente se tomé 1 ml el cual fue centrifugado por 2 min a 14 000 rpm y la pastilla
se resuspendié en 50 pl de buffer de carga 2X (Tris-HCl pH 6.8, SDS 1%, 2-B-
Mercaptoetanol 4%, azul G brillante 0.02%, glicerol 24%) con la finalidad de tener
muestras sin induccién de la expresion. Al resto del cultivo se le agregaron 15 pl de IPTG
0.1 M y se dejoé incubando a 37°C con una buena aereacion por 3 horas. El pellet obtenido
se resuspendid en 100 pl de buffer de muestra 2X. Las muestras se congelaron a -20°C para
su analisis mediante electroforesis SDS-PAGE.

6.5.2 Deteccion de las proteinas de fusion en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La electroforesis de poliacrilamida con Tricina-SDS se llevd a cabo segin el
procedimiento descrito por Laemmli (1970). Se elaboraron geles de poliacrilamida del 7.5
% al 16.5 % para verificar el tamafio de las proteinas. La electroforesis permiti6 el analisis
de las proteinas de fusion MBP-SS1 y LS1.

La separacion de las proteinas, se obtiene desnaturalizandolas en un medio reductor a
95°C en presencia del detergente SDS, y manteniendo las condiciones desnaturalizantes
durante el proceso de electroforesis. El SDS se une a las proteinas (previamente
desnaturalizadas por calor) impidiendo que estas se reestructuren. Ademas, neutraliza los
aminoacidos cargados de las proteinas haciendo que se comporten como si tuvieran una
relacion carga-masa idéntica. Debido a la presencia del detergente y al pH ligeramente
basico del buffer de la electroforesis, todas las proteinas migran hacia el anodo al
someterlas a un campo eléctrico. El agente reductor, B-mercaptoetanol, presente en el
buffer de muestra 2X, rompe los puentes disulfuro de las proteinas favoreciendo su
desestructuracion.

La electroforesis se llevd a cabo en unos vidrios con un gel inferior o de separacién al
7.5 % con 2.75 ml de agua miliQQ, 1.25 ml de buffer Tris-SDS 4X pH 8.8, 0.937 ml de
arcrilamida al 40 %, 50 pl APS al 10 %, 10 pl de TEMED. La mezcla para el gel superior
o concentrador al 5 % correspondié a 1.88 ml de agua miliQ, 0.750 ml de buffer Tris-SDS
4X pH 6.8, 0.370 ml de arcrilamida al 40 %, 50 ul de APS al 10 % y 10 ul de TEMED.
Después de realizadas las mezclas se coloco un peine para esperar la polimerizacion. Una
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vez polimerizados tanto el gel concentrador como el separador en un tiempo de
aproximadamente 10 min se lavaron los carriles con el mismo buffer de corrida
correspondiente al buffer Tris-Glicina 1X y se colocod el gel dentro de la mini camara
vertical de electroforesis (E-C 120 Apparatus, NY, USA) cubriendo el gel con el buffer de
corrida antes mencionado. :

Las muestras proteicas fueron diluidas en buffer de muestra 2X y se mezclaron por
pipeteo para posteriormente incubarlas a 95-100°C durante 2-5 min. Las condiciones de
electroforesis fueron de 80 V por 10 min y después se incrementé a 100 V. Una vez
finalizada la electroforesis, el gel se sumergié en la solucion colorante que contiene el
colorante Azul de Comassie durante 2 h y posteriormente se procedid a la descoloracion del
gel sumergiéndolo varias veces en solucion descolorante hasta conseguir el resultado. El
gel fue secado con papel celofan dulce (Papeleria el Guerrero, N.L, México) previamente
humedecido con agua corriente a temperatura ambiente entre 2 marcos de acrilico
(BIORAD) durante toda la noche.

6.5.3 Inmunodetecciéon mediante Western-blot

La técnica de¢e Western blot se fundamenta en la separacion de proteinas en un gel
SDS-PAGE o en un-gel Tricina-SDS-PAGE y una electrotransferencia a un soporte sélido
de nitrocelulosa o nylon. La inmunodeteccion se basa en la capacidad de un anticuerpo (al
que se le denomima anticuerpo primario) para reconocer especificamente una determinada
proteina y en la capacidad de un anticuerpo comercial (anticuerpo secundario) para
reconocer especificamente el primero. Este anticuerpo secundario lleva unido una enzima
que permitird posteriormente su deteccién y el revelado de las bandas de proteina.

Se realizaron varios geles de polracrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE
vy Tricina-SDS-PAGE) al porcentaje requerido. Una vez finalizada la electroforesis, los
geles- fueron equilibrados durante 10 min en buffer de transferencia 1X preparado a partir
de una soluciéon 10X (Tris- Base 48mM, Glicina 39 mM). Las proteinas separadas mediante

- -electreforesis fueron transferidas en una membrana Immobilon-P (Milipore Corporation,
MA, USA), previamente hidratada con metanol al 100 % y posteriormente equilibrada en
buffer de transferencia 1X al cual se le afiade metanol 0.0375 %.

Las esponjas y los papeles filtros se trataron con buffer de transferencia 1X y durante
la electrotransferencia se colocaron las esponjas, papeles filtros, el gel y la membrana en el
sistema humedecido Mini-Trans-Blot dentro de la camara EC 142 (EC-Apparatus
Corporation, NY, U.S.A) llena con el buffer de transferencia 1X a 25 V por 2 h como se
muestra en la Figura 6. Concluida la transferencia la membrana se enjuagé con agua miliQ
y la presencia de proteinas sobre la membrana se comprobé por tincion reversible con una
solucidn colorante (rojo Ponceu concentrado, Sigma-Aldrich Quimica, Toluca, México) por
5 min que fueron posteriormente destefiidas con agua destilada. La membrana se incubé
con una solucién bloqueadora al 5 % (p/v) de leche en polvo (Carnation Instant Nonfat
Dry), Tween-20 0.1 % (v/v) en buffer TBS (Tris-Base 200mM, NaCl 1.5 M) durante 2
horas a temperatura ambiente y en agitacién constante a 150 rpm. Terminando el bloqueo
la membrana se incubé toda la noche a 4°C con agitacidon constante con el anticuerpo
primario anti- conejo SS1 (Biosintesis Incorporated, Lewisville, USA) disuelto con leche
en polvo 5 %, buffer TBS y Tween-20 0.1 % (v/v) realizando una dilucién del anticuerpo
1:500. Al termino de la incubacién se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TBS y
Tween-20 0.1 % (v/v). Se sigui6 con la incubaciéon por 1 h a temperatura ambiente con el
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segundo anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Biomeda Corporation, Foster City, CA)
acoplado a la fosfatasa alcalina disuelto en leche en polvo 5 %, buffer TBS y Tween-20 0.1
% (v/v) en una dilucién 1:10,000. Se realizaron 3 lavados con agitacion constante a la
membrana una vez mas con TBS y Tween-20 0.1 % (v/v).

Finalmente, la membrana se incubd con la soluciéon de deteccién que contiene el
sustrato de la fosfatasa alcalina ECL (Amersham Biosciences, Buckingham, England)
utilizando 500 pl de solucién 1 y 500 pl de solucién 2 por 1 min. La membrana se colocod
dentro de un casete de exposicion y sobre una pelicula (Daigger, IL, USA) que
posteriormente fue colocada por 1 min en solucién reveladora (Estman Kodak Company,
NY, USA) agitando suavemente, después se enjuagd con agua corriente por 1 min y se
colocé en solucidn fijadora (Estman Kodak Company NY, USA) por | min.

~ Bloque
e Esponja

Papel de filbo
Membrana de PVDF

Esponja
i Bloque

Figura 6. Esquema representativo de transferencia de proteinas. La figura muestra el orden de cada uno

de los elementos necesarios para llevar a cabo la transferencia de proteinas a una membrana de PVDF con
respecto a los electrodos.

6.6 Traduccion in vitro

Los sistemas de traducciéon basados en un Lisado de Reticulocitos de Conejo
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) se utilizan para identificar los productos de
traduccion de distintas especies de RNAms, para la caracterizacion de los productos
protéicos y para la investigacion a nivel transcripcional y traduccional. Un lisado contiene
los componentes minimos necesarios para la sintesis de proteinas como RNAts, ribosomas,
aminoacidos, factores de iniciacion, elogacion y terminacion. El1 RNA total obtenido de la
hormiga, asi como el RNA poliA®, y los productos obtenidos en la transcripcion ir vitro
T7-SS2 y T7-LS1 fueron utilizados para realizar la traduccion in vitro de los RNAs. Estos
fueron desnaturalizados a 65°C por 5 minutos e inmediatamente después fueron enfriados
en hielo para incrementar la eficiencia de la traduccion especificamente en regiones ricas en
GC, destruyendo estructuras secundarias. Posteriormente, se mezclaron los componentes
descritos en la Tabla III para llevar a cabo la traduccién in vifro. Inmediatamente, la
reaccion traduccional se incubd a 30°C por 90 minutos y los resultados fueron analizados
por medio de una autoradiografia a partir de la técnica de inmunodeteccion en geles de
Tricina-SDS-PAGE vy utilizando diluciones 1:500 de los anticuerpos anti-SS1 y anti-LS1.
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Como testigo positivo para la reacciéon se usé6 el RNAm de luciferasa el cual se
utilizé para verificar el proceso por medio de bioluminiscencia mediante el uso de un
luminémetro (Luminémetro OPTOCOMP 1) siguiendo las instrucciones descritas en el kit
de Luciferasa (Kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega). El tiempo entre la
preparacion de la reaccién del testigo y la medicién no fue mayor a 2 segundos y el tiempo
de medicion en el luminémetro fue de 20 segundos. La reaccion enzimadtica fue descrita
como Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU). También se utilizé el Lisado de
Reticulocitos sin traducir como testigo negativo.

Tabla III.
Reaccion Estandar utilizada para realizar la Traduccidén in vitro

Componentes Reaccion Estandar

Lisado de Reticulocitos de Conejo 17.5 pl

Mezcla de Aminoacidos, menos 0.5 ul
Metionina 1mM

Mezcla de Aminoacidos menos 0.5 ul
Cisterna ImM

Inhibidor de Ribonucleasas RNAsin 1l
40 u/ pl (Promega)
Substrato de RNA en agua (2 pg/ pl) 1.5 pl
Agua libre de RNasas 4 ul
Volumen final 25 pl

6.7 Inmunodeteccion de los péptidos de bajo peso molecular en extractos
protéicos de Pseudomyrmex sp.

6.7.1 Extractos protéicos de la hormiga Pseudomyrmex sp.
6.7.2.1 Homogenizacion

Para lograr obtener los extractos protéicos de la hormiga Pseudomyrmex sp. se realizé
una modificacién a la técnica de obtencion de extractos protéicos de embriones de la mosca
Drosophila melanogaster. Las hormigas que se encontraban almacenadas a -70°C con
RNA /ater se sometieron a varios lavados para eliminar el reactivo y continuar con la
diseccidn de los abdomenes, torax, cabezas y patas. Posteriormente, haciendo uso de
morteros horneados previamente y enfriados a 4 °C en una bandeja de hielo se obtuvieron
los extractos protéicos.

De cada parte disectada se pesaron de 390 a 520 mg afiadiendo 1 ml de Buffer H
(25mM Tris pH 7.5, ImM DTT, ImM EDTA y Glicerol al 8.7 %) mas 1 pl de Inhibidor de
Proteasas (AEBSF 2mM, EDTA 1mM, Bestatin 130 pM, 14 uM, Leupeptin 1 uM,
Aproptin 0.3 uM) (Sigma-Aldrich Quimica, Toluca, México) por cada 700 mg de tejido.
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Esta regla se baso de acuerdo a la cantidad minima de tejido utilizada para obtener el
RNA total. El sobrenadante obtenido en la maceracidn de las estructuras fue recuperado e
inmediatamente centrifugado por 10 min a 14 000 rpm a 4°C para su almacenamiento a
-70°C. El anilisis de los extractos protéicos se realizé en un gel Tricina-SDS-PAGE 16.5 %
para la deteccion de péptidos pequeriios.

6.7.2.2 Deteccion de los péptidos en extractos protéicos

La separacion de los péptidos pequefios en condiciones desnaturalizantes se llevé a
cabo mediante el analisis de la alta abundancia de péptidos de bajo peso molecular en los
extractos protéicos de la hormiga Pseudomyrmex sp. usando geles Tricina-SDS-PAGE
16.5 % en condiciones desnaturalizantes. La separacion electroforetica se llevé a cabo en
una camara vertical para electroforesis (EC 120 Apparatus Corporation, NY, USA).
Posteriormente se utilizé una concentracion del 16.5 % para el gel inferior o de separacion
para lo cual se realizé una mezcla de 0.83 ml de agua miliQ, 1.8 ml de buffer-gel 3X(Tris-
base 3.0 M, SDS 0.3% pH 8.45), 2.97 ml de acrilamida al 40 %, 2.4 ml de glicerol al 50 %,
50 pl de APS al 10 % y 10 pl de TEMED.

La mezcla para el gel concentrador al 4 % correspondi6é a 2.2 ml de agua miliQ,
2.2 ml de buffer-gel 3X, 0.27 ml de acrilamida al 40 %, 50 pl de APS al 10 % y 10 pl de
TEMED. Después de realizadas las mezclas se colocé un peine para esperar la
polimerizacién (aproximadamente 10 min). La electroforesis se efectué con una solucion
amortiguadora de corrida para el catodo (-) (100mM Tris-Base, 100 mM Tricina, 0.1%
SDS) y otra para el anodo (+) (200mM Tris pH 8.9).

La preparacion de las muestras se realiz6é siguiendo el protocolo de electroforesis
SDS-PAGE ya mencionado. La electroforesis se llevé a cabo a 20 mA corriente constante
por 2-3 h, el gel se lavdé con agua destilada por 10 min, se fijé durante 1 hora con
glutaraldehido al 5 % preparado inmediatamente, después se lavo con agua destilada por 5
min con cuidado y se coloc6é en una solucion de tefiido por 1 hora. Posteriormente se
procedié a la decoloracién del gel sumergiéndolo varias veces en solucion de destefiido
(4cido acético 10 %) hasta conseguir la visualizacién de las bandas. El gel fue secado
durante toda la noche en papel celofan dulce (Papeleria el Guerrero, N.L, México)
previamente humedecido con agua corriente a temperatura ambiente entre 2 marcos de
acrilico.

6.7.2 Inmunodeteccion de los péptidos de bajo peso molecular en los extractos
protéicos de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Para realizar la inmunodeteccion de los péptidos de bajo peso molecular de la
hormiga Pseudomyrmex sp. los extractos protéicos fueron resuspendidos en buffer de
muestra 2X y ebullidos durante 5 min. Posteriormente, cada muestra fue colocada en un
pocillo del gel Tricina-SDS-PAGE. A continuacion se realizd la técnica de Western blot
previamente descrita donde se utilizé una dilucién 1:500 del anticuerpo primario anti-
conejo SS1 (Biosintesis Incorporated, Lewisville, USA).

Como testigo positivo del proceso de inmunodeteccion se utilizaron 10 ng del péptido
de 20 aminoacidos de la region conservada en el carboxilo terminal de las subunidades
menores (2359 Da) y como testigo negativo el extracto proteico perteneciente a la cabeza,
térax y patas. Una vez que se obtuvo el resultado por medio de una autoradiografia se
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recurri6é al programa Gel-PRO 3.1 Analyzer (Dinco & Rhenium Industries, R. F, Israel) -
para un posterior analisis y se fotodocumentaron las imagenes. El mismo procedimiento se
realizé para la inmunodeteccion de los precursores y de las subunidades mayores de la
hormiga Pseudomyrmex sp se utilizé una dilucién 1:500 del anticuerpo policlonal anti-LS1
(Biosintesis Incorporated, Lewisville, USA). -

También se utilizdé como testigo positivo del proceso 10 ng del péptido de 20
aminoacidos correspondientes a la region conservada en el carboxilo terminal de las
subunidades mayores (2143 Da) y como testigo negativo el extracto proteico obtenido de
cabeza, térax y patas. Una vez que se obtuvo el resultado se tomaron en cuenta las distintas
bandas encontradas en la autoradiografia y se recurrié al programa Gel-PRO 3.1 Analyzer
(Dinco & Rhenium Industries, R. F, Israel) para un posterior anilisis y se documentaron las
imagenes

7. RESULTADOS

7.1 Observacion morfologica de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Las hormigas Pseudomyrmex sp. colectadas en la Ciudad de Santa Cruz de la Sierra
en Bolivia fueron analizadas en varios ejemplares completos mediante observacion al
microscopio y estereoscopio como se muestra en la Figura 7. El analisis morfolégico de las
principales estructuras de la hormiga se realiz6 en los diferentes componentes de la cabeza,
térax, abdomen y patas de acuerdo a las principales caracteristicas morfoldgicas usadas en
las claves de taxonomia (Wheeler, 1942, Bolton, 1994, Ward, 1985, 1991, 1993 y 1999). La
mayoria de las hormigas Pseudomyrmex sp. colectadas pertenecian a la clase trabajadora
como se observa en la Figura 8.

7.2 Diseccion de la hormiga Pseudomyrmex sp.

La diseccion de las diferentes estructuras de la hormiga se realizé en la cabeza, torax,
abdomen y patas para su caracterizacién morfolégica (Vazquez y Villalobos, 1980). La
Figura 9A muestra que la cabeza posee dos antenas, 0jos grandes muy oscuros que abarcan
casi 1/3 aproximadamente de la cabeza y el aparato bucal donde la hormiga cuenta con una
mandibula muy marcada. B) El térax de la hormiga Pseudomyrmex presenta metatorax y
mesotdrax bien desarrollados. C) También se observé en la hormiga el peciolo y pospeciolo
peculiares de la subfamilia bien definidos. D) En las patas se observaron las articulaciones
predominando el fémur y una espuela pectinada. E) En el abdomen se logr6 observar parte
del aguijon o estilete. Posteriormente, estas estructuras fueron utilizadas para obtener
extractos celulares para el analisis protéico de las diferentes estructuras
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Figura 7. Colecta de las hormigas Pseudomyrmex sp. 1.as hormigas Pseudomyrmex sp. fueron colectadas
del arbol hospedero Triplaris americana en la Ciudad de Santa Cruz de la Sierra, Repiiblica de Bolivia, en
colaboracién con el Departamento de Entomologia del Museo de Historia Natural Noel Kempff Mercado, de
la Universidad Auténoma Gabriel René Moreno.

Figura 8. Anatomia general de la hormiga Pseudomyrmex sp, La hormiga trabajadora Pseudomyrmex de la
subfamilia Pseudomyrmicinae presenta las principales partes de su anatomia como cabeza, antenas, torax,
abdomen y patas.

wn
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7.3 Transcripcion in vitro de las secuencias codificantes a los péptidos de
bajo peso molecular

Para llevar a cabo la transcripcion in vitro, se utilizdé la secuencia nucleotidica y
codificante a la subunidad SS2 obtenida por Fermin Mar Aguilar (Tesis de Doctorado,
FCB, 2006) para posteriormente realizar con el producto obtenido la traduccion in vitro
como control positivo.

o

D E

Figura 9. Diseccién de la hormiga Pseudomyrmex sp. La diseccién de las diferentes estructuras de la
hormiga Pseudomyrmex sp. muestra en A) Cabeza, B) Torax, C) Peciolo, postpeciolo y abdemen, D) Pata, E)
Saco abdominal con el aguijén o estilete.

7.3.1 Secuencia codificante a T7-8S2
7.3.1.1 Obtencion de la secuencia codificante a SS2

El aislamiento del DNA plasmidico pCR-TOPO 2.1-SS2 proporcionado por el M.C
Fermin Mar Aguilar (Tesis de Doctorado, FCB, 2006) empleando el método de
minipreparacion con lisis alcalina previamente descrito permitié la obtencion de
aproximadamente 1-5 pg totales de DNA (Figura 10A). Este DNA plasmidico pCR-TOPO
2.1-S82 fue digerido con las enzimas de restriccion diagnosticas BamHI y Eco RV como se
indica en la Figura 10B liberando un fragmento de 373 pb (Figura 10C).

7.3.1.2 Amplificacién mediante PCR de la secuencia codificante a T7- SS2

La adicion del promotor T7 en la secuencia SS2 fue integrada mediante la
amplificacion por PCR usando oligonucleétidos especificos disefiados previamente. El
fragmento de 373 pb con la secuencia codificante a SS2 fue utilizado como templado para
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la amplificaciéon de dicha secuencia con un gradiente de temperaturas que van de 55°C a
62°C utilizando los oligonucledtidos 5°T7SS2 que contiene la secuencia del promotor T7 y
3’SS2RC3N (Mar Aguilar, Tesis de Doctorado, FCB, 2006). La Figura 11A muestra el
fragmento T7-SS2 de 268 pb obtenido mediante amplificacion por PCR. Este producto
amplificado T7-SS2 fue ademas purificado con una buena eficiencia de recuperacion como
se muestra en la Figura 11B permitiendo la obtencién de cantidades que van de 17 a 20 ng
necesarios para realizar la transcripcion in vitro de esta secuencia.

Figura 10. Obtencién del DNA codificante SS2 a partir de pCR-TOPO 2.1-882. A) El DNA plasmidico
pCR-TOPO 2.1-SS82 fue obtenido mediante minipreparacion y el andlisis electroforético realizado en un gel
de agarosa al 0.8 %. En los carriles del 1-4 se muestra la calidad de DNA plasmidico pCR-TOPO 2.1-S52.
M= marcador 1 Kb ladder. B) Representacidon esquematica del plasmido pCR-TOPO 2.1-8S82 con los sitios
de corte de las enzimas de restriccién BamHI y EcoRV. C) La digestién del plasmido pCR-TOPO 2.1-SS2 con
BamHIy EcoRV se analiz6é en un gel de agarosa al 1.5 %. El carril 1 muestra el DNA sin digerir y el carril 2
muestra los fragmentos de 3872 pb y 373 pb de la doble digestién. M= marcador de peso molecular 100

ladder (Novagen).
7.3.2 Secuencia codificante a T7-LS1
7.3.2.1 Obtencién del DNA plasmidico de pCR-TOPO 2.1-LS1

De la misma forma que en la seccion anterior, para llevar a cabo la transcripcién in
vitro, se utilizo la secuencia nucleotidica y codificante a la subunidad LS1 para
posteriormente realizar con el producto obtenido la traducciéon in vitro como control
positivo.

El DNA plasmidico pCR-TOPO 2.1-LS1 proporcionado por ¢l M.C Fermin Mar
Aguilar (Tesis de Doctorado, FCB, 2006) se realizé usando el método de minipreparacién
con lisis alcalina permitiendo la obtencion aproximadamente de 1-5 pg totales de DNA
(Figura 12A). Este DNA plasmidico pCR-TOPO 2.1-LS1 fue digerido con las enzimas de
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restriccion HindIIl y EcoRV (Figura 12B) que permitieron la liberacion del fragmento de
358 pb como se muestra en la Figura 12C.

Figura 11. Amplificacién mediante PCR de la secuencia SS2 con el promotor T7. A) La amplificacion
mediante PCR de T7-852 se obtuvo usando el DNA templado SS2 y los oligonucledtidos 5° T7 SS2 y 37
SS2RC3N. El gradiente de temperatura mostré la banda de amplificacion de 268 pb en todas las temperaturas:
55.3°, 56.9°, 59.9° y 61.8°C (carriles 14). B) El producto amplificado de 268 pb (carril 1) fue purificado y
visualizado en un gel de agarosa al 1 %. M= marcador de peso molecular 100 ladder (Novagen).

7.3.2.2 Amplificacion mediante PCR de la secuencia codificante a T7-L.S1

Con el objetivo de incorporar el promotor T7 a la secuencia codificante a LS1 se
realizé la amphficacion mediante PCR de la secuencia LS1 utilizando como templado el
fragmento de 358 pb asi como los oligonucleétidos 5'T7LS1 con la secuencia del promotor
T7 y 3° LS1RCF (Mar Aguilar, Tesis de Doctorado, FCB, 2006). La Figura 13A muestra la
amplificacion obtenida de la secuencia nucleotidica codificante a T7-LS1 de 281 pb en
todas las temperaturas del gradiente. Este producto amplificado T7-LS1 fue purificado con
una buena eficiencia de recuperacién como se observa en la Figura 13B. La cuantificacion
del DNA purificado mostré de 30 a 50 ng necesarios para realizar la transcripcion in vitro.
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Figura 12. Obtencién del DNA codificante a LS1 a partir de pCR-TOPO 2.1-LS1. A) El DNA
plasmidico pCR-TOPO 2.1-LS1 fue obtenido mediante minipreparacién por lisis alcalina y el andlisis
electroforético realizado en un gel de agarosa al 0.8 %. En los carriles del 1-4 se muestra la calidad de DNA
plasmidico pCR-TOPO 2.1-LS1. M= marcador 1 Kb ladder. B) Representaciéon esquemaitica del plasmido
pCR-TOPO 2.1- LS1 con los sitios de corte de las enzimas de restriccion Hind{Il y EcoRV . C) La digestién
del plasmido pCR-TOPO 2.1-LS1 con Hindlll y EcoRV se analizé en un gel de agarosa al 1.5 %. El carril 1
muestra el DNA sin digerir y el carril 2 muestra los fragmentos de 3854 pb y 358 pb de la doble digestion.
M= marcador de peso molecular 100 ladder (Novagen).

7.3.3 Transcripcion in vitro de T7-SS2y LS1

La transcripcion in vitro de las secuencias codificantes a SS2 y LS1 se realizé
utilizando como DNA templado las secuencias amplificadas T7-SS2 y T7-LS1 de 268 y
281 pb respectivamente. Los resultados mostraron que se obtuvieron de 23 a 30 pg de T7-
SS2 logrando asi casi el 70 % de la transcripcion in vitro. Para la secuencia de T7-LS1 se
obtuvieron de 40 a 43 pg del RNAm esto corresponde a casi el 90 % de la transcripcién in
vitro. La Figura 14A muestra los RNAms de T7-SS2 y de en B se muestra T7-LS1 ambos
con el peso molecular aproximado de los transcritos de 0.2 Kb como se esperaba.

7.4 Traduccion in vitro de los RNAs de la hormiga Pseudomyrmex sp.
7.4.1 Obtencién de los RNAs totales de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Los RNAs totales procesados a partir de 900 mg de tejido mostraron una alta pureza
en la relacién de absorbancia Aagp/Azgo de 1.6 a 1.8 con una produccion de los RNAs en
cantidades que variaron de 2.96 a 3.04 pg totales. A pesar de que los RNAs totales
extraidos de la hormiga mostraron una degradacién parcial, se logré determinar la
integridad mediante visualizacion de las bandas mas abundantes de los RNAs ribosomales
28, 18 y 58 como se observa en la Figura 15.
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Figura 13. Amplificacién mediante PCR de ia secuencia LS1 con el promotor T7. A) La amplificacion
mediante PCR de T7-LS1 se obtuvo usando el DNA templado LS1 y los oligonucledtidos 5° T7LS1 y 3’
LSI1RCF. El gradiente de temperatura mostré la banda de amplificacion de 281 pb en todas las temperaturas
54.5°, 57.2°, 59.8° 62.2° y 65.2°C (carriles 1-5). B) El producto amplificado de 281 pb (carril 1) fue
purificado y visualizado en agarosa al 1 %. M= marcador de peso molecular 100 ladder (Novagen).

7.4.2 Obtencién de RNA poliA* de la hormiga Pseudomyrmex sp.

La extraccion del RNA poliA™ a partir de 0.5 g de tejido de la hormiga
Pseudomyrmex sp. mostrd una relacion de absorbancia Aje0/A2so de 1.3 con una produccion
total de ~ 2 pg de RNA. El RNA poliA™ presentd buena integridad como se visualizé en
condiciones desnaturalizantes en la Figura 16 comparado con ~ 3 ug/ de los RNAs totales
previamente extraidos de la hormiga.

7.4.3 Estandarizacion de los anticuerpos anti-SS1 y LS1

Para estandarizar las condiciones de uso del anticuerpo policlonal SS1 se realizo la
expresion del plasmido recombinante pMAL-c2X-SS1 en la cepa de expresiéon TB1 de la
bacteria Escherichia coli Ca’™ competente inducida por 4 horas con IPTG (Salinas, 2005)
como previamente se describe en materiales y métodos. La inmunodeteccion de la proteina
de fusién conteniendo el péptido SS1 (MBP-SS1) con un peso de 45.7 KDa se realiz6
usando una dilucidn 1:500 del anticuerpo policlonal anti-SS1 mediante Western blot como
se muestra en la Figura 17A. De la misma forma, se realizé también la estandarizacion del
anticuerpo policlonal LS1 en extractos bacterianos que expresaron la proteina de fusién con
el péptido LS1 (MBP-LS1) (Flores, 2006). La inmunodeteccién mediante Western blot
permitié detectar la proteina de fusion MBP-LS1 con un peso molecular de 46 KDa
utilizando una dilucién 1:500 del anticuerpo anti-L.S1 como lo demuestra la autoradiografia
de la Figura 17B.
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Las bandas no indicadas en la autoradiografia son probablemente inespecificidad y/o
resultado del tiempo de exposicion maximo debido a que los anticuerpos son de origen
policlonal.
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Figura 14. Transcripcion in vitro de T7-S82 y T7-LS1. (A) El gel de agarosa al 1.5 % muestra en ¢l carril 1
el RNAm de ~ 0.2 Kb obtenido de la transcripcion in vitro del DNA templado T7-SS2 usando el Kit
AmpliCap ™ T7 & SP6. M= Marcador de peso molecular 100 ladder (Novagen) (B) El gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes con glioxal al 1.5 % confirma la calidad y peso molecular del transcrito de ~
0.2 Kb obtenido del DNA templado T7-LS1 en el carril 1. M= marcador RNA Millennium (Ambion).

7.4.4 Traduccion in vitro

Para llevar la traduccion in vitro de los RNAs obtenidos de la hormiga Pseudomyrmex
sp. se utilizé el sistema de lisado de reticulocitos provenientes de conejo previamente
descrito en la seccion de materiales y métodos. En la Figura 18 se muestran los resultados
obtenidos de la traduccidn in vitro del testigo positivo (RNAm de luciferasa) en Unidades
Relativas de Luminiscencia (RLU) en seis ensayos independientes realizados. Estos
resultados confirman la traduccién del RNA control de luciferasa como testigo positivo en
los que desafortunadamente no fue posible detectar la traduccién de los RNAs de la
hormiga (RNA poliA™ y RNA total). Tampoco fue posible detectar la traduccidn in vitro de
los RNAs transcritos obtenidos previamente en la transcripcion de las secuencias T7-SS2 y
T7- LS.
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Figura 16. RNA total extraido de la hormiga Pseudomyrmex sp. El RNA total de la hormiga
Pseudomyrmex sp. se obtuvousando la técnica de Trizol como se describe en materiales y métodos. El analsis
electroforetico de los RNAs se realizé en un gel en condiciones desnaturalizantes con formaldehido al 1 %
demostrando la integridad de ~ 3 pg de RNA por carril con las bandas 28, 18 y 5S (flechas).

Figura 16. Extraccién de RNA poliA* de la hormiga Pseudomyrmex sp. E1 RNA poliA™ fue obtenido
directamente de la hormiga Pseudomyrmex sp. usando el estuche comercial Straight A's mRNA Isolation
System (Novagen). El RNA poliA” obtenido fue visualizado en un gel de agarosa con glioxal al 1.5 % (carril
1). El carril 2 contiene ~ 3 ug de la muestra de RNA total obtenido por medio de la técnica de Trizol.
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Figura 17. Estandarizacién de los anticuerpes anti-SS1 y anti-LS1 mediante Western blot. A) La
autoradiografia muestra la inmunodeteccién de la proteina de fusion MBP-SS1 en las muestras inducidas por
4 horas con IPTG usando una dilucion 1:500 del anticuerpo anti-SS1 con un peso molecular de 45.7 KDa. B)
La inmunodeteccién de la proteina de fusién MBP-LS1 en las muestras inducidas por 4 horas con IPTG
usando una dilucién 1:500 del anticuerpo anti-LS1 mostrd la banda de 46 KDa esperada. M= marcador de
amplio espectro molecular (Protein Molecular Weights, BIORAD). Las bandas inespecificas son resultado del
tiempo de exposicién maximo.

7.5 Inmunodeteccion de los péptidos de bajo peso molecular en extractos
protéicos de Pseudomyrmex sp.

7.5.1 Detecciéon de los péptidos de bajo peso molecular en extractos de la hormiga
Pseudomyrmex sp.

La obtencion de los extractos protéicos de abdomen, térax, cabeza y patas de la
hormiga Pseudomyrmex sp. se realizé usando una modificacién a la técnica de preparacion
de extractos de embriones de la mosca Drosophila melanogaster como se describié en
materiales y métodos. La Figura 19 muestra un gel de Tricina-SDS-PAGE al 16.5 % con
los extractos protéicos de las diferentes estructuras de la hormiga Pseudomyrmex sp. donde
se visualiza claramente en los extractos abdominales la alta abundancia de los péptidos de
bajo peso molecular con una banda muy prominente como la ya descrita previamente en el
veneno de la hormiga (Hink et al.,1994, Flores y Salinas, 2002).

El gel muestra los péptidos de bajo peso molecular en los extractos provenientes de
los abdémenes (carriles del 1-5) con un peso molecular mayor que el testigo positivo
(péptido de 20 aminoacidos) como se esperaba. Estos péptidos no se detectaron en los
extractos de la cabeza y patas de la hormiga (carriles 6 y 7) y los resultados corroboran la
presencia de los péptidos de bajo peso molecular exclusivamente en el abdomen de la
hormiga Pseudomyrmex sp.
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Figura 18. Ensayos de traduccién in vitro usando el RNA de luciferasa. El analisis de los diferentes
ensayos de la traduccién in vitro fue realizado utilizando RNAm de luciferasa. La grafica muestra la
actividad detectada en los diferentes ensayos de la traduccion in vitro del RNAm de luciferasa en Unidades
Relativas de Luminiscencia (RLU). Cada barra corresponde a experimentos independientes. La columna en
color verde representa al RNAm de luciferasa traducido (+) y la columna en color amarillo representa al
lisado de reticulocitos sin traducir como control negativo (-).
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Figura 19. Anilisis de los extractos protéicos de la hormiga Pseudomyrmex sp. Los extractos protéicos de
la hormiga Pseudomyrmex sp. fueron analizados mediante electroforesis Tricina-SDS-PAGE al 16.5 %. Los
carriles 1-5 muestran distintas cantidades del extracto obtenido a partir del abdomen de la hormiga (2, 4, 6, 8
y 10 pl) indicande con una flecha los péptidos de bajo peso molecular (+)= Péptido de 20 aminodcidos de la
region conservada en el carboxile terminal de las subunidades mayores. El carril 6 contiene el extracto de la
cabeza y el carril 7 el extracto del térax y patas. M= Marcador de peso molecular {Cell Signaling).
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7.5.2 Inmunodeteccion de las subunidades menores de la hormiga

Pseudomyrmex sp.

Para determinar la presencia de los diferentes péptidos menores de los abdémenes de
la hormiga Pseudomyrmex sp. se realizd la inmunodeteccion usando el anticuerpo
policlonal anti-SS1 previamente estandarizado. La inmunodeteccion mediante Western blot
usando una dilucién 1:500 del anticuerpo anti-SS1 permitié detectar dos bandas
prominentes las cuales correspondieron aproximadamente de acuerdo al marcador de peso
molecular a 2.5 y 6.5 kDa como se observa en la Figura 20 (carriles 1-3). Ademas, se
detectaron tres bandas menos abundantes de aproximadamente 3, 4 y 5 kDa.

La banda prominente de 6.5 kDa corresponde aproximadamente al peso molecular
esperado de los péptidos precursores de las subunidades menores. Mientras que, las bandas
de 4 y 5 kDa menos abundantes constituyen probablemente a los péptidos intermedios que
conservan €l propéptido. Las bandas de 2.5 kDa y de 3 kDa corresponden
aproximadamente al peso molecular esperado de los péptidos de bajo peso molecular
maduros. Sin embargo la banda de 3 kDa podria tratarse de una forma intermedia.

Para determinar de una forma mas precisa el peso molecular se realizo el analisis de
las bandas utilizando el programa Gel-PRO 3.1 Analyzer (Dinco & Rhenium Industries, R.
F, Isracl). El peso molecular aproximado de los diferentes péptidos localizados en la
autoradiografia se muestra en la Figura 21.

En el analisis el programa logré detectar la banda de 6.5 kDa la cual mostré un peso
molecular entre 5.9358 y 6.3261 kDa, lo que indica que probablemente sc¢ trata de las
formas precursoras de estos péptidos. En el caso de las bandas menos abundantes de 4 y 5
kDa el analisis mostré un peso molecular de 4.3100 correspondiente a la banda de 4 kDa y
5.3200 kDa para la banda de 5 kDa respectivarmnente lo que apoya que probablemente
constituyen probablemente a los diferentes péptidos intermedios que conservan el
propéptido. Asimismo, la banda de 2.5 kDa tuvo un peso molecular de 2.5101 kDa, asi
como la banda de 3 kDa con un peso molecular de 3.0100 kDa lo cual corresponde con el
tamafio de los péptidos maduros. Ademas, se detectd una banda con un peso
correspondiente de 2.0901 kDa que muy probablemente se trata del péptido maduro de la
subunidad SS4 de acuerdo a la secuencia nucleotidica (Mar Aguilar, Tesis de Doctorado,
FCB, 2006). La Tabla IV muestra los pesos moleculares detectados y analizados de las
subunidades menores por medio del programa Gel-PRO 3.1 Analyzer.
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Figura 20. Inmunodeteccion de los péptidos codificantes a las subunidades menores de la hormiga
Pseudornyrmex sp. por medio de Western blot. La autoradiografia muestra la inmunodeteccion de las
distintas subunidades encontradas en €l abdomen de la hormiga Pseudomyrmex sp. (carriles 1 al 3) usando
una dilucién 1:500 del Anticuerpo Anti-SS1. (+)= Péptido de 20 aminodicidos de la regidn conservada en el
carboxilo terminal de las subunidades menores.

(+)

<+ 2359 Da

Tabla IV.
Pesos moleculares detectados por el Programa Gel-PRO 3.1 Analyzer en la
inmunodeteccion de las subunidades menores

Bandas Resultado Gel- PRO Péptido correspondiente
6.5 kDa 5.9358 Da Precursor
6.3261 Da
4 kDa 4.3100Da Intermedio
5 kDa 5.3200 Da Intermedio
3 kDa 3.0100 Da Péptido maduro
2.0901 Da Péptido maduro
2.5 2.5101 Da Péptido maduro

7.5.3 Inmunodeteccion de las subunidades mayores de la hormiga
Pseudomyrmex sp.

De la misma forma se analizaron los péptidos de las subunidades mayores de la
hormiga Pseudomyrmex sp por medio de inmunodeteccion usando una dilucion 1:500 del
anticuerpo policlonal LS1 previamente estandarizado. La Figura 22A muestra la deteccion
mediante Western blot de los extractos abdominales donde se logré detectar en la mayoria
de los experimentos realizados una sola banda correspondiente a 3.5 kDa de acuerdo al
marcador de peso molecular (carriles 1 y 2). Esta banda de 3.5 kDa probablemente
corresponde a los péptidos maduros de las subunidades mayores debido a que esta banda
presento el peso molecular esperado para ellas. Por otro lado, en la Figura 21B los extractos
abdominales mostraron unicamente dos bandas de 6.5 kDa y 4 kDa. La banda de 6.5 kDa
probablemente podrian tratarse de los péptidos precursores, mientras que la banda de 4 kDa
respectivamente apoya lo que posiblemente corresponde a los diferentes péptidos
intermedios o maduros.
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Figura 21. Andlisis del peso molecular de los péptidos precursores, péptidos itermedios y maduros en
los extractos de la hormiga Pseudomyrmex sp. usando el software Gel-PRO 3.1 Analyzer. La imagen
muestra la presencia de bandas de diferente peso molecular detectadas mediante Western blot usando el
programa Gel-PRO 3.1 Analyzer. Se indican los pesos moleculares de los péptidos precursores, péptidos
intermedios y maduros en color rojo (carriles 1 y 2) correspondientes a las subnidades menores. Marcador
MultiMark Multi-Colored (Invitrogen} en carril 3.

De igual manera para determinar €l peso molecular de una forma mas precisa en la
inmunodeteccion de las subunidades mayores se llevo a acabo el analisis utilizando el
programa Gel-PRO 3.1 Analyzer (Dinco & Rhenium Industries, R. F, Israel). La Tabla V
indica los tamarfios detectados en el analisis de las bandas de las subunidades mayores por
medio del Programa Gel- PRO.

Asimismo, la Figura 23B muestra el analisis llevado a cabo para la banda de 6.5 kDa
con un peso molecular de entre 6 y 6.6452 kDa que corresponde a los péptidos precursores
de las subunidades mayores. Por otro lado, la Figura 23A muestra el analisis de la banda
correspondiente a 4 kDa un peso molecular de 4.3846 kDa por lo que sugiere la presencia
de los péptidos intermedios que conservan el propéptido o a los péptidos maduros.

De igual manera en analisis asigné para la banda de.3.5 kDa un peso molecular entre
3.8400 kDa y 3.8408 kDa por lo que podria corresponder a los péptidos maduros de las
subunidades mayores.
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Figura 22. Inmunodeteccién de los péptidos de las subunidades mayores de la hormiga Pseudomyrmex
sp. mediante Western blot. La autoradiografia muestra en A la inmunodeteccion de las distintas subunidades
mayores encontradas en el abdomen de la hormiga Pseudomyrmex sp. (carriles 1 y 2) usando una dilucidon
1:500 del Anticuerpo Anti-LS1. En B la irmunodeteccién se observa en los carriles 1, 2 y 3. (+)= Péptido de
20 aminoAcidos de la regién conservada en el carboxilo terminal de las subunidades mayores.

Tabla V.
Pesos moleculares detectados por el Programa Gel-PRO 3.1 Analyzer en la
inmunodetecciéon de las subunidades mayores

Bandas Resultado Gel- PRO Péptido correspondiente
6.5 kDa 6 Da Precursor
6.64552 Da
4 kDa 4.3846 Da Intermedio
3.5kDa 3.8400 Da Péptido maduro
3.8408 Da
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Figura 23. Anilisis del peso molecular de los péptidos precursores, péptidos intermedios y maduros en
los extractos de la hormiga Pseudomyrmex sp. usando el software Gel-Pro Analyzer. La imagen muestra
las distintas bandas encontradas en las inmunodetecciones por medio del programa Gel-Pro indicando los
pesos moleculares de las diferentes subunidades. Se indican los pesos moleculares de los péptidos en color
rojo.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La mayor parte de la informacion de los venenos de hormigas principalmente se
enfoca principalmente a nivel bioquimico, caracterizando los componentes y
relacionandolos con posibles actividades biologicas (Park ef al., 1994 y Orivel ef al., 2001).

El presente trabajo consistié en detectar y analizar el procesamiento de los péptidos de
bajo peso molecular del veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp. Para cumplir con los
objetivos, las hormigas colectadas en el arbol Triplaris americana fueron observadas y
comparadas con las caracteristicas taxondmicas de la hormiga Pseudomyrmex sp. descritas
anteriormente (Bolton, 1994, Ward, 1985, 1991, 1993 y 1999, Flores, 2002 y Salinas,
2002). Estas presentaron las caracteristicas principales basadas en la longitud de su cuerpo
de 6 a 7 mm, su aguijon y glidndula venenosa bien desarrolladas y lo que las hace
inconfundibles son sus ojos grandes de forma ovalada. (Ward, 1999).

La idea inicial de esta tesis fue realizar la traduccidn in vitro de los RNAs codificantes
a los péptidos de bajo peso molecular del veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp. para
determinar el tamafio de los oligopéptidos, asi como el procesamiento de los mismos. Por
lo que, se decidio realizar la traduccién in vitro de los RNAs obtenidos del tejido de la
hormiga, utilizando como testigos positivos las secuencias codificantes a los péptidos de
bajo peso molecular obtenidas en nuestro laboratorio por el M.C Fermin Mar Aguilar (Tesis
de Doctorado, FCB, 2006) en la traduccion in vitro.

Las secuencias codificantes para SS2 y LS1 clonadas en el vector pCR-Topo 2.1 se

obtuvieron mediante digestion con enzimas de restricciéon y se amplificaron por PCR
usando oligonucleotidos especificos con la secuencia del promotor T7 para la adiciéon del
mismo en los ensayos de transcripcién in vitro. Los productos amplificados obtenidos
mostraron como se esperaba un tamafio de 268 y 281 pb para T7-882 y LS1
respectivamente con cantidades de 23 a 30 pg para T7-SS2, y 40 a 43 pg para T7-LS1.
Una vez obtenida la transcripcion in vitro de las secuencias nucleotidicas de los testigos
positivos T7-SS2 y T7-LS1 se obtuvieron 3 pug de RNAs totales a partir de 900 mg del
tejido de la hormiga Pseudomyrmex sp. por medio de la técnica de Trizol. Ademas, se
realiz6 la obtencién del RNA poliA™ de la hormiga Pseudomyrmex sp. utilizando el estuche
comercial Straight A’s mRNA Isolation System (Novagen, Madison, WI, USA) con una
produccion de aproximadamente 2 pg por 0.5 g de tejido.

Los resultados mostraron que no fue posible detectar la traduccion del RNAs totales y
poliA*, ni de los transcritos obtenidos previamente en los ensayos de transcripcién in vitro
de las secuencias T7-SS2 y T7-LS1. Sin embargo, en seis ensayos de traduccién ir vitro
independientes fue posible detectar la traduccién del RNAm de luciferasa (testigo positivo)
en Unidades Relativas de Luminiscencia que confirmaron la traduccion in vitro del RNA
control.

La deteccion de la traduccién in vitro de los RNAs de la hormiga fue analizada
mediante Western blot con los anticuerpos anti-SS1 y anti-LS1 asi como utilizando el
marcaje de las proteinas con Leucina [°H] (resultados no mostrados). La sintesis de
proteinas de los RNAs de la hormiga no fue detectada a pesar de que los anticuerpos
policlonales anti-SS1 y anti-LLS1 mostraron claramente la deteccidn de las proteinas de
fusion MBP-SS1 y MBP-LS1. La estandarizacion de los anticuerpos policlonales anti-SS1
y anti-LS1 (Biosintesis Incorporated, Lewisville, USA) mostré que el uso de una dilucién
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1:500 fue capaz de detectar los péptidos de bajo peso molecular en las proteinas de fusién
MBP-SS1 y MBP-LS1.

Algunas de las probables causas que afectaron la sintesis de proteinas in vitro podria
ser la presencia de inhibidores en la traduccion como tioles oxidizados, algunos
polisacaridos que son tipicos inhibidores en la traduccion y/o la concentracion de ciertas
sales que esta relacionada con la baja eficiencia de traduccion tal es el caso de las
concentraciones de potasio y magnesio que dependen del RNAm utilizado en la reaccién
(Manual Promega Corporacién, Madison, WI, USA).

Debido a la falta de éxito en la traduccion in vitro de los RNAs de la hormiga, se
decidié cambiar la estrategia experimental para analizar la inmunodeteccion de los péptidos
de bajo peso molecular directamente del tejido in vivo a partir de extractos protéicos
abdominales de la hormiga Pseudomyrmex sp.

Los extractos abdominales de la hormiga fueron obtenidos usando una modificacién a
la técnica de preparacion de extractos de embriones de la mosca Drosophila melanogaster,
que permitié de una forma rapida y sencilla, la preservacion de las proteinas sin
degradacion aparente. La presencia de los péptidos de bajo peso molecular fue confirmada
exclusivamente en los extractos abdominales ya que estos péptidos no fueron detectados en
los extractos protéicos de cabeza, patas y torax de la hormiga.

Los resultados obtenidos en la inmunodeteccion de las subunidades menores
mostraron dos bandas muy prominentes de 2.5 y 6.5 kDa y tres bandas menos abundantes
de aproximadamente 3, 4 y 5 kDa. De acuerdo al analisis de los pesos moleculares
deducidos de las secuencias nucleotidicas. La banda abundante de 6.5 kDa probablemente
corresponde a los péptidos precursores de las subunidades SS1 (7268 Da), SS2 (7296 Da),
SS3 (7353 Da) y SS4 (5811 Da). Mientras que las bandas de 4 y 5 kDa menos prominentes
en la inmunodeteccion indican que probablemente corresponden a los péptidos intermedios
que mantienen el propéptido, yva que los pesos moleculares correspondena a los pesos de
bajo peso molecular SS1 (4563 Da), SS2 (4591 Da) y SS3 (4648 Da). Adicionalmente, las
bandas de 2.5 y 3 kDa corresponden aproximadamente al peso molecular esperado de los
péptidos maduros equivalentes para SS1 (3398 Da), SS2 (3426 Da), SS3 (3483 Da) y SS4
(1930 Da). Asimismo, la banda de 3 kDa podria tal vez corresponder a la forma intermedia
SS4 que mantiene el propéptido ya el peso molecular esperado es de 3156 Da.

La inmunodeteccion realizada para detectar las subunidades mayores se llevo a cabo

utilizando el mismo procedimiento de deteccion de las subunidades menores. Los
resultados mostraron que en la mayoria de los casos se detecté una sola banda
correspondiente a 3.5 kDa de acuerdo al marcador de peso molecular.
Si tormamos en cuenta la prediccion de los pesos moleculares obtenidos de acuerdo a las
secuencias nucleotidicas obtenidas por el M.C Fermin Mar Aguilar (Tesis de Doctorado,
FCB, 2006) el péptido de 3.5 kDa coincide con los pesos moleculares de los péptidos
maduros de las subunidades L.S1 (3702 Da), LS2 (3711 Da), LS3 (3649 Da) y LS4 (3672
Da).

Es importante mencionar que en un ensayo la inmunodeteccion de los péptidos de las
subunidades mayores de los extractos abdominales mostré dos bandas correspondientes a
6.5 y 4 kDa. Estos resultados muestran que la banda de 6.5 kDa podria corresponder a los
péptidos precursores debido a que el peso molecular para las subunidades es para LS1
(7577 Da), LS2 (7586 Da), LS3 (7472 Da) y LS4 (7495 Da). Asimismo, la banda de 4 kDa
podria corresponder ya sea a los péptidos maduros 6 a los péptidos intermedios como se
muestra en la Figura 24.

@ 51



Deteccion de los oligopéptidos del veneno de la Hormiga Pseudowryrmex_ sp. g .
e e e e e

Consideramos que la falta de deteccion y/o variabilidad de los péptidos precursores e
intermedios en la inmunodeteccion de la subunidades mayores es debida probablemente a
la mayor susceptibilidad de estos péptidos a degradacion y/o al procesamiento mas rapido
de los mismos en la glandula de la hormiga Pseudomymirmex sp.

La varnabilidad encontrada en los pesos moleculares observados con respecto a los
esperados podria ser explicada en parte debido al corrimiento electroforético en los geles de
poliacrilamida aunque los pesos moleculares fueron confirmados de una forma mas precisa
utilizando el programa Gel- Pro 3.1 Analyzer (Dinco & Rhenium Industries, R. F, Israel).
Este programa detect6é pesos moleculares similares en las bandas de un mismo corrimiento
y variabilidad de hasta 1 kDa en diferentes corrimientos.

Sin embargo, a pesar de la variabilidad observada en los diferentes geles, los
resultados en el analisis de las bandas obtenidas mediante la inmunodeteccion de ambas
subunidades presentaron resultados muy cercanos a la deduccién de los pesos moleculares
que se realizo en base a las secuencias aminoacidicas. Debido a lo anterior, consideramos
que las bandas detectadas en la inmunodeteccion corresponden a los péptidos maduros,
intermedios y precursores de bajo peso molecular de 1a hormiga Pseudomyrmex sp.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis demuestran que:

= La inmunodetecciéon de los péptidos maduros tanto de las subunidades menores
como de las mayores del veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp.

= La inmunodeteccion de los diferentes péptidos precursores e intermedios de las
subunidades menores.

= Los pesos moleculares obtenidos de los péptidos maduros y de las diferentes formas
de procesamiento corroboran la expresion y procesamiento de los péptidos de bajo
peso molecular en la glandula de la hormiga.

Los insectos constituyen el grupo mas grande dentro del reino animal, con mas de un
millon de especies descritas (Valderrama, 2003).El andlisis de los componentes de
diferentes venenos ha mostrado algunos péptidos con un fuerte e importante potencial
terapéutico (Lewis y Garcia, 2003). Recientemente s¢ ha aplicado un enfoque molecular
mediante la generacion de bibliotecas de DNAc y la caracterizacion de los RNAms
codificantes a estos péptidos por lo que se ha logrado en algunos casos deducir el tamarfio
del precursor, el péptido sefial y el sitio de corte proteolitico (Gmachl et al., 1995 y Santos
et al., 2003).En animales marinos como los caracoles conidicos, donde su estudio esta
fundamentado en el papel fisiolégico neuronal s¢ ha revelado mediante la creacion de
bibliotecas de DNAc regiones ricas en cisternas, constantes e hipervariables en los
propéptidos de las conotoxinas, (Woodward er al., 1990).

Sin embargo, en los himendpteros el veneno peptidico mas estudiado a nivel de
procesamiento ha sido la melitina proveniente de la abeja de miel Apis melifera de donde se
conoce el precursor, el propéptido llamado promelitina e incluso la secuencia del péptido
sefial (Suchanek, 1975, Suchanek, 1978, Zimmermann, 1986 y Vlazac et al., 1983)

Debido a lo anterior, el presente trabajo abre la posibilidad para un analisis posterior
que permita confirmar el procesamiento de los péptidos de bajo peso molecular en la
glandula de la hormiga Pseudomyrmex sp. para verificar la prediccidn de procesamiento del
propéptido postulado en las secuencias nucleotidicas clonadas de la hormiga.
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10. APENDICE

SOLUCION

Agar LB (Luria-Bertani) 1L

Bacto-triptona 10 g
Bacto-extracto de levadura 5¢g
Cloruro de Sodio (NaCl) 10 g
Bacto-agar 15¢g

Disolver en 1 1. de agua bidestilada, esterilizar mediante autoclave. Dejar enfriar hasta

55°C, agregar elantibiotico requerido y servir en cajas de petri estériles (aproximadamente
20ml/caja)

Ampicilina 10 mg/ml (100X):

Ampicilina 1.0 g Disolver en 100m! de agua bidestilada.

Bromuro de Etidio 10 mg/ml (EtBr):

Pesar 1 g de EtBr. Disolver en 100 m! de agua bidestilada por varias horas utilizando la
plancha magnética hasta asegurarse de que se haya disuelto totalemente, cubrir la solucién
con papel aluminio o trasferir a un recipiente oscuro y almacenar a 4°C.

Buffer del Anodo pH 8.9 (500 ml)
Tris-base 12.19g

Buffer de Catodo pH 8.25 (500 ml)
Tris-base 6.05g

Tricina 8.95¢g

SDS 0.5g

Buffer de carga 2X SDS

Tris-HCI pH 6.8 0.66 ml
SDS 1 ml
2-B-Mercaptoetanol 0.4 ml
Glicerol 2.4 ml
Azul G brillante 0.002 g

Buffer H (50 ml)
Tris-pH 7.5

DTT 1mM
EDTA 1mM
Glicerol 8.7 %

Buffer SB 20X (1 L)
Hidroxido de Sodio (NaOH) 8g 10mM
Acido Borico (H3;BOy, 5lg 0O.8M
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Disolver el hidroxido de sodio en 700 ml de agua destilada, agregar posteriormente %
partes de acido borico y esperar a que se disuelva, medir el pH y agregar lentamente el resto
del acido conforme disminuya el pH a 8.5. Aforar con agua destilada.

Buffer de trasferencia 10X (500 ml)
Tris-base 15.15¢
Glicina 72 ¢

Cloruro de Calcio 0.1 M (100 ml)
Cloruro de calcio (CaCly) 1.47 g

Disolver en 100 ml de agua bidestilada y esterilizar mediante la autoclave y almacenar a
4°C.

Dodecil Sulfato de Sodio SDS 10%

SDS 100 g, Disolver en 900m] de agua destilada, calentando a 68°C.
Ajustar el pH a 7.2 agregando algunas gotas de HCI concentrado y después aforar a 1L.

Nota: utilizar mascara al pesar el SDS y limpiar el area donde se pesé. No es necesario
esterilizar el SDS 10%.

Gel Buffer 3X pH 8.45 (500 ml)

Tris-base 18.15 g
SDS 15g
IPTG 0.1 M (50 ml)

IPTG 0.1M 1.19¢g
Medio LB

Bacto-tryptona 10 g
Bacto-extracto de levadura 5¢g
NaCl 10g

Disolver en 1L de agua bidestilada y esterilizar mediante autoclave

Solucion I (200 ml) (Soluciéon para Lisis Alcalina)

Tris-HCI (pH 8.0) 1M 5ml 25mM
EDTA (pH 8.0) 500 mM 4ml 10 mM
Solucién IT (200 ml) (Solucién para Lisis Alcalina)

NaOH 10N S5mi 02N
SDS 1.0% 2¢g
Solucién III (100 ml) (Solucién para Lisis Alcalina)

Acetato de Potasio (KOAc) 294 ¢
Acido acético (CH;COOH) 11.5 ml
Solucion decolorante (500 ml) (geles Tris-glicina)

Acido Acético (CH3COOH) 25 ml
Agua destilada 475 ml
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Solucién de teiiido azul de Coomassie (500 ml) (geles Tris-glicina)

Metanol (CH3;OH)
(CH3;COOH)

destilada

Coomassie Blue R-250

TBS 10 X (500 ml)
Tris- Base (pH 7.5)
Cloruro de Sodio (NaCl)

TBS-T 0. 1% (500 ml)
TBS 10X

Agua destilada

Tween 20

Tris /SDS 4X pH 6.8 (100 ml)
Tris-base o HCI
SDS

Tris/ SDS 4X pH 8.8 (100 ml)
Tris-base 6 HCI
SDS

Tris-Glicina 5X (1L)

250 ml Ac. Acético
50 ml Agua

200 ml

025¢

12.11 g 200 mM
4383 ¢ 1.5M

50ml
450 ml
0.5 mil

6.05g
04¢

30.33 g
0.66 g

Pesar 15.1 g de Tris-base, disolver en 500 ml de H,O destilada, agregar 94 g de Glicina
ajustar el pH a 8.3, agregar 50 ml de SDS 10 % y aforar a 1 litro de H>O destilada.

Jugo azul 6X

Azul de bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25%
Glicerol 30%
PSA 10% (100 ml)

Persulfato de Amonio 10g
Solucion de trabajo para Transferencia(l L)

Agua destilada 700 ml
Metanol (CH;0OH) 200 ml
Buffer de trasferencia 10X 100 ml
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11. ANEXO
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