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I. RESUMEN

El veneno de insectos y reptiles ha sido estudiado desde la época de los
romanos para combatir enfermedades inflamatorias. Histéricamente, la picadura
de la hormiga para tratar sintomas de Artritis Reumatoide se remonta a tiempos
precolombinos donde evidencias populares indican que algunas poblaciones
indigenas sudamericanas utilizaban el veneno de la homiga Pseudomyrmex
triplarinus para aminorar los sintomas de la Artritis Reumatoide. Esta medicina
tradicional es utilizada en areas rurales de América del Sur y era una terapia comun
en la boca del Amazonas en las regiones montafiosas superiores en el lado Atlantico
de los Andes. Los nativos golpeaban el &rbol hospedero para pemmitir que las
hormigas los atacaran e inyectaran el veneno en la zona afectada. La hormiga F.
triplarinus se encuentra siempre asociada a los arboles Polygonaceous del género
Triplaris americana con el que establece una simbiosis habitando en la cavidad
medular. Su distribucién abarca Brasil, Peri y en Bolivia se le ha llamado “Palo
Santo” o “Palo Diablo” debido a la agresividad de las hormigas con herbivoros y
depredadores.

El veneno de P. ﬂ;'g[an‘nus contiene 12 protefna95iendo 4 proteinas las mas
abundantes e interesantemeénte, los péptidos de menor peso molecular presentan una

alta actividad anti-inflamatoria en el modelo animal de ratas inducidas con
carragenina. El analisis reciente de estos péptidos denominados Mimexinas
permitié aislar 6 isoformas diferentes del veneno con pesos moleculares que varian
entre 6998 y 7142 Da. Estos péptidos estan constituidos de una subunidad pequeina
(SS1, SS2 0 SS3) unida mediante un puente disulfuro a una subunidad mayor (LS1 o
LS2) en diferentes combinaciones. Los estudios funcionales con el veneno completo y
éstos péptidos de bajo peso molecular han presentado mucha variabilidad tanto en el
modelo animal como en pacientes tratados. Debido a lo anterioyen este trabajo
clonamos y determinamos la secuencia nucleotidica éptido correspondier@
a la subunidad mayor (LS1) de Mirmexinas para la produccién a mediano plazo
X‘@stos péptidos en el laboratorio en condiciones controladas que permmitan su

reproducibilidad en el tratamiento de Artritis Reumatoide.




1.1 Antecedentes

La hormiga Pseudomyrmex arboris-sanctae es conocida como Pseudomyrmex
triplannus ya que se le encuentra siempre asociada a los arboles Polygonaceae que son
plantas herbdceas de hojas altemnas, con estipulas soldadas y membranosas con

AT Foienl &€
formacion de vaina alrededor del tallo. Presenta flores pequefias, 'hermafrodltas
monoperiantiadas, de seis a nueve estambres, campelos de dos a tres supero y ovario
unilocular con un solo évulo. Se conocen cerca de 800 especies del genero Trplans
americana L. Este arbol puede medir hasta 30 m de alto, las cavidades medulares del
tallo son habitadas por las hormigas P. frjplarinus con las que mantiene una simbiosis, el
tronco tiene un margen de 32 cm de longitud, las flores se encuentran en grandes
panicuias, las hembras muestran flores rojas en Ja sombra y el caliz es de 6-3 Iébulos
desarrollados en conspicuas alas adheridas al fruto. Los frutos caen con el movimiento
hilado del caliz de las alas. Es un 4rbol nativo cominmente localizado en varias regiones
de Sudamérica como Brasil, Bolivia y Peni. 7. americana es conocido en Brasil como
"Tachi”, en Perd como "Tangarana” y en Bolivia es popularmente conocido como "Palo
Santo” o “Palo Diablo", debido a que las homigas hospederas son muy agresivas con
herbivoros y depredadores por lo que dejan un circulo de proteccién atrededor del arbol

que permite la mejor obtencién de nutrientes del arbol (Wheeler 1942).

En general las hormigas pueden llegar a vivir por mucho tiempo y mantienen
siempre una vida social en la que existen diferentes jerarquias o castas: las obreras,
soidados, la reina y un macho. Las obreras carecen de alas, y tienen una muy marcada
fusién de regiones toracicas, el metanotum desaparece en las hembras y el tamaiio es
variable dependiendo de la especie. P, frplaninus se caracteriza por medir de 6 - 7 mm de
longitud, tener 12 segmentos antenales, Posee ojos grandes que ocupan
aproximadamente 2/3 6 menos de longitud de ia cabeza, la mandibula casi siempre tiene
un diente marginal sobre el margen basal, una sutura promesonotal flexible, el surco
metabasitarsal esta ausente, las patas son largas y presenta un aguijén o estilete bien
desarrollado. Las hormigas soldados se diferencian ya que tienen cabezas largas y son
de mayor tamafio comparadas con las obreras. La reina es una hembra ponedora de
huevos que presenta alas sobre el térax y un metanotum bien desarrollado a diferencia




de las obreras donde este Ulitimo desaparece. Los machos de esta especie se
caracterizan por tener 12 segmentos antenales, el margen posterior del estemito VIII
emarginado, el mérgen de la mandibula con 6-18 dientes o denticulas y rara vez
adentado, el margen basal de la mandibula es de la mitad o menos que la longitud del
margen masticatorio las dos convergen en angulo hacia el diente &picobasal, cavidad
metacoxal cerrada y un bien desarrollado postpeciolo. La hormiga P. trplarinus que tiene
el cuerpo con dos segmentos reducidos peciolo y postpeciolo como se observa en la
figura 1 (Ward 1985, 1991,1993 y 1999) pertenece a la subfamilia Pseudomimmicinae
(Figura 2) Estas hormigas son muy agresivas y sus picaduras muy dolorosas ya que
tienen estilete o aguijén muy desarroilado.

Figura 1. S8ub familas de Formicidae

Formicidae

ojos
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Plowes y Patrcok, 2000
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Figura 2 Diagrama de Pseudomyrmex triplarinus

El analisis de los componentes del veneno de la hormiga Pseudomyrmex
comparado con el de abejas, avispas y otras hormigas presenta una alta actividad
de fosfolipasa asi como una mediana actividad hemolitica (Schmidt et al., 1986).
El veneno de las hormigas esta contenido en un saco abdominal y es inyectado
dentro de la victima por un aguijon o estilete retractable en el interior del abdomen
la reaccién local se muestra como un eritema seguido por un edema en ocasiones
puede durar dias (Lewis y De la Lande, 1967). En el tratamiento de la Artritis
Reumatoide también se ha usado el veneno de abejas, como un poderoso agente
antiinflamatorio (Thompson 1933, Beck 1935 y Mraz 1982). Sin embargo, el
veneno de la abeja y la avispa fue efectivo inhibiendo la artritis solo en algunos




experimentos (Chang et al.,, 1979) y fue mas efectivo inhibiendo el adjuvante que
induce a artritis en ratas hembras Lewis, en donde 1a inflamacién no fue eliminada
totalmente (Eiseman et al., 1982). El mecanismo de accion para éstos venenos es
conocido por estimular la glandula suprarrenal con la produccién y aumento de los
niveles de cortisona en suero (Tu 1977 y Vick 1972). Esto es similar a la inyeccion
de esteroides, este mecanismo fue evaluado primeramente por el Dr. Hans Selye
en los afios cuarenta, en el fendmeno de stress.

En 1968, Holzmann un médico aleman que vivia en América del Sur usé el
veneno de éstas hormigas para tratar la artritis reumatoide que padecia
observando una mejoria generalizada, éste trabajo permitid iniciar diversos
estudios con el veneno de estas hormigas encontrando efectos beneéficos en
pacientes artriticos a quienes les administré el veneno de P. tnplarinus (resultados
no publicados).

El veneno de P. triplarinus es un liquido cristalino, bacteriolégicamente
estéril, de pH 5.8 y quimicamente estable. Contiene un polisacarido (PS) estable al
calor que es obtenido por precipitacién con alcohol etilico y soluble en glicol
propilénico y glicerol (Shultz y Amold 1978). El efecto del veneno de P. trip/arinus
sobre la actividad hemolitica funcional de algunas proteinas especificas del
Complemento y sus moduladores fueron estudiadas /7 vifro con suero humano
normal incubado con el veneno durante 4 horas a 37 °C. Los resultados mostraron
la pérdida significativa de la actividad comprobandose la pérdida significativa de la
actividad de C4, | y C3, mientras que el veneno no tenia efecto alguno o0 muy poco
sobre el inhibidor Cl (activado), C5, C8 y C9. ElI andlisis mediante
Inmunoelectroforesis indicé que este veneno causd la conversidon de un factor B a
Ba y Bb (Shultz and Armold 1977). Otros experimentos con suero tratado con el
veneno de FP. friplarinus mostraron una disminucién importante en la titulacién
para C4 y C2 (Shultz and Amold 1978). Al incubar el veneno con suero normal se




mostré que un factor (6 factores) causaba activacién de C1. Como C4 y C2 son
substratos naturales de C1 en suero, esto podria explicar el consumo de ambos
componentes a 37°C. Esta suposicion fue confimada mediante otra serie de
experimentos donde la reaccion en suero humano fue inhibida mediante &acido
etileno-diamino-tetracético. El factor que causaba la activacion de C1 y el
consumo de C2 y C4 en suero humano, es estable al calor, lo que se comprobé
mediante electroforesis de disco con el veneno sometido a ebullicién durante 15
min (Shultz and Arnold 1977).

El polisacarido (PS) precipitado del veneno de P. trip/arinus (Figura 3) con
alcohol etanol a 0 °C contiene contene manosa, N-acetilglucosamina, galactosa,
fucosa, N-acetilgalactosamina y glucosa, ademas de un alto contenido de acido
hexurénico, que da al PS una neta carga negativa. Este PS presenta efectos
negativos sobre suero de cobayo, consumiendo solo 11% de C4 y C2 después de
120 min a 37 °C. Mientras que con suero humano el 93% de la actividad
hemolitica de C4 y 84% de C2 fueron consumidos (Shultz et al., 1979a). Dos
pequefios oligosacaridos (840 y 430 de peso molecular) fueron separados
después de una hidrélisis enzimatica del PS nativo. EI mayor de los dos
oligosacaridos causa la activacion de Cl y el consumo de C4 y C2 en suero
humano normal, esto fue causado por un pequeno carbohidrato que activa la via
clasica del complemento (Dieminger et al., 1979).




VENENO DE LA HORMIGA (V)

v

REVOLVER § PARTES DE ETANOL
ABBOLUTO (0°C) POR UNA PARTE DE VH., O0°C
POR 1 HORA
CENTRIFUGAR

/\

SUPERNADANTE

v
LAVAR IX, ETANOL 0%, 0°C MANTENER EN AGUA DESTILADA
LIOFILIZAR

v
MANTENER EN AGUA DESTILADA
CENTYRIFUGAR

A4
DIALIZAR SUPERNADANTE, 0.018M NaPO, EN (15 NaCl, pH 7.2 (PBS)

COLUMNA: CONCAVALINA A-SEFARDBA, BUFFER PBS
LAVAR COM 0.23M DE BUFFER BORATO, pH 8.7

v
ELUIR CON . 1M A-METIL-D-MANOSIDO EN PBS

v
POLISACARIDO PURIFICADO Hotawm, 1981

Figura 3 PURIFICACION DEL POLISACARIDO DEL VENENO DE LA HORMIGA

Los estudios realizados inicialmente por Holzmann fueron confirmados en
1975 por Charles Sisk y Harvey Brown en un estudio doble ciego llevado a cabo
en 30 pacientes adultos con artritis reumatoide en Serrales, Santo Domingo
Republica Dominicana. La administracidn del veneno mostré una mejoria
estadisticamente significativa en las articulaciones adoloridas e inflamadas y
mayor fuerza de presion en el grupo que se sometié al tratamiento con el veneno
comparado con el testigo negativo. No se detectaron reacciones adversas
Unicamente inflamacion local en los sitios donde se aplicaron las inyecciones, la
cual desaparecié después de una o dos semanas y no se presentaron
anormalidades hepaticas, hematoldgicas o renales después del tratamiento ni
aumento en los niveles de cortisol (Holzmann y cols 1981).

Por otro lado, extractos obtenidos del abdomen de estas hommigas

presentaron actividad anti-inflamatoria usando el modelo de edema en ratas
inducidas con carragenina (Winter et al., 1962). Las ratas tratadas mostraron




mejoria en la pata trasera y en el tamano de la inflamaciéon (resultados no
publicados). La inyeccibn de una fraccion del veneno de la hormiga
Pseudomyrmex sp. parcialmente purificado fue administrado a la ratas Sprague-
Dawley inducidas a artritis con adjuvante de Freud's mostrando una completa
supresién de la artritis (Schultz y Arnold, 1984).

Posteriormente, Altman y cols de la Divisién de Artritis de la Facuitad de
Medicina de la Universidad de Miami, realizaron un doble ciego controlado con 30
pacientes con artritis reumatoide clasica por el criterio de ARA (Ropes et al.,
1958). La preparacion del veneno cosistié de un extracto alcohdlico del veneno de
la hormiga 15 pacientes control recibieron 0.1mg de histamina fosfato por
inyeccion para estimular los efectos del veneno de la hormiga (testigo negativo). El
veneno o placebo fue administrado subcutaneamente de la siguiente manera:
0.1ml el primer dia incrementando la dosis hasta 1ml por dia durante § dias, 1mi
del 6to al 14vo dia. La actividad reumatoide fue medida en base al criterio descrito
por Lansbury en 1956 y 1958. Los resultados mostraron que después de 14 dias
de tratamiento, la rigidez matutina disminuyé en un 78%, la fatiga no sufrié
cambios, [a fuerza de presién mejord un 22% y las articulaciones sensibles al dolor
bajaron de 24 a 3 en el indice articular de Ritchie. Esta mejoria generalizada
frecuentemente se mantuvo por espacio de 6 meses, sin embargo el factor
reumatoide, y los niveles de colesterol no se modificaron (Altman et al., 1982 y
1984).

Una fraccidon parcialmente purificada del veneno de la hommiga
Pseudomyrmex triplarinus fue aplicada en 10 pacientes con artritis reumatoide.
Estos pacientes tratados mostraron una mejoria estadisticamente significativa en
la rigidez matutina, el indice de Ritchie y en la intensidad del dolor. Las reacciones
adversas se limitaron a eritema en el sitio de la inyeccion en todos los pacientes y
prurito local con fiebre en un paciente (Astorga et al., 1992). La eficacia y
seguridad del extracto del veneno parcialmente purificado fue probado en 15




pacientes con artritis reumatoide activa, que tenian tratamiento con medicamentos
anti-inflamatorios y en algunos casos con metrotexate. Los resultados mostraron
una mejoria significativa en el nimero de articulaciones afectadas asi como el
indice de Ritchie, rigidez matinal y la intensidad del dolor. Dos pacientes
experimentaron reacciones moderadas locaies y no se encontraron alteraciones
en las pruebas de laboratorio clinico de los pacientes durante este estudio (Burgos
y Vargas, 1993).

La caracterizacion parcial de componentes peptidicos del veneno de P.
tniplarinus mostré que el veneno contiene 12 proteinas de 4200 a > 100 000 Kd,
con cuatro proteinas abundantes que fueron aisladas y purificadas mediante
cromatografia de baja presién (Hink et al.,, 1994). Los péptidos de menor peso
molecular del veneno mostraron una aita actividad anti-inflamatoria en ratas
inducidas con carragenina. Desafortunadamente, el tratamiento clinico en
pacientes con estos péptidos purificados mostraron resultados no reproducibles
que requieren ser confirmados para evitar las variaciones y los problemas técnicos
que se encontraron en los pacientes tratados (R. Kinsolving comunicacion

personal).

El anadlisis reciente de los péptidos de bajo peso molecular permitié aislar 6
isoformas diferentes del veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus con
pesos moleculares que varian entre 6998 y 7142 Kd. Estas isoformas
denominadas Mirmexinas |-Vl estan constituidas de diferentes heterodimeros
formados de una subunidad pequena (SS1,8S2 6 SS3) unida mediante puente
disulfuro a la subunidad mayor (LS1 6 LS2) en diferentes combinaciones. El
andlisis funcional con una dosis de 12 mg/kg del veneno completo proporcioné un
82% de actividad anti-inflamatoria en el modelo animal. Como las mirmexinas
representan el 44% del total de proteinas del veneno, se probé la dosis
correspondiente (5.4mg/kg) que mostré solamente un 52% actividad anti-




inflamatoria. Sin embargo, Cuando se incrementd la dosis de Mimnexinas a
9.8mg/kg la actividad anti-inflamatoria aumenté hasta 90% en el modelo de
induccién por carragenina (Pan y Hink, 2000).

Debido a la importancia potencial de éstos péptidos de bajo peso molecular
durante el desarrollo de la presente tesis nos enfocamos a clonar y determinar la
secuencias nucleotidicas que codifican para las subunidades mayores LS1 y LS2
de las Mirmexinas del veneno de la hommiga P. trip/arinus.

11.2 Importancia

La Artritis Reumatoide es una enfermedad inflamatoria que afecta en forma
simétrica las articulaciones periféricas, con la presencia de sinovitis persistente, la
cual conduce a dario articular y del hueso subcondral. El daio es muy variable,
dificil de predecir y es una enfermedad incapacitante, por la deformidad articular y
la sintomatologia dolorosa que la acompana. La artritis es una enfermedad
autoinmune de causa desconocida y multifactorial y las estrategias terapéuticas
disponibles permiten solo cierto control sobre la progresion de la enfermedad y el
tratamiento es de tipo paliativo, esta enfermedad puede aparecer a cualquier edad
con una incidencia maxima en la tercera y cuarta década de la vida la prevalencia
en la pobiacién es del 0.8% por lo que se estima que el 80% de los pacientes
desarrolla la enfermedad entre los 30 y 50 anos de edad y tiene una duracion
variable, irregular en general larga, por lo que es una enfermedad crénica y
frecuente ya que de cada 100 mexicanos uno padece artritis reumatoide (segtn la
Sociedad Mexicana de Reumatologia, www.descope.com/reumatologia/smr/p200.

asp).




El desarrollo de la Artritis Reumatoide es la respuesta inmune anormal a un
agente infeccioso en un individuo con susceptibilidad inmunogenética. El rasgo
histolégico caracteristico de la artritis reumatoide es una sinovitis proliferativa que
origina un tejido inflamatorio denominado "pannus” (Figura 4), como resultado de
la hiperplasia de las células de la capa de revestimiento intero de la membrana
sinovial ver (Figura 5). Este tejido esta compuesto por fibroblastos activados,
macrofagos, mastocitos, linfocitos T, plasmocitos y vasos sanguineos que invaden
y destruyen el cartilago articular y el hueso subcondral como lo muestran las
figuras. Existen dos mecanismos implicados en la patogenia de la enfermedad, el
primero involucra a las células del estroma sinovial, mientras que el segundo tiene
que ver con la activacion de los linfocitos T CD4+, los cuales producen diversas
citocinas proinflamatorias gque mantienen y promueven la hiperplasia sinovial.
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Figura 4. Corte histolégico de una articulacién normal y dafiada. La membrana
sinovial, hueso y cartilago se muestra de color azul {izquierda); mientras que el
corte de la articulacion dainada (derecha) muestra hiperplasia de las células de
ia membrana sinovial produciendo un infiltrado inflamatorio de color rojo.
(Http://mww.chondrex.com)




Figura 5. Asticulacion afectada por arfritis reumatoide. Se observa la
membrana sinovial que recubre la articulacion y es responsable del dolore
hinchazén frecuentes. La persistencia de la inflamacién lleva consigo
daiios hasta el hueso subcondral (www.medspain.comnS_jun9S/artritis_tto_htm)

Las etapas de la Artritis Reumnatoide pueden manifestarse con cansancio,
anorexia, malestar generalizado con dolor articular y sinovitis que afectan las
articulaciones interfaldngicas proximales, metacarpofalangicas y radiocarpianas;
acompainadas de rigidez matutina. La evolucibn de la artritis reumatoide

comprende varias fases Tabla I.

Tabla | Fases de la Arstritis Reumatoide

1. Presentacion de antigenos a las células T. y proliferacion de
sinoviocitos y fibroblastos.

2. Anglogénesis e infiltracion de la membrana sinovial por linfocitos.

3. Activacién de linfocitos B, sintesis de autoanticuerpos y migracion de
polimorfonucleares al liquido sinovial.

4. Invasion de cartilago por el tejido de granulacién y destruccion del
cartilago articular.

5. destruccion de cartilago y del hueso subcondral y alquilosis de la
articulacion.




Las etapas iniciales de la artritis reumatoide normalmente son
asintomaticas, posteriornente el grado de lesion estructural ocasiona los
sintomas prominentes descritos en la Tabla |. Por El Colegio Americano de
Reumatologia (ver tabla |l) estos criterios de diagnéstico de la artritis reumatoide
alcanzan una sensibilidad de 94% y una especificidad de 89%, con base en el
resultado del estudio comparativo de 262 pacientes con artritis reumatoide y 262
controles con diagnédstico de otras enfermedades articulares. Los criterios incluyen
el grado de inflamacién y sus caracteristicas en las diferentes articulaciones, la
extension del compromiso 6seo detectado en radiografias, la presencia de
manifestaciones extra articulares como ndédulos reumatoides y la deteccion del
factor reumatoide en sangre periférica.

Tabla ll. CRITERIO DIAGNOSTICO DE ARTRITIS REUMATOIDE

Rigidez matinat

Artritis de 3 o mas articulaciones

Artritis en las articulaciones de las manos

Artritis simétrica

Nodulos Reumatoides

Factor reumatoide positivo en suero

N|@ (s @ IN =

Cambios radiolégicos caracteristicos

* El diagndstico requiere de 4 0 mas criterios positivos.

El tratamiento de la artritis reumatoide es complejo e involucra muchos
aspectos de la vida del paciente (ver Tabla Ill). Es una enfermedad a la cual no se
le conoce curacién, excepto en casos cuando un paciente puede obtener remisién
completa de manera espontanea. En general, los tratamientos actuales y
disponibles en artritis reumatoide proporcionan alivio al dolor y reduccién de la




inflamacién asi como mejoria en el desarrollio de la enfermedad, pero ninguno es
curativo y todos ellos provocan importantes y variadas reacciones adversas.
Existen algunos pardmetros generales que se deben tener en cuenta. Para el
manejo adecuado de los enfermos se requiere un diagnéstico temprano asi como
informar sobre su enfermedad y ofrecer apoyo fisico, ocupacional y psicoldgico.
Es de suma importancia encontrar nuevos tratamientos que ofrezcan una ayuda
eficaz en los sintomas y pronostico de esta enfermedad.

1.3 Relevancia del Proyecto

La Artritis Reumatoide ha sido tratada con diferentes medicamentos sin
efectos benéficos significativos a largo plazo. Muchos de estos medicamentos
crean efectos secundarios indeseables como podemos ver en la Tabla Ill.
Normalmente el alivio es a corto plazo y el curso de la enfermedad raramente se
altera.

La caracteristica mas importante del veneno de P. Irplarinus en el
tratamiento de artritis reumatoide ha sido que produce una mejoria generalizada
que en la mayoria de los casos s& ha mantenido por espacio de seis meses, por lo
que no necesita aplicarse continuamente como la mayoria de los medicamentos
que se usan actualmente. Esto nos presenta este veneno como un medicamento
con muchas ventajas para su caracterizacion, estudio funcional y aplicacion en el
tratamiento de artritis reumatoide.

La relevancia de este estudio con el analisis funcional de los péptidos de
bajo peso molecular del veneno de P. triplarinus en la actividad anti-inflamatoria en
artritis reumatoide nos permitira analizar a mediano y a largo plazo un producto
farmacolégico valioso para el tratamiento y el pronéstico de los pacientes con
Artritis Reumatoide.




Tabla lll Drogas usadas en artritis reumatoide y sus posibles efectos secundarios

Nombre de la droga

Posibles efectos secundarios

Cortisona, Esteroides

El uso prolongado y excesivo de cortisona puede provocar
que Ja glandula supramrenal se active, causando
hipertension, diabetes, cataratas, ulceras, osteoporosis, y
distribucion impar de la grasa corporal

Naprosyn, Nalfon,
Tolectin, Meclomen,
Clinoril, Aspirina

Dolor estomacal, ulceras y dafios renales

Diclofenaco sodico |Nueva droga, sin efectos secundarios conocidos a la
fecha
Terfectin Efectos secundarios menos agudos que otras drogas
Interferon Sintomas similares a los presentados por fiebre y
resfriado
Cyclosporina Daino renal, presion sanguinea alta y perturbaciones
estomacales
Sales de Oro, Produce intolerancia digestiva, fiebre, astenia,
Metotrexate exacerbacién breve de la sintomatologia articular, o

elevacion transitoria de las enzimas hepaticas. Lesiones
de las membranas mucosas, dermmatitis, afecciones
toxicas en la sangre y rinones, reacciones anafilacticas y
dafio del higado.




HIPOTESIS

El uso del veneno completo de P. triplarinus vy las mirmexinas han
mostrado respectivamente una mejoria generalizada en pacientes con A
Reumatoide y una alta actividad anti-inflamatoria en el modelo animal. Sin
embargo, se ha detectado una alta variabilidad en el tratamiento administrado a .
pacientes, por lo qué;—gi clonamos las secuencias nucleotidicas responsables de
las mirmexinas en un vector de expresién podremos producir los péptidos
responsables de esta actividad en condiciones controladas en el laboratori(ﬂ

OBJETIVOS
o Obtenci"gn ;d’el DNA gendomico de la hormiga P. triplarinus .
° Ampliﬁcac‘n"én—mediante PCR /de’ las secuencias nucleotidicas que codifican
para las subunidades mayores de las Mirmexinas LS1 y LS2 con
oligonucleétidos especificos.

o Clonagién—pé los fragmentos amplificados en el vector pCR 2.1

. Determinaéérr,de la secuencia nucleotidica de los productos de clonacién
positivos.
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IV.1 Origen de los Reactivos

Obtuvimos de Sigma Chemical (Saint Louis, Missouri, E.U.A.) : trizma base, acido
etilen diamino tetra acético (EDTA), dodecil sulfato de sodio (SDS), cloruro de
sodio (NaCl), azul de bromofenol, xylene cianol, glicerol, bromuro de etidio,
hidroxido de sodio (NaOH), glucosa, acetato de potasio, acetato de sodio, BSA,
Cloruro de magnesio, ampicilina, Triton X-100, cloruro de calcio, sulfato de
magnesio hepta anhidro, 2- mercaptoetanol, acido clorhidrico, glicina, Cloruro de
potasio, HEPES, acido borico, Bioline obtuve X-Gal, CTR : metanol, etanol, acido
acético
Se obtuvo la triptona y levadura de DIFCO Laboratories Detroit .
Los oligonucleétidos disefiados se solicitaron a sintetizar en la casa comercial
OPERON (Alameda CA. E.U.A.), La enzima de restriccion EcoRI fue obtenida de
New England Biolabs KCalifomia, E.UA)El Kit para la amplificacién mediante
PCR lo obtuvimos de PROMEGA (Madison Wi, E.U.A.) y el vector de clonacion
TOPO de Invitrogen ( Carisbad, CA. E.U.A.).

s
IV.2 Material Bioldgico ?-o' oMy
Las hormmigas y el veneno fueron colectados y enviados directamente de Santa
Cruz de la Sierra, Bolivia. Las células £scherichia coli Ca** competentes TOP 10

provenian del kit de clonacién (Invitrogen, Carisbad CA. E.U.A)).




METODOS
V.1 Colecta y caracterizacion morfolégica de la hommiga P. trip/arinus

Las hormigas fueron colectadas en Santa Cruz de la Sierra, Bolivia)de los
arboles Triplaris americana localizados comunmente en lugares cuya humedad
relativa es alta y favorable para la simbiosis hormiga-arbol existente. Una vez
localizados éstos se golpearon provocando que las homigas @glg__._mnsto’a
defender su territorio y es aqui cuando son colectadas y almacenadas a 4°C. Las
hormigas se fijaron en una solucién de glicerol y acido acético 1:4 y fueron
montadas en laminillas pemanentes con solucién Faure's (Roberts D. B, 1998). La
observacion morfolégica se llevé a cabo inicialmente en un microscopio
estereoscépico y posteriormente se disectaron las diferentes estructuras como
antenas, cabeza, térax, abdomen y patas para su caracterizacion morfolégica
(Vazquez y Villalobos, 1980). La observacién se realizé en un microscopio de
contraste de fases Olympus CH-3PHb/CH3-PH y los estereoscopios Leica 200M
2000 y Olympus SZ-CTV SV40, Las imagenes se fotodocumentaron con el
prograna Gel-Pro con una camara digital Sonny. Las hormigas fueron identificadas
(Wheeler 1942) utilizando claves taxondmicas para subfamilia (Bolton, 1994) para
género y especie (Ward, 1985,1991,1993 y 1999).




V.2 Colecta de veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus

Las esponjas de colores brillantes fueron colocadas alrededor del arbol 7.
americana posteriormente se proporcionan pequefios golpes al arbol para la
induccién de las hormigas a inyectar directamente el veneno en las almohadillas
porosas de teflén previamente esterilizadas, de esta forma el veneno se obtiene
libre de extractos tisulares o de contenido intestinal. El método utilizado es una

modificacion de la técnica descrita por Hink y cols., en 1989.

_\
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V.3 Andlisis de los componentes proteicos del veneno de Pseudomyrmex
triplarinus.

Las muestras de veneno fueron visualizadas mediante electroforesis SDS-
PAGE 16.5% utilizando la técnica basica descrita por Laemmli, 1970, Garfin, 199 y
Nochumson, 1985. Esta técnica tiene su fundamento en la migracion de solutos
idbnicos en un campo eléctrico; las particulas migran hacia el catodo o anodo
(electrodos - y +) dependiendo de su carga, peso molecular y estructura
tridimensional, la velocidad de migracion de la particula (relacion carga / peso) es
directamente proporcional al producto de su carga efectiva y el gradiente de
potencial eléctrico es inversamente proporcional al coeficiente de friccion relativo a
la talla y forma de la molécula, a la resistencia que le ofrece el medio, el pH influye
sobre la velocidad de migracién. En la preparacién del gel separador se colocaron:
1.70ml de agua, 1.3ml de Tris-HCI 1.5MpH 1.8, 2.06ml de Acrilamida al 40%, 50ul

m



de SDS al 10%, 50ul de APS al 10% y 2ul de TEMED. El gel concentrador se
preparé mezclando 2.225ml de agua, 375ul de Acrilamida al 40%,3ul de Tris-HCI
1.5 MpH 8.6, 30ul de SDS 10%, 30ul de APS 10% y 3ul de TEMED. Una vez
polimerizados tanto el gel concentrador como el separador se colocé el buffer Tris-
Glicina 1X. Los carriles se cargaron con las muestras del veneno previamente
desnaturalizadas asi como el marcador de peso de rango bajo (Biorad). Se realizé
la electroforesis de 80-1 Oj\'oltios en la cAmara de sistema en gel vertical modelo
EC 120 (Aparatus Corporation), posteriormente el gel se tifié en solucion teiidora
(Azul de Comassie) durante 2 h y se depositd por 1 h con la solucidén decolorante
de metanol y acido acético. El gel fue secado con papel celofan duice a
temperatura ambiente (BIORAD). La soluciéon de veneno fue esterilizada en un
filtro Millipore de 0.22mm, liofilizada y almacenada a -75°C

Determinacion de las proteinas del veneno

La concentracion de proteinas del veneno de P. frip/arinus fue cuantificado
por el método colorimétrico de Bradford (1976). Se prepard la solucién estandar de
BSA en NaCl 0.15M (2mg/ ml) y se hicieron diluciones seriadas (7.81 a
1000ug/ml). Estas se colocaron en las microplacas 10ul de las diluciones estandar
+ 150ul del reactivo Bradford. Del veneno de P. frip/arinus se clocaron 10ul +
150ul de reactivo de Bradford y fue leido a una longitud de onda de 630nm. La
absorbancia obtenida del veneno cuantificada en la curva de calibracién de BSA
donde obtuvimos la cantidad de proteina contenida en el veneno eluido de las
esponjas.

V.4 Obtencion del DNA genémico de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus.

Para la obtencion de DNA de la hormiga se utilizdé la técnica de
precipitacion de cloruro de litio descrita por Sullivan y cols, (2000) que consiste en
macerar las hormigas adicionando un buffer de Gris HCI (pH 7.5) EDTA 10mM,
NaCl, 5M, SDS al 10%. Posteriormente, la mezcla se incubé a 65°C por 30 min,




adicionando KOAc 3M y NaCl25M, mezclando por inversién y se depositd en hielo
4°C 1h. La muestra se centrifugé por 15 min. a 14000 rpm y se transfirié el
sobrenadante a un tubo nuevo, agregando isopropanol frio y mezclando por
inversién. Se centrifugd nuevamente 15 min. eliminando el sobrenadante y
lavando la pastilla con etanol al 70%, finalmente se dejo secar 5 min. para
posteriormente disolver la pastilla en H20 miliQ.

Andlisis del DNA mediante electroforesis en geles de agarosa.

El DNA genémico obtenido de las hommigas fue visualizado en un gel de
agarosa al 0.8%. La técnica de los geles de agarosa esta fundamentado en la
separacion de moléculas basada en su movilidad en un campo eléctrico usando
como soporte un gel de agarosa en una solucién amortiguadora, el procedimiento
fue la preparacién del gel al 0.8% en buffer TBE 1X (Gris-Base-EDTA), el cual se
colocd en la camara electroforética horizontal modelo EC 320 de BioRad. El gel se
cubrié con buffer TBE 1X. Las muestras se mezcian con jugo azul 6X (Azul de
Bromofenol 0.25%, Xilencianol 0.25% vy glicerol 30%) y se depositaron en los
pozos del gel. Se realizé la electroforesis de 80-100V, se tifieron 15 min. en una
solucién de Bromuro de Etidio (50ug/mi). EI DNA obtenido fue visualizado en el
transiluminador UV y los geles fotodocumentados con el programa Gel-Pro. Para
la determinacién de la concentracion del DNA gendmico se usé de referencia el
DNA de Drosophila melanogaster cuantificado por densidad Optica con una
absorbancia de 260 la cual equivale a una concentraciéon de 0.05ug/uA de DNA
por lo que multiplicamos la absorbancia por 0.5 (factor de conversién)(Sambrook et
al., 1989).




V.5 Diseiio de los oligonucledtidos especificos.

La secuencia aminoacidica de las subunidades mayores LS1 y LS2 se
tradujeron a secuencias nucleotidicas utilizando la tabla de conversién de codones
de Drosophila melanogaster. seleccionando los codones mas utilizados en
insectos (http:// www.kazusa.or.jp/codon/ del Instituto de investigacion de DNA
Kazusa Chiba, Japén). El disefio de los oligonucleétidos especificos para las
subunidades se realizd utilizando las secuencias & y 3' de las diferentes
subunidades. Se utilizé el programa Oligo4.0 para realizar el calculo de la
temperatura de alineamiento (Tm) de cada uno de los oligonucledtidos. La
secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos que se disefiaron para amplificar
las subunidades LS1 y LS2 esta descrita en el Anexo I. (Mo # stan’).

Para la subunidad LS1 diseflamos los oligonucleétido llamado §' LS1
constituido de 24pb con una Tm de 73.6°C. Para amplificar la subunidad LS2
disenamos el oligonucleédtido nombrado 5'LS2 de 24pb con una Tm. de 73.2°C.
Debido a la similitud de las secuencias LS1 y LS2 se disefio un solo
oligonucleétido 3’ denominado LS1/2 con una Tm. de 74.8°C. La Tm. final
calculada fue de 69°C.

Se utilizé el programa de Amplify 1.2 para realizar el PCR virtual el cual
simula tas condiciones de estabilidad y unién de los oligonucledtidos. En este caso
el resultado de la amplificacion para la subunidad 5’LS1 tiene una estabilidad o
complementaridad del iniciador del 100% mientras que para la estabilidad de
unién 3’ es un 79%. Para la 3'LS1/2 su estabilidad del iniciador es del 98% y de
unién un 74%. La subunidad 5’LS2 tiene una complementaridad del iniciador de
91% y su estabilidad de unién 3’ de 71% y para el iniciador 3’ LS1/2 una
complementaridad del 98% y una estabilidad de unién 3’ de 74%. El producto
amplificado fue calculado fue de 99pb en los dos casos.




PCR virtual de LS1

Oligonucledétido: 5'LS1
Estabilidad del oligonucleétido = 100%
Estabilidad de la uni6n 3'= 79%

I
Oligonucleétido: 3LS12 * “
Estabilidad del oligonucleétido = 898%
Estabilidad de la union 3°= 74%

99

3LS12
PCR virtual de 1a LS2

Oligonucledétido: 5'LS2
Estabilidad del oligonucledtido = 91%
Estabilidad de la unién 3'=71%

i
Oligonucleétido: 3LS12 =
Estabilidad del oligonucleétido = 98%
Estabilidad de la unién 3°= 74%

1
93

3 Ls12




Como una estrategia altema también se tradujo la secuencia aminoacidica
de la subunidad LS1 usando la tabla de conversidon de codones de £. coli para
producir la secuencia directa de la subunidad LS1 libre de intrones etc. La
secuencia nucleotidica de los oligonucleédtidos LS1a y LS1b esta descrita en el
Anexo |.

Los oligonucleétidos se resuspendieron en TE 1X a una concentracion
1ug/ul y se realizo el alineamiento de LS1a y LS1b (de 5ug) colocando en un tubo
5ul de cada uno en el buffer de alineamiento conteniendo 6.6ul de Gris HCI 1M,
5.2ul de MgCI2 0.25mM, 0.6ul de DTT 1.0M y 0.26ul de EDTA 0.5M. Para permitir
el alineamiento de los oligonucleétidos se colocé en el termociclador por un ciclo
que decrecid la temperatura 88°C/2 min., 65°C/10 min., 55°C/1 min. y 37°C/10
min. Posteriormente se dejo la reaccién alineada toda la noche a temperatura
ambiente y se realizé la pre-polimerizacion de la secuencia colocando 3ul de la
reaccion de alineamiento en un tubo con Sul de buffer 10X, 0.25u1 MgCl. 0.25mM,
0.25ul dNTPs 100X y 0.25ul de la Taqg polimerasa (5U/ul). Finalmente, se adicioné
1ul de los oligonucledtidos 5° LS1 y 3’ LS1/2 100ng/ul + 0.25u1 de dNTP’'s y se
amplifico el fragmento por PCR con un gradiente de temperaturas usando el
programa que se describe en la siguiente seccion.

Alineamiento




V.6 Ampilificacion mediante PCR

A partir del DNA gendémico obtenido de la hormiga P. trip/arinus fue
ensamblada la reacciéon de PCR (Barrera y cols 1993). Para amplificar el DNA de
las subunidades mayores del veneno se colé 1l de DNA genémico, 25ul de Buffer
10X, 1.5ul de MgCI2 0.25mM, 0.25ul de dNTPs 100X, 1ul de cada oligonucleétido
con una concentracién de 100ng/ul, 0.25ul de enzima Taq polimerasa (5U/ul) de
Promega (Madison Wi, E.U.A.) y 16.5ul de H20 mili Q. El programa que se utilizé
se bas6é en las Tm(s) calculadas anteriormente y consistié inicialmente de una
temperatura desnaturalizante de 94°C/ 5 min. durante un ciclo el cual fue largo
debido a que usamos DNA gendmico, los 30 ciclos restantes consistieron de la
temperatura desnaturalizante de 94°C/ 1 min., 69°C/ 1 min y 72°C/1min. Por
dltimo, fue aplicado un ciclo de extensién de 72°C/ 5 min. Una vez realizadas las
reacciones correspondientes se colocaron en el termociclador PCR express
(Hybaid HBP 110 serie 19612), bajo las condiciones preestablecidas y siguiendo
las instrucciones del manual. El calculo de las Tms se realizé haciendo un
promedio y restando 5°C para calcular la temperatura de alineamiento final para
cada reaccion.




V.7 Purificacion del DNA amplificado mediante la técnica de fibra de vidrio

El DNA amplificado mediante PCR fue purificado cortando en el gel de
agarosa 0.8% el 6 los fragmentos de interés colocandolos en columnas hechas
con dos tubos ependorf de 1.5ml y 0.5mi respectivamente (ensamblados uno en el
otro). El fragmento de agarosa con el DNA se colocd en el tubo de 0.5ml con fibra
de vidrio y posteriormente se centrifugé a 14,000rpm por 5 min. El DNA pasa a
través de la columna y es recuperado en el fondo del tubo de 1.5ml. Se le
agregaron 10ul de NaOAc 3M y 250ul de etanol al 100%. Se mezclé mediante
vortex (Thermolyne serie 268) y de inmediato fue almacenado a —20°C por 1h,
después fue centrifugado (centrifuga ependorf 5415C) por 15 min. a 14,000rpm,
se descarté el sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol al 70%. Después se
centrifugd por 5 min. a 14,000rpm, se eliminé el sobrenadante por decantacion y la
pastilla se dejé secar por 10 min. Finalmente y se resuspendié con H20 miliQ en
el mismo volumen de la muestra inicial para después ser visualizado en un gel de
agarosa al 2% siguiendo el mismo procedimiento descrifo anteriormente para
preparacién en geles de agarosa.




V.8 Clonacién de los productos amplificados

La clonacién de los productos amplificados fue realizada utilizando el vector
de clonacién comercial TOPO pCR 2.1 (Invitrogen). Los productos amplificados
mediante PCR de las subunidades LS1 y LS2 fueron ligados mediante una
reaccion quimica colocando 4ul de DNA amplificado (400ng/pl), 1ul de sol. salina y
1ul de vector pCR 2.1 TOPO. Posteriormente, se incubé la reaccién 30 min a
temperatura ambiente y se colocé en hielo durante 5 min. Para la transformacién
se colocaron 2ul de reaccion de la ligacidn en un tubo con bacterias TOP10 Ca++
competentes incubando por 20 min. Se proporciondé el choque térmico a las
células por 30 seg. a 42°C y se adicionaron 250ul de medio nutritivo SOC. Las
células se colocaron a 37°C en agitacion por 1h en la incubadora (Brinkmann
Orbimix 1010 y Brinkmann Incubator 1000) y se plaqueo por difusién con 50 y
100ul de la transformacién en placas con LB + Ampicilina + X-Gal. El testigo
positivo ( + ) fue el plasmido pUC18 y el testigo negativo ( - ) H20 estéril.
Posteriormente, las placas con agar LB se dejaron en crecimiento toda la noche
en la incubadora de Precision NAPCO modelo 818 a 37°C y se seleccionaron las
clonas de colonias blancas ya que el vector de clonacién contiene el gen lacZ
(ATG) localizado en el M13 reverse del vector que al interaccionar con X-gal da
como resultado un coloracion azul intenso por lo tanto las colonias blancas indican

la presencia de un fragmento (inserto) dentro de el vector de clonacién.
L. )

en el vector
OPO

(Invitrogen)




V.9 Obtencion del DNA plasmidico de las clonas positivas.

Para caracterizar y obtener los fragmentos clonados se realizé la obtencién
de DNA mediante minipreparacién con el método de lisis alcalina (Kraft,1988,
Lech, 1987, Maniatis, 1982). Se sembraron 12 colonias de cada subunidad en
medio LB+Ampicilina siguiendo el protocolo para su aislamiento. Para obtener el
DNA de los productos (LS1, LS2 y sintético) clonados utilizamos las técnica de
minipreparacion por lisis alcalina que consistid en inocular cepas de las
subunidades clonadas en 3 ml de LB caldo (NaCl 1%, extracto de Levadura y
Triptona 0.5%) estéril y con ampicilina (100ug/ml) y se incubé 16 h a 150 rpm (
37°C). Posteriormente se tomé 1.5ml del cultivo y se transfirio a un tubo de
microcentrifuga (1.5 ml) y se centrifugo por 2 min a 16000 rpm. Se descarto el
sobrenadante y se recupero la pastilla, la cual se resuspende en 150ul de solucion
| (glucosa 50mM, EDTA 10mM y Gris-HCL 25mM, pH 8.0), después de 5 min a
temperatura ambiente, se adiciond 300ul de solucién Il (NaOH 0.2N y SDS 1%) se
mezcld por inversién. Se agregaron 250ul de solucién Il (Acetato de Sodio 3M ,
pH 5.2), se incubd por 5 min a -20°C y luego fueron centrifugadas por 5 min a
16000 rpm y el sobrenadante fue transferido a otro tubo. EI DNA fue precipitado
agregando 1 volumen de isopropanol (600ul) al 100%, mezclando por inversion e
incubando por 10 min a —20°C. Posteriormente se centrifugd por 5 min a 16000
rpm descartando el sobrenadante y las pastillas fueron lavadas con 1mi de etanol
al 70% dejando secar las pastillas por 10 min y finalmente el DNA se resuspendio
en 50ul de H20 mili Q.

V.10 Caracterizacién del DNA plamidico mediante digestion con enzimas de
restriccion.

Las secuencias de las subunidades clonadas se caracterizaron con la
enzima de restriccion Eco Rl ya que esta enzima libera los fragmentos clonados
del vector de clonacién cortando ambas cadenas del DNA siendo una enzima
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palidrémica ya que puede reconocer ambas cadenas complementarias. Eco RI el
sitio de corte para la enzima es: 5 G{AATTC 3’

Del DNA plasmidico obtenido de las clonas positivas se utilizaron 400ng/ul para
liberar el inserto de interés. Se realizaron 12 digestiones para cada subunidad,
colocando 2ul de DNA (400ng), 1ul de buffer 100X, 0.3u! de enzima Eco Rl y 6.7l
de H20 miliQ. El volumen por reaccion fue de 10ul los cuales se incubaron a 37°C
durante 24h en la incubadora de Precision NAPCO modelo 818.

V.11 Determinacion de la secuencia nucleotidica

Para la determinacién de la secuencia nucleotidica de los productos
amplificados de las clonas recombinantes positivas se preparé el DNA por el
método de lisis alcalina (Kraft,1988, Lech, 1987, Maniatis, 1982). La secuencia de
las clonas positivas se determiné mediante la técnica descrita por Sanger, en
1977. 2ug del DNA plasmidico fueron purificados mediante paso por columnas de
QIAGEN. La secuenciacion se realizé utilizando oligonucleétidos derivados del
fago M13 (Anderson, 1996). marcados con IR-800, detectado la secuencia
nucleotidica por luz infrarroja en el DNA sequencer Long Reader 4200 LI-COR IR2
semiautomatico.
Forward 5 G TAA AAC GAC GGC CAG 3
Reverse 5° CAG GAA ACAGCT ATGAC 3







V1.1 Observacion morfolégica de Pseudomyrmex triplarinus
_ Para identificar morfolégicamente la anatomia general de la hormiga utilizamos
ejemplares completos. La figura 6 muestra una hormiga trabajadora de la subfamilia
Pseudomyrmicinae con las caracteristicas morfolégicas principales usadas en
taxonomia (Wheeler, 1942, Bolton, 1994, Ward, 1985,1991,1993 y 1999). En este
ejemplar identificamos diferentes estructuras como: el alitronco (primer segmento
abdominal fusionado junto con el térax verdadero) y dentro de el se localiza el
pronotum, espiraculo mesotéracico, mesondétum, metandtum, escutelum,
espiraculo del metanotum y el propodeum. El gaster es la parte baja abdominal de
la cintura que contiene al peciolo el cual es un pedicelo compuesto de solo un
segmento, postpeciolo es el segundo segmento de la cintura compuesto del tercer
segmento abdominal, esternitos y terguitos tanto en el gaster como en el alitronco
se localiza la membrana intersegmental, los funiculos se refiere a toda la antena
excepto el primer segmento, tiene un muy desarroliado estilete; es el érgano cercano
al dltimo segmento abdominal sale por el pigidio (ultimo segmento abdominal
visible). Los apéndices toracicos constan de coxa, trocanter, fémur, tibia, espuela
pectinada, tarso y uifas. Tiene un Iébulo frontal conteniendo el occipucio, la
cabeza, ojos, antenas y mandibuia.
V1.2 Diseccién y analisis morfologico de Pseudomyrmex triplarinus
Las hormigas anteriormente fijadas en glicerol y acido acético (1:4) fueron
disectadas utilizando instrumentos de diseccion especiales haciendo preparaciones
de laminillas permanentes con solucion Faure’s. ldentificamos 12 segmentos
antenales, un diente marginal sobre el margen basal, ojos de 1/3 de longitud
comparada con la cabeza (Fig. 6.1), metanoturn bien desarrollado, térax formado
por tres segmentos protdrax, mesotérax y metatérax (Fig. 6.2), En la figura 6.3
podemos observar un peciolo y post-peciolo caracteristico de la identificaciéon para
la subfamilia Pseudomyrmicinae (Bolton, 1994) y un estilete bien desarrollado, el
surco metabasitarsal esta ausente (Fig. 6.4). Las claves taxondmicas (Ward 1985,
1991,1993 y 1999). nos permitieron identificar el género Pseudomyrmex, especie

triplarinus
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Diente Apical

Diente Basal Medio

Figura 6.1 Diseccion y andlisis morfolGgicode la cabeza de Pseudomyrmex triplarinus

La cabeza de la hormiga posee dos antenas con doce segmentos y dos ocelos, ojos grandes
de 1/3 aproximadamente de la longitud de la cabeza. El complejo frontoclipeal muestra en(B )

la mandibula un diente marginal sobre el margen basal y en ( C ) el margen masticatorio de la
mandibula muestra siete dientes indicados con niimeros en vista ventral,
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Mesotorax

Metatorax

Figura 6.2 Diseccién del térax de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus
El térax de la hormiga obrera P. triplarinus presenta un metanétum bien desarrollado,
formada por tres segmentos protdrax, mesotérax y metatorax en los que se insertan un par

de apéndices.




Peciolo

Postpeciolo
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Pigidio

Estilete

Esternitos

Figura 6.3. Abdomen de hormiga P. tnplarinus

Los terguitos y esterguitos en el abdomen unidos por membranas pleurales. Una caracteristica distintiva de
la subfamilia es el cuerpo con dos segmentos reducidos peciolo y postpeciolo bien definidos y un muy
desarroliado estilete.
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Figura 8.4. Apéndices Toracicos de la hommiga P. triplarinus. Las patas estan articuladas en la
regién pleural de los segmentos toracicos y estan formadas por artejos, el fémur es de mayor
tamafio siendo el mas fuerte de todos. Presentan coxa, trocanter, tibia, los segmentos tarsales y
dos ufias. Presentan en la tibia la espuela pectinada caracteristica y el surco metabasitarsal esta

ausente
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VI.3 Analisis de los componentes proteicos del veneno mediante electroforesis
SDS-PAGE.

Para el analisis del veneno de P. trip/arinus realizamos una modificaciéon a
la técnica descrita por Hink y cols., en 1989. El veneno fue eluido de 10 esponjas
de teflén con agua destilada, fue esterilizado en filtro Millipore 0.22um vy liofilizado
a una temperatura de -70°C en una liofilizadora (LABCONCO) por 9 horas
concentrando asi, las muestras de veneno. Este fue visualizado en gel SDS-PAGE
16.5% (técnica descrita por Laemmili, 1970, Garfin, 1990 y Nochusom, 1985). Las
proteinas se observan con degradaciéon parcial sin embargo pudimos detectar
como se observa en la Fig. 7; cuatro bandas prominentes como las previamente
descritas por Hink et al., en 1994. En el gel se indican las mirmexinas (banda de
menor peso molecuilar). La concentracidn de veneno fue cuantificada por el

método colorimétrico de Bradford, 1976.

myrmexinas

S$S1-Ls2
SS1-L81
SS2-LS2

SS2-LS1
SS83-LS1

SCTE="
g

Figura 7. Analisis y caracterizacién de los componentes proteicos del veneno de P. tniplarinus. Las
muestras de veneno fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE al 16.5%. A) Marcador
de peso molecular, B) la muestra de 7ul del veneno eluido presenta 4 proteinas mas abundantes
de 24500, 20400, 14100 y 6000 Kd. Los péptidos de bajo peso molecular constituyen las
Mirmexinas que contienen las subunidades mayores LS1 y LS2.
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V1.4 DNA genémico de Pseudomyrmex triplaninus.

El DNA gendémico de la hormiga P. trip/arinus se obtuvo utilizando la técnica
de precipitacion con cloruro de litio (Sullivan y cols, 2000), el resultado en la Figura
8.B, muestra aproximadamente 250ng/ul de DNA gendmico obtenido de P.
iniplarinus. Esta cantidad es menor comparada con los DNAs genomicos de otros
organismos analizados como (Drosophila melanogaster, ratén y agaves en los
carriles A, C y D). La visualizacion en gel de agarosa al 0.8%. mostré que
obtuvimos el DNA gendmico de buena calidad electroforética ya que no muestra
degradacion.

A B C D

Figura 8. Obtencién del DNA gendmico de la homrmiga P. tnplaninus. Los DNAs gendmicos se
obtuvieron procesando 0.130g de diferentes tejidos utilizando la técnica de Cloruro de litio
(Sullivan, 2000). La calidad y el DNA se analizé mediante electroforesis en geles de agarosa 0.8%.
DNAs genomicos de A) mosca de la fruta Drosophila melanogaster, B) hormiga Pseudomymmex
triplarinus, C) Agave y D) Ratén.




V1.5 Amplificacién mediante PCR de la subunidad LS1, LS2 y LS1 sintético
, La cantidad de DNA gendmico (250ng/ul) fue suficiente para realizar la
amplificacion de las subunidades mayores de las Mirmexinas. Los productos de
PCR obtenidos con la Subunidad LS1 del DNA gendmico (Fig. 9) mostraron dos
fragmentos amplificados de 700 y 460 pb con las temperaturas que van de 65.9 a
70.2 °C en el gradiente de temperaturas al que fueron sometidas. La amplificacién
de la Subunidad LS2 se obtuvo de un PCR con una Tm de 69°C mostrando dos
fragmentos de 500 y 260 pb (Fig. 10). El PCR para amplificar la LS1 del DNA
sintético con la estrategia alterna mostré exitosamente un fragmento de ~99pb
como se esperaba en todas las temperaturas del gradiente (Fig. 11). El tamafio de
las bandas de ambas subunidades (LS1 y LS2) de las ampilificaciones mediante
PCR se verificaron en gel de poliacrilamida al 16.5% (Figura 12).

Figura 9. Amplificacién mediante PCR de ia subunidad mayor LS1. Fue visualizado en un gel de
agarosa al 2%. Se realizé un gradiente de temperaturas de 60.1 a 70.2°C. el primer carril muestra
el Marcador de peso molecular pBR322+Alul, los demas carriles muestran las amplificaciones
realizadas a partir de las temperaturas entre 65.9°C y 70.2°C mostraron 2 bandas de
aproximadamente 700 y 460pb.
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Figura 10. Ampilificacion mediante PCR de la subunidad mayor LS2. Los productos amplificados
fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. A) Marcador de peso molecular
pBR 322+Alu |, B) Se observan dos productos amplificados de aproximadamente 500 y 260pb.

FEELPTES & &S

Figura 11. Amplificacion mediante PCR del DNA sintético LS1. El resultado mostré una
amplificacién en todas las temperaturas del gradiente. Los productos de la amplificacién mediante
PCR; muestran el fragmento de ~99pb como lo esperado en todas las temperaturas analizadas. El
primer carril muestra el Marcador de peso molecular pJC 19 + Msp .
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Figura 12. Analisis de los productos amplificados LS1 y LS2 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6%. A) marcador de peso molecular lambda + Pst 1. B) secuencias amplificadas
de la subunidad mayor de Mirmexinas LS1 donde se observan dos bandas; una de ~700pb y otra
de ~460pb. C) subunidad LS2 con dos bandas de ~500 y ~260pb.

V1. 6 Purificacion de fragmentos de las subunidades L.S1 y LS2 mediante fibra de
vidrio

Los fragmentos amplificados para ambas subunidades se purificaron por la
técnica de fibra de vidrio (Maniatis, 1982). En la figura 13 se muestran los
fragmentos amplificados para las subunidades LS1 y LS2 en un gel de agarosa al
2% y se comparan los fragmentos purificados con los productos de PCR
mostrando una minima pérdida de DNA en el proceso de purificacion.




LS1 LS2

516
467

Figura 13. Purificacion de los fragmentos de las subunidades LSt y LS2 mediante fibra de vidrio.
Los fragmentos purificados de la subunidad LS1 se corrieron en un gel de agarosa al 2% (LS1): A)
10ul marcador de peso molecular lambda + Msp |, B) LS1 producto de PCR sin purificar bandas de
~700 y ~460bp, C) Fragmento de 460 pb purificado, D) Fragmento de 700 pb purificado, E)
marcador de peso molecular PBS + Dde |. Los Fragmentos purificados de la subunidad LS2 (LS2):
A) marcador de peso molecular pBR322+Alu I. B) producto de PCR de la subunidad LS2; C)
Fragmento de 500 pb purificado; D) Fragmento de 260 pb purificado.

V1.7 Clonacién de los fragmentos amplificados en el vector pCR 2.1

Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector comercial TOPO pCR
2.1 proporcionando una alta eficiencia de clonaciéon en los productos de PCR
amplificados. En la Figura 14 se pueden observar las cajas pefri con medio LB +
ampicilina con crecimiento de las colonias con color blanco (clonas positivas) en

contraste con las colonias azules (sin inserto).
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Figura 14 Seleccion de clonas positivas. Como se puede observar se obtuvieron colonias blancas
(con inserto) y colonias azules (sin inserto). Las colonias blancas se seleccionaron para su
posterior aislamiento plasmidico, caracterizacién y analisis nucleotidico. Las cajas contenfan LB +
ampicilina (10mg/mi) + X-Gal (40mg/mi).

V1.8 Aislamiento del DNA plasmidico de los fragmentos clonados

Se realiz6 el aislamiento del DNA plasmidico de 12 colonias para cada
subunidad por el método de minipreparacién con lisis alcalina como se pude
observar en la Figura 15. Se obtuvieron aproximadamente de 1-8ug totales de
DNA para cada clona y se observan diferencias en los tamanos lo cual indica que
se introducieron insertos de los productos de PCR en el vector de clonacion.




Figura 15. Aislamiento del DNA plasmidico de las clonas positivas. Los DNAs de las clonas
positivas fueron visualizados mediante electroforesis en agarosa al 0.8%. el carril sefialado con la
letra V representa al vector sin inserto (colonia azul)

V1.9 Andlisis y caracterizacion del DNA obtenido en las clonas positivas.

Los insertos clonados en el vector pCR 2.1 fueron analizados mediante
digestion con la enzima Eco Rl y se analizaron en geles de agarosa al 2% como
se puede observar en la Figura 16. Los fragmentos clonados mostraron gran
variabilidad en el tamafio de los insertos liberados por lo que se decidid
corroborar los pesos moleculares de las bandas clonadas en geles de
poliacrilamida al 6% para mayor precision del resultado. En la Figura 17 se
muestra que para cada subunidad incluyendo el DNA sintético se observan
diferentes pesos moleculares de los insertos. Para la subunidad LS1 se obtuvieron
7 fragmentos de ~150, 180, 230, 430, 500 y 700pb (Figura 17). Para la subunidad
LS2 se clonaron 5 fragmentos de diferente peso molecular: ~230, 410, 430, 530 y
700pb (Figura 18). Para el DNA sintético se observé un patrén de 7 bandas con
peso molecular de ~ 100 pb (Fig. 19). 3 fragmentos clonados corresponden como
se esperaba a fragmentos > de 99pb debido a los nucledtidos del vector entre los
sitios Eco RI (carriles 7, 8 y 9). Sin embargo, en los carriles 6 y 8 se muestran
bandas de menor peso molecular del esperado y algunas de aproximadamente el
mismo peso molecular al producto de PCR (carriles 3 y 4). Estas ultimas
probablemente corresponden al vector sin inserto y 6 clonas truncadas que se
confirmaron con la determinacion de la secuencia nucleotidica en la siguiente

seccion.
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Figura 16. Andlisis de los fragmentos clonados mediante electroforesis en gel de Agarosa 2%. Se
analizaron 12 colonias blancas de las placas de LB para cada subunidad (LS1, LS2 y DNA
sintético). El DNA plasmidico de las clonas fue digerido con la enzima de restriccion Eco R |
liberando los insertos que se muestran.

Figura 17. Andlisis de las clonas positivas de LS1 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
6%. EI DNA pilasmidico de las clonas positivas de LS1 fue digerido con Eco R |. Los fragmentos
liberados fueron: 460 y 700pb (2 A), fragmento de ~500pb (3 y 7 A), fragmento de ~150pb (4 A),
fragmentos de ~180pb y de ~80pb (5 A), fragmento de ~226pb (6 A), fragmeno< de 100pb, (8 A),




fragmentos de ~430 y ~219pb (3 B), fragmento de ~210pb (4 B), fragmentos de ~750 y ~210pb (5
B), amplificacion inespecifica (6 B), fragmento de ~780pb (7 B), Marcadores de peso molecular
" pBR 322+ Alulenlos carriles (1Ay9A)ypUC 19+Msp1(1y2B).

Figura 18. Analsis de las clonas positivas de LS2 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
6%. El DNA plasmidico fue digerido con Eco Rl. Los fragmentos positivos liberados de la
subunidad LS2 cionada fueron: fragmentos 500 y 230pb (2 A), fragmentos de ~410pb (34, 6-8 A),
fragmento de ~700pb (5 A), fragmentos 521 y 230pb (2 B), fragmentos de ~530 y ~235pb (3 B),
fragmento de ~430pb (4 B), fragmentos de ~ 530pb (5,7 y 8 B) fragmento de 230pb (6 B).
Marcadores de peso molecular pBR 322 + Alul {1 y 9 A) y pUC 19 + Msp 1 (1 B).




Figura 19. Andlisis de las clonas posifivas del DNA sintético LS1 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida 6%. El DNA plasmidico de las clonas positivas obtenidas del DNA sintético fueron
digeridas con Eco R |. Marcador de peso molecular pBR 322 + Alu | (1), Producto de PCR del DNA
sintético (2), insertos liberados de ~100pb (3-9).

Vi.10 Determinacion de la secuencia nucleotidica

En la Figura 20 se muestra un gel de secuenciacion donde se obtuvieron
las secuencias nucleotidicas en el secuenciador LI-COR IR2 semiautomatico
(Centro de Biotecnologia Gendmica IPN-Reynosa, Tamps). El secuenciador lee la
secuencia en cada carril verticalmente iniciando de la parte inferior del gel y
continuando hacia la parte superior. El andlisis de las secuencias nucleotidicas
obtenidas se realizé identificando los dos sitios Eco Rl del vector de clonacién pCR
2.1, la secuencia del vector, los oligonucleétidos (5’ y 3') y el inserto.

Para la LS1 se secuenciaron 7 clonas en total: dos clonas presentaron los
sitios Eco Rl con secuencias repetidas, una presenté al menos 7 repeticiones del
oligonucledtido 3’ y la otra 2 repeticiones del oligonucledtido 5. En el resto de las
clonas se encontro un solo sitio Eco R, el fragmento del vector y el oligonucleétido
5'LS1.

Para la LS2 se secuenciaron: 11clonas en total. Dos clonas presentaron los
sitios Eco Rl y el fragmento de vector correspondiente. La secuencia de
oligonucledtidos estaba repetida tanto para el oligonucleétido 5’LS2 como para el
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3’LS1/2. En las nueve clonas restantes solo se encontrd un sitio Eco RI, la
secuencia del vector y los oligonucledétidos 5’ LS2 repetidos.

interesantemente, en la estrategia altema del DNA sintético se
secuenciaron 5 clonas en total. En 3 clonas se encontré la secuencia completa
(99pb) con los dos sitios Eco RI, sus respectivos fragmentos del vector, los
oligonucledtidos 5’ LS1 y 3’ LS1/2 y el inserto de 58pb. Las otras dos secuencias
no presentaron el oligonucleétido 3'LS1/2 por lo que estan incompletas con 80pb
en el extremo 3. El analisis de la secuencia nucleotidica de los insertos de las tres
clonas secuenciadas mostraron una similitud del 100% con la esperada. Las
descripcion detallada de la secuencia nucleotidica se muestran en el Anexo |.

ACGT ACGT ACGT ACGT ACGT ACGT ACGT

A A AR
A
AT A A
R R AR AN
A AR R ATATAA

e NN A
L

Figura 20. Gel de secuenciacion de clonas posilivas para LS1 y LS2. Se muestra un ejempio del
gel obtenido en la secuenciacién de algunas clonas de las subunidades LS1 y LS2 donde se
muestran los carriles para adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T).
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VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES Arbyeven
~— se\\)uvﬂﬂ'z

En base a los resultados obtenidos para la identificacion de/ las hormigas
colectadas en Santa Cruz de la Sierra, Bolivia_Jogramos la identificacién especifica
glton 1994 y Ward 1985, 1991, 1993,

1999 correspondiente a la hormiga simbionte del arbol Trip/aris americana, del

segun las claves taxondémicas descritas por
género y especie: Pseudomyrmex triplarinus .

El veneno fue analizado encontrando los cuatro componentes proteicos
mas abundantes incluyendo las Mirmexinas que corresponden a los anteriormente
descritos por Hink et al., en 1994 y Pan et al., en 2000. No se pudieron observar
todos los componentes proteicos debido a la posible degradacion de algunos de
los productos proteicos durante el transporte de las esponjas de Bolivia a México.
Aunque se ha descrito que las proteinas del veneno de esta hormiga son
termoestables (Pan y Hink, 2000), el veneno fue eluido de las esponjas un mes
después de su colecta debido a problemas migratorios por lo que las esponjas,
fueron expuestas a condiciones externas de alta temperatura.

extrermas?

La extraccion del DNA gendmico de Drosophila melanogaster indica que
con 3 moscas se puede obtener DNA genémico suficiente y de buena calidad.
Nuestros resultados muestran que pudimos obtener DNA gendmico del tejido de la
hormiga P. triplarinus con una muy buena calidad electroforética aunque en
menor concentracion (~250ng/ul) comparado con las otras extracciones que
realizamos en paralelo de Drosophila melanogaster, ratén y agave (Figura 8). Lo
anterior podria deberse a que la extracciéon de la hormiga presenté problemas
debido a la dureza de la cuticula de las hormigas.
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Para el disefio de los oligonucledtidos especificos de las subunidades
mayores de las mirmexinas se utilizé la tabla de uso de codones de Drosophila
melanogaster (www.kazusa.or.jp/codon/) ya que se puede predecir una mayor
similitud con el genoma de la hormiga. Para el DNA sintético dg la estrategia
alterna se utilizé la tabla de conversion de codones de E. m/?péra predecir la
mejor expresiéon de la secuencia nucleotidica en un vector de expresion
procariético.

En la amplificacion mediante PCR fue suficiente 1ul del DNA gendmico
(~250ng/ul) para obtener la amplificacion de ambas subunidades (LS1 y LS2) las
cuales mostraron en todos los casos fragmentos de mayor tamano al esperado
(Figura 12). Lo anterior podria deberse a la presencia de intrones en el DNA
gendmico de la hommiga P. frip/arinus. La amplificacién del DNA sintético se obtuvo
exitosamente en el todas las temperaturas del gradiente desde 60.1 a 70.2°C
como se muestra en la Figura 11.

Los productos de amplificacién fueron clonados en el vector pCR 2.1 TOPO
(Invitogen) el cual consta de: origen de replicacion y terminacién bacteriano,
resistencia a Ampicilina y Kanamicina el sitio multiple de clonacién, y el gen LacZ
que al interaccionar con X-Gal presenta el color azul en las colonias que no tienen
el inserto mientras que las que tienen inserto se observaron de color blanco ya
que interrumpe la secuencia del gen LacZ inhibiendo ia reaccion colorimétrica
(Figura 14).

El aislamiento de DNA plasmidico por la técnica de lisis alcalina (Kraft, 1988,
Lech, 1987, Maniatis, 1982) fue caracterizado mediante la visualizacién del DNA
plasmidico en geles de agarosa y poliacrilamida. La concentracion obtenida varié
de 1 a 8pug totales aproximadamente en cada muestra. El vector de clonacién tiene
dos sitios Eco RI localizadas a los extremos del sitio miltiple de clonacién donde
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fueron insertados los productos de PCR (LS1, LS2 y LS1 sintético). No
encontramos hingun problema al liberar los insertos mediante la digestiéon con Eco
RIl. Sin embargo, se encontraron fragmentos significativamente diferentes a los
esperados en cuanto al peso molecular para ambas subunidades LS1 y LS2
(Figuras 16-18) lo que pensamos probablemente se debia a la presencia de
intrones en el DNA gendémico. En cambio, para el DNA sintético de la LS1 se
encontraron tres clonas exactamente del tamaino esperado como se observa en la
Figura 19.

Las secuencias nucleotidicas de los productos clonados se determinaron
por la técnica descrita por Sanger, en 1977 en el secuenciador semiautomatico Ll-
COR. De la mayoria de las clonas secuenciadas se obtuvo la secuencia
nucleotidica, aunque en algunas secuencias la calidad del gel de secuenciacién no
permitié la lectura automatica por lo que ia secuencia se leyé manualmente lo
anterior probablemente fue debido a que la calidad del DNA no era la requerida.

En las 18 clonas secuenciadas del DNA genémico no encontramos la
secuencia completa con los dos oligonucleétidos 5’ y 3' en la misma secuencia, en
la mayoria de los casos se encontraron repeticiones de los oligonucleétidos ya sea
del 8’ 6 el 3'. Los problemas anteriores muy probablemente se deban a que el
oligonucleétido 3'LS1/2 fue disefiado muy pequefio y presenta varias
degeneraciones en la secuencia nucleotidica.

Para el DNA sintético se secuenciaron 5 clonas positivas de las cuales tres
contenian la secuencia completa y las dos clonas restantes contenian una
secuencia incompleta de 80 nucleétidos con ausencia del oligonucleétido 3'LS1/2
(menor peso molecular) que explica la diferente movilidad electroforética de las
clonas positivas (Figura 19). El andlisis de la secuencia nucleotidica de las tres
clonas completa mostré6 exactamente la secuencia esperada de 99pb y la
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traduccién a secuencia aminoacidica (NCBI) confirmé que codifica para la
subunidad mayor LS1 de las mirmexinas de la hormiga P. trip/arinus.

CoN CLuS(onESR

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo nos permitieron:
conclL.US|onNE S
Se

v Identificay taxonémicamente los ejemplares de Pseudomyrmex ltriplaninus
Ne ere v» sbjelrvo-~
Vi LJO

colectados en Santa Cruz, Bolivia.
No

v Verificar los componentes proteicos mas abundantes del veneno de la
7

-

hormiga P. tnplarinus. Ve VW eV O

v' Obtener el DNA genémico de P. UIrplarinus con buena calidad
electroforética.

v" Ampilificar mediante PCR las secuencias nucleotidicas que codifican para
las subunidades mayores de las Mirmexinas LS1 y LS2.

v" Clonar los fragmentos amplificados de las subunidades mayores LS1 y LS2.

v Determinar la secuencia nucleotidica de los productos de PCR clonados.

v Confirmar la secuencia nucleotidica de la subunidad LS1.

Los resultados obtenidos en el desarrollo del presente trabajo nos permitieron
clonar la secuencia nucleotidica de la subunidad LS1 de las Mirmexinas para la
produccion a mediano plazo de los péptidos en condiciones controladas en el

laboratorio que permitan caracterizar su actividad funcional en el tratamiento de
Artritis Reumatoide.
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IX.1 Preparacion de soluciones

Acetato de Sodio 3M (pH 5.2 y pH7.0):

Acetato de Sodio 408.19g

Disolver en 800mi de agua bidestilada

Ajustar el pH a 5.2 con acido acético glacial 0 a 7.0 con acido acético diluido.
Aforar a 1L , alicuotar y esterilizar mediante autociave

Agar blando:

Bacto-tfryptona 10g, Bacto-agar 10g y NaCl 5g

Disolver en | L de agua bidestilada, esterilizar mediante autoclave y servir en viales de
3mi.

Agar LB:

Bacto-tfryptona 10g, Bacto-extracto de levadura 5g, NaCl 10g, Bacto-agar 15g

Disolver en 1 L de agua bidestilada, esterilizar mediante autoclave.

Dejar enfriar hasta 55°C, agregar el antibiético requerido y servir en cajas de petri
estériles (aprox. 20mVcaja)

Ampicilina 10 mg/mi (100X):

Ampicilina 1.0 g Disolver en 100ml de agua bidestilada.

Bromuro de Etidio 10mg/ml (EtBr):

EtBr 1g Disolver en 100ml de agua bidestilada por varias horas utilizando la plancha

magnética hasta asegurarse de que se haya disueito totalmente, cubrir la solucién con
papel aluminio o transferir a un recipiente oscuro y aimacenar a 4°C.

BSA (2mg/mi):

Pesar 0.08g en 40mi de NaCl 0.15M

Buffer de muestra cargado 2X SDS:

100mM de Gris-HCI (pH 6.8), 200mM de DTT, 4% de SDS, 0.2% azul de Bromofenol y 20%
de glicerol

Buffer de muestra de Biorad (SIGMA) 2X:

0.66ml de Gris-HCI (pH 6.8), 1ml de SDS al 10%, 0.4ml de 2 mercaptoethanol, 0.002g de
Brilliant Blue G y 2.4ml de glicerol
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Cloruro de Calcio 100mM (0.1M):

CaCl-2H20 1.48 g, Disolver en 100ml de agua bidestilada y esterilizar mediante la
autoclave y almacenar a 4°C.

Cloruro de Magnesio MgCI2 1M :

MgCI2-6H20 20.33g, Disolver en 100ml de agua bidestilada y esterilizar mediante
autoclave.

Cloruro de Potasio KCl 1M:

KCI 7.5¢, Disolver en 100ml de agua bidestilada y esterilizar mediante autoclave

Cloruro de Sodio NaCl 5M:

NaCl 292.2g, Disolver en 800ml agua bidestilada , Aforar a 1L, alicuotar y esterilizar
mediante autoclave.

Dithiothreitol, Cleland’s reagent DTT 1M:

DTT 1.54q, Disolver en 10ml de acetato de sodio 0.01M (pH5.2)

Esterilizar mediante filtracidn, alicuotar y almacenar a —-20°C 2ml de DTT

Disolver .309g de DTT en 2mi de acetato de sodio 0.01M (pH 5.2)

Esterilizar mediante filtracién (con filtros Millipore), dividir en alicuotas de 0.5 mi (tubos
Eppendorf) y almacenar a —-20°C.

Dodecyl Sulfato de Sodio SDS 10%:

SDS 100 g, Disolver en 900ml 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 pesd. No es necesario
esterilizar el SDS 10%.

HEPES 1M, pH 7. 5:

HEPES 23.83g, Disolver en 100mi de agua bidestilada .

Ajustar el pH a 7.5 con KOH, almacenar a 4°C y esterilizar mediante autoclave.

Medio LB:

Bacto-tryptona 10g, Bacto-extracto de levadura 5g

NaCl 10g, Disolver en 1L de agua bidestilada, esterilizar mediante autoclave.

Medio SOC:

Triptona 0.12g, Levadura 0.03g, NaCl 600ul, KCI 150ul, MgClz 600ul, MgSO, 600ul,
Glucosa 60ul, Aforar a 6ml con agua miliQ




~ SDS 10%:
Pesar 50g de SDS en 450mi de agua destilada, calentar a 68°C para mejor disolucién de

los componentes, ajustar el pH a 7.2 agregando unas gotas de HCI concentrado.

Ajustar el volumen a 500ml.

Soluci6n decolorante:

Metanol 400mi 200ml

Ac acsético 70ml 35ml

Aforar a 1L con agua bidestilada Aforar a 500ml con agua bidestilada
Solucion de tefiido de azul de Comassie Brilliant:

Brilliant Blue 1.25¢g 0.625g

Methanol 227ml 113.5mi

Ac acético 46ml 23ml

Aforar a 500ml con agua bidestilada Aforar a 250ml con agua bidestilada
Sulfato de Magnesio MgS0O4 1M:

MgSO4 12.04g

Disolver en 100ml de agua bidestilada y esterilzar mediante autoclave.

TBE 10 X:
Tris Base 108 g , Acido Bé6rico 55 g, EDTA 0.5M pH8.0 40mi,Disolver en 800mi y aforar a

1L con agua bidestilada.

Tris-HCI 1M, pH 7.6, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5:

Gris-base 121.1g, Disolver en 800ml de agua bidestilada ,ajustar el pH con HCI
concentrado y aforar a 1L. Permitir que la solucion se encuentre a temperatura ambiente
antes de realizar el ajuste final de pH y esterilizar mediante autoclave

pH HCI concentrado

74 70mi
7.6 60ml
8.0 42ml
Gris-Glicina, 5X:

Pesar 15.1g de Gris-base, disolver en 500mi de H2O destilada, agregar 94g de Glicina,
ajustar el pH a 8.3, agregar 50ml de SDS 10% y aforar a 1 litro con Hz0 destilada.
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Gris glicina 5%:

Gris base 7.55q, Glicina 47g disolver en 400ml y se afiade 25ml de SDS 10% y se afora a

500mi.

Tris-HCI 1M, pH 7.6, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5:

Gris base 121.1g, Disolver en 800mi de agua bidestilada, ajustar el pH con HCI
concentrado y aforar a 1L. Pemmitir que la solucion se encuentre a temperatura ambiente
antes de realizar el ajuste final de pH y esterilizar mediante autoclave.

pH HCI concentrado
7.4 70ml
7.6 60ml
8.0 42mi

Tris-HCI pH 6.8, 1.5M:;

Pesar 36.33g de Gris base en 100ml de agua destilada, ajustar el pH con HCI
concentrado y aforar a 200mi con agua destilada. Esterilizar mediante autoclave.
Tris-HCI pH 8.8, 1.5M:

Pesar 36.33g de Gris base en 100ml de agua destilada, ajustar el pH con HCI
concentrado y aforar a 200ml con agua destilada. Esterilizar mediante autoclave.
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