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RESUMEN

Desde épocas precolombinas se conoce que algunas poblaciones
indigenas usaban el veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplannus para
aminorar los sintomas de la Artritis Reumatoide (Altman et al., 1984). Diferentes
grupos de investigacion han probado extractos de éste veneno en pacientes con
Artritis. Los resultados en todos los casos, han sido uha mejoria sintomatolégica
propia de la Artritis Reumatoide como: el nimero de articulaciones afectadas, el
indice de Ritchie, la rigidez matinal y la intensidad del dolor (Astorga, 1992). La
caracterizacién parcial de los componentes peptidicos del veneno, mostré que
contiene 12 proteinas que van de 4,200 a > 100,000 Da siendo las mas -
abundantes 4 péptidos de bajo peso molecular (Hink et al., 1994). El estudio
reciente de estos péptidos permitié aislar 6 isoformas denominada Mirmexinas.
con tamafos muy similares que van desde 6,998 hasta 7,142 Da. El uso del
veneno completo o de las Mirmexinas han inducido una mejoria generalizada en
pacientes con Artritis Reumatoide y una alta actividad anti-inflamatoria en el
modelo animal respectivamente, sin embargo los resultados en pacientes tratados
son muy variables.

En el presente trabajo identificamos morfolégicamente a la hormiga P.
triplarinus, aislamos su DNA gendmico y diseflamos los oligonucleétidos para
amplificar mediante PCR la secuencia nucleotidica de la subunidad menor de las
Mirmexinas. Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este proyecto nos
permitieron clonar la secuencia nucleofidica que codifica a la subunidad menor
S81 de las Mirmexinas.

La obtencién de la secuencia nucleotidica completa de la subunidad SS1
permitird a mediano plazo que esta sea introducida en un vector de expresion para
la produccién de éste péptido en condiciones controladas en el laboratorio asi
mismo como su caracterizacion funcional en el tratamiento de Artritis Reumatoide.
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1. ANTECEDENTES

El veneno de insectos y algunos reptiles ha sido estudiado desde la época
de los romanos para combatir enfermedades inflamatorias. Los mas estudiados
han sido principalmente de insectos sociables agresivos como las abejas
(Habermann,1971), avispas, abejorros y hormigas (Blum y Hermann, 1978).
Existen evidencias populares desde las épocas precolombihas que algunas
poblaciones indigenas usaban el veneno de la hormiga P. friplarinus para aminorar
los sintomas de Artritis Reumatoide. Algunos nativos en Sudamérica golpeaban el
arbol hospedero de la hormiga permitiendo asi que las hormigas que viven en
simbiosis en la cavidad medular del arbol les inyectara el veneno en la zona
afectada. La hormiga Pseudomyrmex arboris-sanctae conocida actualmente como
Pseudomyrmmex triplaninus se asocia al arbol Triplaris americana conocido en
Brasil como “Tachi”, en Peri como “Tangarana” y en Bolivia como “Palo Santo” o
“Palo diablo™ debido a que las hormigas hospederas son muy agresivas con
herbivoros y depredadores del arbol dejando un circulo de proteccion alrededor
del mismo que permite la obtencién de nutrientes que estimulan su crecimiento
(Wheeler 1942).

Pseudomyrmex triplarinus pertenece a la subfamilia Pseudomirmicinae,
mide de 6 - 7 mm de longitud, con el peciolo y postpeciolo reducidos, 12
segmentos antenales, ojos grandes que ocupan aproximadamente 2/3 6 menos de
longitud de la cabeza. La mandibula casi siempre contiene un diente marginal
sobre el margen basal, presenta sutura promesonotal flexible, un surco
metabasitarsal ausente, patas largas y 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. Los machos
de ésta especie se caracterizan por tener 12 segmentos antenales, el margen
posterior del esternito VIIl emarginado, el margen 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 convergiendo en



angulo hacia el diente apicobasal, cavidad metacoxal cerrada y un bien
desarrollado postpeciolo (Ward 1985, 1991,1993 y 1999).

En 1968, Holzmann un médico aleman que vivia en América del Sur us6 el
veneno de ésta hormiga para tratar la Artritis Reumatoide que é! padecia,
observando una mejoria generalizada durante el tratamiento. Este trabajo inici6é
diversos estudios con el veneno de ésta hormiga encontrando efectos benéficos
en pacientes artriticos a quienes les administr6 el veneno (Resultados no
publicados).

Altman y cols. en 1982, de la Divisién de Artritis de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Miami, realizaron un estudio doble ciego controlado con el
veneno completo de P. triplarinus en 30 pacientes con Artritis Reumatoide clasica
por el criterio de ARA (Ropes ef al., 1958). La preparacitn del veneno, se realiz6 a
partir de un extracto alcohdlico del veneno de la hormiga nativa el cual fue
preparado por Arnold y Schultz en 1984, ellos trabajaron con 15 pacientes como
control los cuales recibieron 0.1mg de histamina fosfatada mediante por via
intradémmica para estimular los efectos del veneno de la hormiga. El veneno o
placebo fue administrado subcutdneamente aplicando 0.1 ml el primer dia de
tratamiento incrementando la dosis hasta 1mi por 5 dias, posteriormente se aplicéd
iml del dia 6 hasta el 14. La actividad reumatoide (medida segln el criterio
descrito por Lansbury en 1956 y 1958 mostré que la rigidez matutina disminuyé
en un 78%, la fatiga no sufri6 cambios, la fuerza de presiébn mejoré en un 22%, y
las articulaciones sensibles al dolor disminuyeron de 24% a 3% en el indice
articular de Ritchie. Esta mejorfa generalizada 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).

Los insectos del género himenéptera se caracterizan por usar su veneno
para defensa. El veneno de la hormiga P. triplarinus fue comparado con el de las
abejas, avispas y otras hormigas encontrandose una aita actividad de fosfolipasa
asi como una mediana actividad hemolitica. Estas enzimas funcionan como
alergenos o como agentes citotéxicos que pueden ser letales. El veneno de
Pseudomyrmex triplarinus presenté una actividad de fosfolipasas A;, la cual fue



tres veces mayor que la presentada por el veneno de la hormiga P. badius
(Schmidt ef al., 1986) e inclusive de la descrita en algunas abejas.

Posteriormente, Astorga y cols. en 1992 trataron a 10 pacientes con Artritis
Reumatoide con una fraccién parcialmente purificada del veneno de la hormiga
Pseudomyrmex triplarinus. Los pacientes mostraron una mejoria estadisticamente
significativa en la caracteristica de 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 solamente en uno prurito local con fiebre
(Astorga, 1992).

La eficacia y seguridad del extracto del veneno parcialmente purificado se
prob6 en 15 pacientes con artritis reumatoide activa, que tenian un tratamiento con
medicamentos anti-inflamatorios y en algunos casos con metrotexate. Como
resultado se encontr6 una mejoria significativa en el nimero de articulaciones
afectadas como el indice de Ritchie, rigidez matinal y la intensidad del dolor. Dos
pacientes experimentaron reacciones moderadas locales y no se encontraron
alteraciones en las pruebas de (aboratorio clinico de los pacientes durante éste
estudio (Burgos y Vargas, 1993).

La caracterizacion parcial de componentes peptidicos del veneno de P.
triplannus realizada por Hink y cols. en 1994 mediante una cromatografia de baja
presidbn mostré que contiene 12 proteinas de 4,200 a > 100,000 Da, siendo 4
proteinas las mas abundantes; entre las cuales destaca una proteina de 4200 Da
que posee actividad hemolitica débil, otra de 20,400 Da la cual posee actividad de
fosfolipasa A> y dos proteinas de 24,500 y 14,100 Da que poseen actividad de
fosfolipasa y actividad hemolitica directa.

Interesantemente, un estudio reciente de los péptidos de bajo peso
molecular del veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus permitié aislar 6
isoformas con pesos moleculares muy similares entre 6,998 y 7,142 Da. Cada una
de estas isoformas llamadas Mirmexinas son heterodimeros constituidos por una
subunidad pequefia (SS1, SS2 o0 S83), unida mediante puentes disuifuro a una
subunidad mayor (LS1 o LS2) en diferentes combinaciones. Cuando se aplico el
veneno completo con una dosis de 12.0mg/kg mostré6 un 82% de actividad anti-



inflamatoria en el modelo animal de carragenina (Winter et al., 1962); como las
Mirmexinas representan el 44% del veneno total, se aplic6 una dosis
correspondiente (5.4mg/kg) que mostré un 52% actividad anti-inflamatoria, y
cuando se incrementé la dosis a 9.8mg/kg se obtuvo un 90% de actividad anti-
inflamatoria en el modelo animal (Pan y Hink, 2000).

Los péptidos de menor peso molecular del veneno mostraron una alta
actividad anti-inflamatoria en el modelo de edema de ratas inducidas con
carragenina (Winter et al., 1962) asi como en los pacientes tratados (Hink et al.,
1994), Desafortunadamente, el tratamiento clinico con estos péptidos purificados
presentaron resultados no reproducibles que requieren ser confirmados para evitar
los problemas técnicos que se encontraron en los pacientes tratados (R.
Kinsolving comunicacidn personal). '

2. IMPORTANCIA

La Artritis Reumatoide por una enfermedad crénica, muitisistémica de
etiologia desconocida que presenta inflamacidon persistente en las articulaciones
con destruccién de cartilago, desgaste 6seo0 y consecuente deformacion de las
articulaciones. Esta enfermedad auto inmunitaria se presenta entre los 40 y 55
afios (http:/www.ser.es/pacientes/art_reuma.html), con mas frecuencia en mujeres
aunque afecta también a varones produce dolor, dificultad para el movimiento y
tiene una duracién variable, irregular y en general larga, por lo que es una
enfermedad crénica y frecuente ya que se presenta entre el 1 y 2% de la poblacién
Mexicana. Los tratamientos actuales y disponibles en Artritis Reumatoide
proporcionan alivio al dolor y reduccién de la inflamacidén asi como mejoria en el
desarrollo de la enfermedad, pero ninguno es curativo; todos ellos provocan
importantes y variadas reacciones adversas. Por lo tanto, es de suma importancia
encontrar nuevos tratamientos que ofrezcan una ayuda eficaz en los sintomas y
pronéstico de esta enfermedad.



Estudios realizados en diferentes grupos de investigacion han probado
extractos diferentes del veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus. Los
pacientes tratados mostraron en todos los casos una mejoria significativa en el
numero de las articulaciones afectadas, el indice de Ritchie, rigidez matinal y la
intensidad del dolor. La caracteristica mas importante de éste veneno en el
tratamiento de Artritis Reumatoide ha sido que produce una mejoria generalizada
que en la mayoria de los casos se ha mantenido por espacio de seis hasta nueve
meses, por lo que no necesita aplicarse continuamente como la mayoria de los
medicamentos que se usan actualmente. Debido a lo anterior, la clonacién de las
secuencias nucleotidicas responsables de las subunidades menores de las
Mirmexinas pemitira producir éstos péptidos en el laboratorio y a mediano plazo
caracterizar su actividad funcional en el tratamiento de Artritis Reumatoide. '



3. HIPOTESIS

El uso del veneno de la hormiga P. tniplarinus asi como las Mirmexinas han
mostrado una mejoria generalizada en pacientes con Artritis Reumatoide y una
alta actividad anti-inflamatoria en el modelo animal. Sin embargo, se ha detectado
una alta variabilidad en el tratamiento administrado en ambos casos, por lo que si
se disefian oligonuclebtidos especificos para las subunidades menores de las
Mirmexinas se clonaran las secuencias nucleotidicas que permitan a mediano
plazo producir éstos péptidos en condiciones controladas en el laboratorio.

4. OBJETIVOS

o Disefio de oligonuclebtidos especificos para la amplificacibn de las
secuencias que codifican para las subunidades menores de las
Mirmexinas.

¢ Amplificacibn mediante PCR de las secuencias codificantes de las
subunidades menores de las Mirmexinas a partir de DNA genémico de
la hormiga P. triplannus.

e Clonacibn de las secuencias nucleotidicas de los fragmentos
amplificados mediante PCR en el vector pCR 2.1.

e Determinacibn de la secuencia nucleotidica de los fragmentos
clonados.



5. METODOLOGIA

5.1 Caracterizacion morfolégica de P. triplarinus

Las hormigas Pseudomyrmex triplarinus se colectaron en Santa Cruz, Bolivia
utilizando la técnica del golpeteo del arbol hospedero Triplanis amenicana (Schultz
y cols.,, 1984). Esta técnica consiste en golpear el arbol para estimular a las
hormigas a que salieran de él. Debido a que las hormigas son muy agresivas,
estas agreden inyectando su veneno a objetos como las esponjas de teflén de
colores llamativos que fueron previamente colocadas alrededor del arbol. Este
método permite ordefiar obtener el veneno de las hormigas libre de contaminantes
tisulares. Las hormigas fueron fijadas en una solucién de glicerol:acido acético
(1:4) para su transporte y posteriormente se realizé el montaje utilizando la
solucién de Faure’s (Roberts , 1998). La caracterizacidbn morfolégica se realizd
mediante observacién, analisis y medicién de las estructuras de la hormiga en el
microscopio estereoscépico con ocular graduado (Zeiss) ademas de un
microscopio (Olympus) adaptado a una camara digital del equipo Gel-Pro 3.1
Imager (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, U.S.A) para la obtencién de

las imagenes.

5.2 Obtencion del veneno de la hormiga P. triplarinus

El veneno de la homiga se extrajo de 10 esponjas de teflén a las cuales se
les realizaron 8 lavados con agua destilada, en el primer lavado se aplicaron 65
ml, en el segundo lavado 40 ml, en el tercero 30 ml, en la cuarto 15 ml, en la
quinto 10 ml, en la sexto 9 ml, y finalmente 8 ml. La muestra obtenida fué
esterilizada mediante filtracién (Millipore). El veneno estéril se concentré en una



liofilizadora —70°C (LABCONCO, Kansas city, Missouri ) durante 9 h. y para su

uso se resuspendié en 100 pl de agua miliQ esteéril.

5.3 Analisis electroforético de los componentes protéicos del
veneno de P. triplarinus

Los componentes protéicos de veneno fueron visualizados mediante
electroforesis SDS-PAGE utilizando la técnica descrita por Laemmli (1970). Para
esto se elaboraron geles de poliacrilamida siendo el gel separador al 16.5% por lo
que se prepard una mezcla de 1.7 ml de agua destilada, 1.3 ml de Tris-HCI| 1.5-M
pH (8.8), 2.06 ml de Acrilamida al 40%, 50 ul de SDS al 10%, 50 ul de PSA al
10% y 2 ul de TEMED. La mezcla comrespondiente al gel concentrador 5%
contenia 2.23 mi de agua destilada, 380 ul de Tris-HCI 1.5M pH (6.8), 375 pl de
acrilamida al 40%, 30 pl de SDS al 10%, 30 pl de PSA al 10% y 3 pl de TEMED.
Una vez realizadas ambas mezclas se procedid a llenar los vidrios anteriormente
montados agregando primero la mezcla correspondiente del gel separador
esperando un par de minutos a que polimerize para después agregar la parte
correspondiente al gel concentrador y colocar los peines. Una vez polimerizado el
gel se colocé dentro de la minicAmara vertical de electroforesis (E-C 120
Apparatus, Holbrook, NY) cubriendo el gel con el buffer de corrida Tris-glicina 1X.
La preparacién de la muestra del veneno consistié en agregar proporcionalmente
la misma cantidad del buffer de carga a la cantidad de la muestra. Las muestras
se mezclaron por inversion para lograr homogenizarlas y posteriormente se
sometieron a ebulliciébn por 3 min. para desnaturalizar las proteinas y facilitar su
migracién. Una vez que se prepararon las muestras se procedidé a cargar el gel
corriendo inicialmente a 80V por 10 min. para que las muestras entren al gel y
después subiendo el voltaje a 100V hasta el término de la corrida. Una vez
concluida la electroforesis se sacé el gel con cuidado y se sumergié en la soluciéon
de tefiido de azul de Coomasie durante toda la noche y posteriormente se



depositd a ia solucién decolorante dejandose por un par de horas hasta observar
las bandas de interés. Una vez decolorado el gel se procedié a secarlo utilizando
una membrana de celofan (Bio-Rad, California, U.S.A).

5.4 Diseino de oligonucleétidos especificos para las subunidades
menores y PCR virtual.

Para el disefio de oligonucledticos especificos se utilizé6 la secuencia de
aminoacidos de las subunidades menores de las Mirmexinas SS1, SS2 y SS3.
Estas fueron traducidas a secuencias nucleotidicas utilizando la tabla de
conversion de codones mas utilizados de Drosophila melanogaster (Tabla 1) La
secuencia nucleotidica obtenida de tas subunidades SS1, SS2 y SS3 se describe
en el ANEXO I.

UbU 13[1(F) UCU 6.B(F) URU 10.7(T) oGy 85.3(C)
UUC 21.8 (F) sUEE 19.56(i8)iu-UhC..18.4 (Y) Hce 13.3(€)
UUA 4.3 (L) UCA 7.6(S) UAA 0.8(0CH) UGA 0.5(0CH)
UUG 16.2(L) UCG 16.6(S) UAG 0.6(AMB) UGG 9.9(T)

con  9blin) . ceu. e BBy SiCRT 10 .6 (H)  _CGU.__ 8.7 (R)
cuc 135 9(%) - eec 17 8ip) CAC 16.2 (H) €CGC 1749 (R)
CUA 8.3 (%) «CCR13.54P). .CARA. 15.6(Q) sCGA 8.5(R)
CcuG 3847 (L) CCG 16.0(F) CAG 36.8(0) CGG 8.3 (R)

AUU 16.5(1) ACU 9.5(T) AAU 20,8(N) AGU 11.5(S)
AUC 23.0(I), ACC 21.4(T) .AAC, 26.1(N), AGC 20.4(5)
AUA 9.3(I) ACA 10.7(T) AAA 16.5(K) AGA 5.1(R)
AUG 23.5(M) ACG 14.4(T) AAG 39.5(K) AGG 6.4(R)

GUU 10.9(V) GCU 14.5(A) GAU 27.6(D) GGU 13.3(G)
GUC 13.9(V) GCC 33.6(A) GAC 24.7(D) GGC 26.6(G)
GUA 6.3(V) GCA 12.8(A) GAA 20.9(E) GGA 17.8(G)
GUG 28.1(V) GCG 14.0(A) GAG 43.0(E) GGG 4.7(G)

Tabla I. Uso de codones de Drosophila melanogaster. En donde se muestra el codén,
la frecuencia expresada en porcentaje y el aminoacido que codifica. Instituto de
investigacion de DNA Kazusa Chiba, Japén (http:// www.kazusa.or.jp/codon/).



El disefio de los oligonuclebtidos especificos para las subunidades se realiz6
utilizando las secuencias nucleotidicas 5" y 3" de las diferentes subunidades.
Debido a que éstas secuencias estdn altamente conservadas, el mismo
oligonucleédtido 5° (SS1/2) fue Util para amplificar las subunidades SS1 y SS2. Lo
mismo sucede en el caso del oligonucleétido del 3°(SS 1/2/3) que nos sirvié para
amplificar las secuencias 881, 882 y §S3. Se utilizé6 el programa Oligo 4.0 para
la determinacién de la temperatura media de alineamiento (Tm) de cada uno de
los oligonucledtidos. Las secuencias nucleotidicas de cada uno de los
oligonucleétidos se describe en el ANEXO | y las caracteristicas de los
oligonucleétidos en longitud y Tms se muestran en la Tabla Il.

Oligonucleétido Longitud Tm
(nucleétidos) (°C)

5" §81/2 19 nucleétidos 729
5°8S3 24 nucleétidos 71.8
3°SS1/2/13 |21 nucleétidos 71.6

Tabla ll. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados. Caracteristicas de los
oligonucledtidos disefados para las subunidades menores de las Mirmexinas $SS1, SS2 y
SS3 en donde se muestra la longitud de los mismos y la Tm calculada.

Una vez obtenidos los oligonucledtidos especificos para cada una de las
subunidades menores se utilizé6 el programa Amplify 1.2 para llevar a cabo una
simulacién virtual de la reacciéon de PCR. La Figura 1 muestra el PCR virtual en
donde se observa el tamafo de los fragmentos caiculados para cada unas de las
tres subunidades de 87 pb ( Fig. 1 A, B y C). La Figura 1 A corresponde a la
amplificacién de la subunidad SS1, en donde muestra que el oligonucleétido 5°
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$S81/2 presenta un 100% de complementariedad y un 87% de estabilidad de
complementariedad, mientras que el oligonucledtido 3°SS1/2/3 presenta un 91%
de complementariedad y un 75% de estabilidad de complementariedad. La Figura
1B corresponde a la amplificacién de la subunidad SS2 en donde muestra que el
oligonucleétido 5° SS1/2 presenta un 100% de complementariedad y un 87% de
estabilidad de complementariedad, mientras que el oligonucledtido 3°SS1/2/3
presenta un 91% de complementariedad y un 75% de estabilidad de
complementariedad. Por Gltimo, se describe en la Figura 1 C la amplificacion de la
subunidad SS1, en donde muestra que el oligonucleétido 5° SS3 presentéd un
100% de complementariedad y un 73% de estabilidad de complementariedad,
mientras que el oligonucledtido 3°$51/2/3 presentd un 91% de complementariedad
y un 75% de estabilidad de complementariedad. |
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A)

Ss1
Oligonucleétido
5%*851/2
1 ¥
Oligonucleétido
3'ssi23
T e R i e R R TR O O B o S 5|
Secuencia amplificada
87pb
B)
§82
5'SS81/2
Oligonucledtido )
1
4 Oligonucleétido
3'881/2/3
s R e e O S S R O i W N RN |
Secuencia amplificada
87 pb
C)

51883
Oligonucledtido )

4 Oligonucledtido
3'ss1/2/3

Secuencia amplificada
87 pb

Figura 1. PCR virtual de las subunidades menores de las Mirmexinas. En este
diagrama se presenta el resultado de la simulacion virtual de PCR utilizando los
oligonucleétidos 5°S51/2, 5°S83y 3'SS81/2/3. 881 (A), SS2 (B) y SS3 (C).
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Se utiliz6 ademas una estrategia alterna que consistié en el disefio de dos
oligonucleédtidos especificos de la secuencia de la subunidad SS1 para la
construccion de un DNA sintético, lo anterior se realiz6 utilizando la Tabla de uso
de codones mas frecuentes en Escherichia coli ( ver Tabla ).

[Triplete] [Frecuencia]
Bpu-21.9 Uey 9.9 UAP 16.9 OG0 5.1
THIC: 16.4 HEEL SN TAC 12.3 UGC - 6.2
UpAa 13.9  UCATNSTISTuANT 2.0 UGA 0.9
UG 13.1  peE 8Le UAG 0.2 UGG 13.9
SOUREY 22 S CCUSSHRESRERYg 12.6 CGU 20.6
CUCc 10.3 CCC WhHSlENEaits9 6 CaEYIH0.6
CUA 4.0 cCcCA 8.6 CAA 14.7 CGA 3.5
CUG"50.% Ccea L2 €At 28.6 C6E 5.4
AUD 30.1 2ACY 1000 AAT 1927 AGU 9.2
AUC 24.4 Ace 228" BRACT21.8 ABGC 15.3
AUA 5.6 ACA 8.2 AAA 34.8 AGA 2.8
AUG 26.8 ACG 13.8 AAG 11.5 AGG 1.7
GUU 19.6 GCU 16.8 GAU 32.6 GGU 25.9
GUC 14.6 GCC 24.5. GBRE 19.5 GGC 28.4
GUA 11.4 GCA 21.0 GAA 39.7 GGA 8.7
GUG 25.2 GCG 31.8 GAG 18.2 GGG 11.0

Tabla lil. Uso de codones de Escherichia coli. Se muestra el codén y la frecuencia
expresada en porcentaje. ( Instituto de investigacion de DNA Kazusa Chiba, Jap6n (http:/
www_kazusa.or.jp/codon/).
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El primer oligonucledtido denominado SS1a se disefié con 71 nucleétidos
del extremo 5°, lo que comresponde aproximadamente a un poco méas de la mitad
de la secuencia total de SS1. El oligonucleétido denominado SS1b se disefio con
54 nucledtidos de extremo 3°. Como se muestra en la Figura 2 éste par de
oligonucleétidos contienen una secuencia complementaria de 18 nucleétidos que
permite la alineacién entre ellos. Esta estrategia permite la amplificacién por PCR,
usando los oligonucledtidos previamente descritos (5°SS1/2 y 3'S51/2/3) para la
construccion de la secuencia de DNA sintética que codifica para la subunidad
S81.

s Oligonucledtidos

A ———————————————— = S
b R ————————— [}
SS1b

S'SSUZ Amplificacién mediante PCR
. 5.4 6 O

3" ss1/2/3

Figura 2. Diagrama de la estrategia alterna. En este diagrama se presenta de manera
resumida la estrategia de construccién del DNA sintético de la subunidad SS1.
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5.5 Obtencion del DNA genémico de Ia hormiga P. triplarinus

Para la obtenciéon de DNA genomico de P. triplarinus se utilizé la técnica de
precipitacion con cloruro de litio, l1a cual consistié en macerar con 200 ul del buffer
A, con 0.0072 g de la hormiga. Lo anterior se realizé usando un émbolo de plastico
esteril, se adicionaron otros 200 ul del buffer A y se continué macerando por un
par de minutos hasta que s6lo quedaron las cuticulas. La muestra se incub6 a
65°C por 30 min., se adicionaron 800 pl del buffer B y se mezclé por inversion
varias veces incubandose durante 1 h a 4°C. (Este buffer permite la precipitacion
de proteinas asi como la precipitacion especifica de RNA), se centrifugé a 14,000
rpm a temperatura ambiente por 15 min. y se transfiri6 1 ml del sobrenadante en
un tubo nuevo cuidando que las particulas flotantes no fueran transferidas. Una
vez realizada la transferencia del sobrenadante se adicionaron 500 pl de
isopropanol frio (para la precipitacion del DNA), se mezclé varias veces por
inversion y se centrifugé por 15 min. a 14,000 rpm a temperatura ambiente.
Finalmente se descart6 el sobrenadante y se lavé la pastilla con 200 pul de etanol
al 70 % centrifugandose nuevamente durante 5 min. a 14,000 rpm., la pastilla se
seco en la estufa a 37°C por unos minutos y se resuspendidé en 25 pl de agua
miliQ (Sullivan y cols. 2000).

5.6 Analisis del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa

Esta técnica tiene su fundamento en la separacién de moléculas basada en
su movilidad en un campo eléctrico usando como soporte un gel de agarosa en
una solucién amortiguadora de TBE 1X Una vez polimerizado se deposité en una
camara de electroforesis, cubriéndolo con TBE 1 X. (Sealey, P.G y Southern,
1982).
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Para la preparacion de las muestra se tomaron 5 ul del DNA obtenido y se
mezclaron con 1 ul de jugo azul 6X. Las muestras se depositaron en el gel se
realizé la electroforesis a 80 V aproximadamente durante 10 min. para permitir la
entrada de las muestras y después se increment6é a 100 V durante una hora. Los
geles fueron tenidos con una solucién de bromuro de etidio (2 ug/ul) durante 10
min. y el DNA se visualizé en un transiluminador de luz UV (Dinco &Rhenium
Industries Ltd. Hi-Tech Technologies) usando un fotodocumentador con el
programa Gel-PRO 3.1. para documentar las imagenes.

5.7 Amplificacion mediante PCR de las subunidades menores

Para realizar la amplificaciéon se prepard un cocktail que contenia 2.5 ul del
buffer B 10X para PCR (Promega), 1.5 pl de MgCl,, 0.25 pl de dNTPs, 1pul del
oligonucleétido 5°SS1/2 ( 100 ng/ul), 1 pl del oligonucledtido 3°SS§1/2/3 (100 ng/ul),
0.25 ul de la enzima Taq polimerasa 5 U/ul (Promega) y 16.5ul de agua miliQ.
Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 pl a la que se le agreg6
la cantidad de DNA a amplificar ( 2 ng/pl). La temperatura de alineamiento de los
oligonucleétidos se determiné mediante un promedio de las Tms de cada
oligonucledétido y al resultado obtenido se le restaron 5 °C. Como podemos ver en
la Tabla lll el programa consiste de una temperatura inicial desnaturalizante de
94°C /5 minutos durante un cicio debido al gran tamario del DNA genémico. Los
siguientes 30 ciclos consistieron de un ciclo a temperatura desnaturalizante de
94°C/1 min., otro de 67°C/1min. correspondiente a la temperatura de alineamiento
de los oligonucledtidos, y otro de 72°C/1 min. Por (ltimo, aplicamos un ciclo de
extension de 72°C/5 min. y los productos de PCR se visualizaron mediante geles
de agarosa al 2%.
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Temperatura | Tiempo | N° de Ciclos
(°C) (min.)
94 5 1
94 1 30
67 1 30
72 1 30
72 5 1

Tabla IV. Programa de PCR para la amplificacién de las subunidades menores. Se
muestra el programa de PCR empleado con las temperaturas usadas, el tiempo en min. y

el numero de ciclos.

5.8 Clonacién de los fragmentos obtenidos mediante PCR

Para la clonacion de los fragmentos amplificados se utilizaron las
reacciones de PCRs recién preparadas. La ligacidn se realizd en un tubo
eppendorf donde se colocaron 4 ul del producto de PCR (aproximadamente 50
ng/ul , 1 pul de solucién salina (NaCl 1.2M, MgCl; 0.06M), 1 pl del vector pCR 2.1-
TOPO (10 ng) el cual se encuentra unido covalentemente a la topoisomerasa
(Invitrogen). La reaccién se mezclé suavemente y posteriormente se incubd por 30
min. a temperatura ambiente. Una vez concluido el tiempo de incubacién, se
colocd el tubo en hielo para iniciar el proceso de transformacion, el cual consistié
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en descongelar una alicuota de Escherichia coli calcio competentes a la que se
agregaron 2 pl de la ligacion y se mezclé suavemente dandole golpecillos e
incubando en hielo por 30 min. Posteriormente se aplicod el choque térmico a las
células por 30 seg. a 42°C e inmediatamente se colocd en hielo. El periodo de
recuperacion consistio en agregar 250 pl del medio de SOC a temperatura
ambiente e incubar durante 1 h. 37°C con agitacién a 200 rpm. Después, se
sembraron 50 pul de las células transformadas en placas de LB conteniendo X-Gal
(40 mg/mi) y 100 ng de ampicilina Estas se dejaron incubar toda la noche a 37°C
y al siguiente dia se seleccionaron 10 colonias blancas para el analisis de DNA
mediante la técnica de minipreparacion por lisis alcalina, (las colonias azules se
descartaron ya que no contenian inserto).

5.9 Obtencion del DNA plasmidico mediante minipreparacion con

lisis alcalina

De las colonias obtenidas en las placas que de LB + Ampicilina se
seleccionaron solamente las colonias blancas y se colocaron individualmente en
un tubo de ensaye conteniendo 3 ml de LB con 100 pg/ul de ampicilina. Los tubos
se dejaron crecer toda la noche mediante agitacion a 37°C, al dia siguiente se
tomaron 1.5 ml del cultivo en un tubo eppendorf centrifugadndose por 2 min a
14,000 rpm, se descarté el sobrenadante y se recuperd la pastilla, la cual se
resuspendid en 150 ul de la solucién |. Esta se incub6é durante 5 min. a
temperatura ambiente y se agregaron 150l de la solucion Il, mezclandose por
inversion, y después se agregaron 150 pul de la solucién lll incubandose durante
5 min. a —20°C. Posteriormente se centrifugd durante 5 min. a 14,000 rpm y se
transfirid el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga agregandole 500 pl de
isopropanol al 100% mezclandolo por inversién e incubando por 10 minutos a - 20
°C. Se centrifugo la muestra por 5 min. a 14,000 rpm, descartando el
sobrenadante, se lavé la pastilla obtenida con 400 pl de etanol al 70% mediante
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agitacion con vortex y posteriormente se centrifugé la muestra por 5 min. a 14,000
rom dejando secar la pastilla a temperatura ambiente para finalmente
resuspender en 20 ul de agua miliQ con RNAasa (10 mg/ mi).

5.10 Caracterizacion del DNA plasmidico mediante digestion con
EcoRI

Una vez obtenido el DNA se realizaron digestiones con la enzima EcoR/
para liberar el inserto, para esto se tomaron 3 pl del DNA (aproximadamente 100
ng/ul) obtenido y se le agregaron 7 ul del cocktail que contenia 1 ul de buffer 1X
para la enzima de corte EcoR/, 0.3 pl EcoRl 20 U/l y 5.7 ul del agua miliQ. La
reaccion de incubd durante 4 h a 37°C y se agregaron 2 pl de jugo azul 6X para
detener la reaccion. Posteriormente, los productos obtenidos de la digestion se
analizaron en un gel agarosa al 2% utilizando ademas marcadores especificos de
peso molecular.

5.11 Determinacion de la secuencia nucleotidica de las clonas

positivas

Para obtener la secuencia nucleotidica de las clonas positivas se prepararon
2 ug del DNA mediante la técnica de minipreparacién con lisis alcalina (Sambrook,
et al, 1989). El DNA fue purificado utilizando columnas de Qiagen. Para la
secuenciacion se utilizaron los oligonucleétido (Reverse 5° CAG GAA ACA GCT
ATG AC 3"y Forward 5" G TAA AAC GAC GGC CAG 3°) derivados del fago M13
marcados con un croméforo IR-800 que es detectado por luz infrarroja utilizando la
técnica descrita por Sanger en 1977. Se utilizé el secuenciador “DNA Sequencer
Long reader 4200 Licor IR2 semiautomatico” (LI-COR).
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion morfolégica de la hormiga P. friplarinus

Las hormigas colectadas en Santa Cruz, Bolivia fueron analizadas
confirmandose asi que efectivamente pertenecian al género y especie
Pseudomymmex ftriplarinus. Lo anterior, se logré mediante la diseccién, montaje,
medicién y observacion de las caracteristicas morfolégicas que presentaban varios
especimenes. La clasificacion se llevé mediante la utilizacion de las claves
taxonémicas descritas por Ward, P.S, en 1999. La Figura 3 muestra el cuerpo
completo de un espécimen de P. friplarinus en el que se puede observar la
cabeza, térax, abdomen, la presencia de ojos grandes ovalados, 12 segmentos
que conforman las antenas, un postpeciolo bien desarrollado y el aguijon ¢ estilete
caracteristico. La Figura 4 muestra la cabeza de la hormiga en la que podemos
observar la mandibula integrada por 7 dientes 0 denticulas, ojos grandes
ovalados con una longitud de 0.5 mm y correspondiendo aproximadamente 1/3
menos de la longitud de la cabeza que mide 1.5 mm de largo. También
observamos los ocelos caracteristicos localizados en la parte superior de la
cabeza de esta especie. La antena presenta 12 segmentos caracteristicos (ver
Figura 5) y los componentes anatdmicos de las patas muestran los segmentos
tarsales, tibia, fémur y coxa. (Figura 6).
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Figura 3. Morfologia de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus. Las hormigas se fijaron
en una solucion de glicerol:acido acético (1:4) para su transporte y montaje en la solucion
de Faure’s (Roberts D. B, 1998). La caracterizacién morfolégica se realizé mediante
observacién y analisis de las estructuras de la hormiga en el microscopio estereoscopico
usando las claves taxonomicas (Ward, P.S, 1999). Las imagenes se fotodocumentaron
utilizando el programa Gel-Pro 3.1. Se indican estructuras como antena (A), ojo (O) ,
peciolo (P) y postpeciolo (Pp).
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Figura 4. Observacién morfolégica de la cabeza de Pseudomyrmex triplarinus. Las
diferentes estructuras fueron disectadas de la hormiga y montadas en solucién de Faure’s
para su observacion y andlisis. Se observan los ojos (0), grandes y ovalados, los ocelos
(Oc) caracteristicos en esta especie localizados en la region frontal superior, las antenas
(A), la mandibula (M) y los dientes (D).
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Figura 5. Segmentos de la antena de P. triplarinus. La fotografia muestra por cada
una de las flechas los 12 segmentos claramente definidos que integran a la estructura
de la antena.

Co

Figura 6. Estructura de la pata de P. triplarinus. Se muestran las regiones que
conforman la pata de la hommiga log segmentos tarsales (Ta), tibia (Ti), fémur (Fe), coxa
(Co), y espusla pectinada (Ep) .
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6.2 Componentes protéicos del veneno de P. triplarinus

El analisis electroforético del veneno completo de Ja hormiga mostré la
presencia de cuatro proteinas mas abundantes, la proteina de mayor peso
molecular es de 24,500 Da, le sigue una de 20,400 Da, otra de 15,600 Da y
presenta una banda de 6,000 Da como se puede observar en la Figura 7. Debido
probablemente a problemas en el transporte del veneno en las esponjas de tefién
se encontrd degradacién parcial de los péptidos del veneno como se puede
observar en las muestras analizadas en los carriles Ay B de la Figura 7.

Da Da
M A B

26,600
24,500
20,400

17,000 15,600

14,200

i 6,000

Figura 7. Anilisis electroforético del veneno de Pseudomyrmex triplarinus. M =
Marcador de bajo peso molecular (Sigma) .Los carriles A y B contienen 10 pl (A) y 15 pt
del veneno (B). Se detectaron las cuatro bandas protéicas mas abundantes del veneno
siendo la da menor peso molecular la méas prominents (6,000 Da).
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6.3 Analisis del DNA gendémico de P. triplarinus

El DNA genémico de la hormiga P. friplarinus obtenido por el método de
precipitacién con Cloruro de litio (Sullivan y cols.,2000) fue analizado mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% como se observa en ia Figura 8. Los
DNA obtenidos mostraron buena calidad practicamente sin degradacion. La
concentracién del DNA en todos los casos fué menor cuando se compard con el
testigo positivo (DNA gendmico de Drosophila melanogaster). Lo anterior,
probablemente es debido a que la extraccion del material biol6gico de la hormiga
presentd mayor dificultad ya que P. triplarinus presenta un exoesqueleto muy
duro en comparaciéon con la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster).

Figura 8. Obtencién del DNA genbémico de P. triplarinus 0.0072 g de material
biolégico fué usado para la extraccién de DNA por el método de precipitacion de LiCl,
(Sullivan y cols., 2000). Los DNAs obtenidos se analizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0.8%. A) 5ul del DNA de D. meianogaster y B) 5ul del DNA de la
homiga P. triplarinus.
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6.4 Fragmentos amplificados mediante PCR

El DNA gendmico de P. triplarinus fue amplificado mediante PCR utilizando
los oligonucledtidos que previamente disefiamos para las subunidades de la SS1,
S582 y SS3. Los resultados mostraron 3 bandas de amplificacién, una 516 pb
(flecha 1) otra de 448 pb (flecha 2) y una banda menor de 100 pb (flecha 3) como
se observa en la Figura 10 carril A. Los resultados anteriores corresponden
solamente a la amplificacién correspondiente a las subunidades $S1 y §S2 a las
cuales se les realizd gradiente para poder identificar bien la temperatura de
amplificacién y una vez identificado se disefio el programa de PCR. Para la
amplificacion de la subunidad SS3 se realizaron gradientes de temperatura para
lograr establecer las condiciones 6ptimas de amplificaciéon, sin embargo no se
obtuvo éxito con fos experimentos realizados. La faita de material biolégico no
permiti6 disefiar mas experimentos para lograr la amplificacién de la SS3.

Figura 9. Amplificacién mediante PCR de las subunidades SS1 y $S2 de las
Mirmexinas. M = 8 ul del Marcador de peso molecular A+PST [ A = 5 yl del producto de
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PCR de las subunidades SS1 y SS2. Las muestras fueron analizadas mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%.

En la estrategia alternativa una vez que se realizé el alineamiento de los
oligonuciedtidos SS1a y SS1b se llevé a cabo 1a pre-polimerizacién de estos para
asi obtener nuestro DNA sintético y una vez polimerizado se realizé el PCR
utilizando los oligonucleétidos 5°SS1/2 y 3'SS1/2/3 en donde se obtuvo como
resultado un fragmento aproximado de 100 pb como se habia predecido. (Figura
11A y B) '

800 R
448 —
339 =3
264 il
247 >

Figura 10. Amplificacién mediante PCR del DNA sintético de la subunidad SS1 de
las Mirmexinas. M = 8 ul del Marcador de peso molecular A+PST /, A yB=5 pul del PCR
del DNA sintético de la subunidad SS1. Las muestras fueron analizadas mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2%.
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Figura 12, Caracterizacién de Jos fragmentos clonados en el vector pCR 2.1 Los
fragmentos obtenidos se ligaron con el vector pCR 2.1 y las clonas resultantes se
analizaron mediante obtencién del DNA y posteriormente se digireron con la enzima
EcoR! observandose el resultado mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%. M =
8ul det marcador PBS SK + Msp /. Los camiles de la A hasta la M muestran el resultado
de 12 de las 49 clonas que se analizaron asi como el tamario de los fragmentos liberados.
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6.5 Fragmentos clonados en el vector pCR 2.1

Los productos de PCR obtenidos se clonaron en el vector pCR 2.1
(Invitrogen). Se obtuvieron un total de 49 clonas blancas (probablemente inserto)
Figura 11 las cuales 41 clonas pertenecian a los fragmentos obtenidos de la
amplificacién de la subunidad SS1 y $52, las 8 restantes eran del DNA sintético
de la SS1. Estas clonas fueron analizadas mediante obtencién del DNA plasmidico
y digestién con la enzima EcoR!. En la Figura 12 se muestran 12 preparaciones
representativas de las clonas de la SS1 SS2. Los insertos liberados corresponden
a fragmentos de aproximadamente 400, 300, 250, 200, 150 y 100 pb (Figura 12,
carriles A-M).

T ————— e T e w T wErm e w e —— e ——

Figura 11. Aspecto de las clonas positivas obtenidas con el vector pCR 2.1. En esta
imagen se observa la morfologia y el color en donde resaltan las clonas blancas positivas,
en comparacion con las clonas azules que no contienen inserto.
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6.6 Secuencias nucleotidicas de los insertos analizados

Para la determinacibn de la secuencia nucleotidica de los 49 insertos
positivos se seleccionaron 7 clonas de las subunidades $S1 y SS2 y una clona
del DNA sintético de la subunidad SS1. El criterio de seleccion usado fué el
tamafio de los fragmentos obtenidos. Como se esperaba un fragmento de 87 pb
seleccionamos las clonas con insertos de aproximadamente 100, 400 y 500 pb 6
tamafios muy cercanos, ya que muy probablemente podrian amplificarse intrones
del DNA gen6mico de la hormiga (Figura 13 carriles 1-11). Estas clonas fueron
secuenciadas usando el oligonucledtido del fago M13 marcado con IR-800 en el
secuenciador semiautomatico “DNA Sequencer Long reader 4200 “ (LI-COR). Las
secuencias nucleotidicas de los insertos positivos analizados estan descritas en
detalle en el ANEXO | por motivos de confidencialidad.

Figura 13 Caracterizacién de las clonas secuenciadas en gel de agarosa al 2%. El
DNA de las clonas seleccionadas se preparé mediante minipreparacion y se digirié con la
enzima EcoRl. Aqui se observan los fragmentos de restriccibn correspondientes a las
clonas que se analizaron mediante secuenciacion. M = 8 ul del marcador PBS SK + Mspl.
Los carriles de 1 al 11 muestran el tamafio de los fragmentos comespondientes a las
clonas secuenciadas. De todas las clonas la Gnica que pertenece al DNA sintético es la
clona del caril nimero 7.
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El andlisis de las secuencias nucleotidicas consistid0 en identificar si la
secuencia contaba con los sitios 5° EcoR/ donde fue clonado en el vector, las
secuencias del vector pCR 2.1, el oligonucleétido 5°SS1/2, el inserto de interés, y
el oligonucleétido 3°SS1/2/3. Una vez encontrados los elementos mencionados, se
procedi6 a identificar el inserto clonado entre los oligonucleétidos para verificar si
contenia la secuencia codificante para las subunidades SS1 o SS2. La Tabla V,
nos muestra un resumen de las caracteristicas encontradas en las nueve
secuencias nucleotidicas analizadas. Algunas de estas solamente presentaban
dos o tres elementos que deberia tener la secuencia por lo que estan incompletas
(clonas 2-8) Tabla V. De las nueve secuenciadas solamente 2 clonas presentaron
todas las caracteristicas esperadas:

La clona nimero 1 de 150 nuclebdtidos presenta una similitud de 19
nucledtidos al extremo 5° y 21 nuclebtidos en el extremo 3°. La secuencia
nucteotidica interna de 110 nucleétidos no corresponde a lo esperado para la SS1
ya que esta secuencia codificaria para una proteina de 50 aminoacidos con 8
aminoacidos homoélogos en el extremo amino terminal y 6 aminoacidos en el
extremo carboxilo terminal. La secuencia nucleotidica de la clona 3 con 128
nucleétidos de longitud mostré una alta similitud con la clona 1 sin embargo
carece de 21 nuclebtidos en el extremo 3' de Ia secuencia.

La clona nueve pertenece al DNA sintético de la SS1 (402 nucledtidos)
mostré que la secuencia nucleotidica clonada corresponde a la esperada para la
subunidad SS1. Esta secuencia presenta tres repeticiones completas de la SS1 y
cuatro secuencias repetidas del oligonucieétido 5° mas 7 nuclebtidos de la
secuencia de interés como se observa en la Figura 14 A. La primera secuencia (1)
presentd un cambio del nucleétido de adenina a timina en la posicion 59 (Figura
14 B), la segunda secuencia (2) es idéntica a la secuencia nucleotidica esperada
para la subunidad SS1(Figura 14 B) y la ultima repeticion de la secuencia
nucleotidica numero tres resulté truncada en 6 nuclettidos al extremo 3° ( Figura
14 B).
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# Longitud Sitio Secuencia | Secuencia | Secuencia | Secuencia | Secuencia| Sitio
Clona del. EcoRli del del interés del del EcoR
Inserto vector oligo (nucledtidos) oligo vector
{nuciebtidos) 5 3 3
5 5 8812 3" 88172
1 150 presente | presente presente 110 presente presente | presente
2 09 57 Se repite 2
presente | presente ausente Veces ausente | ausente
3 128 presente | presente presente 108 ausente presente | presente
4 17 presents | presente presente 33 Sevmpite 6 presente | ausente
5 128 presente | presente ausente 114 ausente presente | presente
Se repite
6 281 presente | presente Se repite § ausente 5 veces ausente | presente
7 154 presente | presente presente ha ausente ausente msante
determinado
& ausente ausente | ausente ausente ausente ausente ausente | ausente
9 402 presente | presente | presente 340 presenta | presente | ausente

Tabla V. Resumen de los resultados de las clonas analizadas. En este resumen se
muestra cada una de Jas clonas analizadas en sus secuencias nucleotidicas con las
caracteristicas respectivas encontradas en las secuencias.
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Caracteristicas de la secuencia

A)

B) |
EcoRI 4 2 3 EcoRI
ol AL ”

Secuencia del DNA sintético

Figura 14. Diagrama correspondiente a la clona numero 9 del DNA sintético. A) El
diagrama ejemplifica el patrén de la secuencia que mostré la clona del DNA sintético
repetido tres veces. La regibn 1 representa la prmer secuencia analizada que
comresponde a la SS1(secuencia de interés) la cual posee una cambio de nucledtido de
adenina a timina de la secuencia original. La region 2 es la secuencia nucleotidica
idéntica a la esperada para la subunidad SS1. La regién 3 corresponde a una secusencia
truncada de la SS1.
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7.- DISCUSION

El analisis y observacion de la morfologia de la hormiga colectada en Santa
Crl;iZ, Bolivia (Figura 3) efectivamente pertenece al género esperado debido a que
presenta el peciolo y postpeciolo caracteristico del género Pseudomyrmex
ademas de ojos grandes y ovalados asi como la ausencia del surco metabasitarsal
que es la caracteristica mas relevante para la identificacion de que ésta hormiga.
Debido a lo anterior se confirmé que se trataba de Pseudomyrmex triplarinus
utilizando las claves taxondmicas descritas por Ward, en 1999.

El veneno de éstas hormigas contenido en las esponjas se extrajo con
cierto grado de dificultad debido a que la cantidad de veneno era escasa en las
esponjas, por lo que hubo necesidad de concentrario mediaﬁte liofilizacion.
Posteriormente, se caracterizd en geles de poliacrilamida (Figura 7) obteniendo
como resultado la presencia de las cuatro proteinas mas abundantes
anteriormente descritas por Hink y cols en 1994. Por lo que de esta forma se
confirmd que efectivamente el veneno obtenido corresponde a la hormiga
Pseudomyrmex triplarinus.

La extraccién del DNA genémico de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus
analizado en geles de agarosa al 0.8% mostrd buena calidad electroforética
comparado con el de Drosophila melanogaster (Figura 8). La cantidad de DNA que
se obtuvo fue baja debido a que se utilizé poca cantidad del material bioldgico de
la hormiga y que ésta hormiga presenta un exoesqueleto muy duro lo cual dificulté
el proceso de extracciéon y no se disponia de mas material biolégico para realizar
mas extracciones adicionales.

Una vez que se obtuvo el DNA gendmico de Pseudomyrmex triplarinus se
realizé una amplificacién mediante PCR utilizando los oligonucleétidos disefiados
para las tres subunidades SS1, §S2 y SS3. De las tres subunidades solamente
se logré amplificar una utilizando los oligonucledtidos disenados para ambas
subunidades $SS1y $S2. La secuencia de la subunidad SS3 no se logré amplificar
aunque se realizaron dos gradientes de temperatura para determinar cuales
podrian ser las condiciones éptimas para la amplificacion. Los resultados
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obtenidos correspondientes a la amplificacion de las subunidades SS1 y SS2
mostraron la presencia de tres fragmentos de aproximadamente 516, 448 y 100
pb, los cuales presentaban una clara resolucién y abundancia en su analisis
mediante electroforesis en geles de agarosa (Figura 9). Las diferencias de tamaino
mostradas sugieren que estas secuencias pudieran codificar para intrones
originando fragmentos con mayor niumero de bases de las esperadas, ya que la
secuencia de interés correspondia a 87 pb. A la par se disefio un par de
oligonucledtidos largos correspondientes a la subunidad SS1. La caracteristica
que poseen es que comparten 18 nucledtidos (Figura 2) que permitieron la
complementariedad entre ellos en la parte central. Esto permitié la alineacion y
pre-polimerizacion dando como resultado un DNA sintético que codifica para la
subunidad SS1. El DNA sintético de la SS1 se utiliz6 como molde para amplificarlo
mediante PCR utilizando los oligonucleédtidos 5’ SS1/2 y 3'SS81/2/3 obteniendo
como resultado un fragmento de 87 pb como se esperaba.

Los productos de PCR clonados con el vector pCR 2.1 mostraron 41 clonas
positivas para la subunidad SS1 y 8 clonas para el DNA sintético de la SS1.
Todas ellas eran blancas, lo cual nos indicaba que se trataba de clonas positivas
(Figura 11). Al liberar el inserto mediante digestién con la enzima EcoR/ todas las
clonas analizadas mostraron fragmentos de distintos tamafios que se encuentran
en el rango de 100 a 500 pb (equivalentes a los tamafos obtenidos mediante
PCR). Las diferencias de tamaio presentadas por estos insertos se explicaria
debido a que los oligonucleétidos hubieran detectado regiones complementarias
de secuencias en diferentes partes del genoma de la hormiga lo que nos indicaria
que pudieran existir diferentes genes que codifican para estas subunidades. Las
secuencias codificantes de estos pueden ser procesados de diferentes manera por
ejemplo la eliminacién de posibles intrones o la modificacion post-traduccional de
los péptidos, lo que explicaria que los péptidos de las subunidaes menores no
incluyan el aminoacido metionina al inicio de la cadena. De las clonas positivas
secuenciadas: en la clona namero uno se identificaron los fragmentos que se
esperaban encontrar, es decir, los sitios de restricciédn para la enzima EcoR1 tanto
en el extremo 5 como para el extremo 3°, también se encontraron los
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oligonucledtidos de los extremos 5° y del 3" y una secuencia intermedia de 110
nucledtidos. En el analisis de esta secuencia se realizé una busqueda de
secuencias complementaria en el banco de genes National Center for
Biotechnology Information (NCBI) con la idea de determinar si estas secuencias
pudieran tener similitud con algun gene conocido. Como resultado de esta
busqueda se localizaron varias secuencias que coincidieron con la secuencia
(detalles ANEXO 1), del gene del exoesqueleto de Drosophila melanogaster con
un 60 % de similitud en la region del extremo 5° de la secuencia clonada. Esta
secuencia ademas, se analizo en relacion a los aminoacidos que codificaria en los
tres marcos de lectura posibles, tratando de encontrar una similitud con los
aminoacidos descritos para la subunidad SS1 (Pan y Hink, 2000 ). Sin embargo no
pudimos encontrar ninguna secuencia correspondiente a la subunidad SS1
(solamente los 12 aminoacidos del extremo 5’y 3" respectivamente). Por otro
lado, tenemos pendiente de secuenciar 32 clonas de entre las cuales seguramente
alguna de ellas contendra la informacion relevante.

Las clonas numero 2 a la 8 no presentaron todas las secuencias
marcadoras basicas, en algunas falta el sitio EcoR/ 0 el oligonuclebtido ya sea el
50 3’, y en algunos de los casos no se pudo identificar ningun elemento por lo
que resulta imposible delimitar la secuencia de interés. (Tabla V).

Con respecto a la secuencia de la clona numero nueve contiene la
secuencia nucleotidica esperada de la subunidad SS1, sin embargo como se
muestra en la Figura 14 presenta algunas repeticiones. No existe una explicacion
clara que nos permita saber porque presenté este patron de repeticion simultanea
de la secuencia con dos secuencias completas de §S1 y una truncada en seis
nucledtidos. Estos resultados deberan ser confirmados con el analisis de mayor
niamero de clonas positivas correspondientes al DNA sintético que estan
disponibles actualmente para su analisis.
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8.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permitieron concluir lo
siguiente:

o [dentificar la identidad taxondmica de la hormiga de Pseudomyrmex
tnplannus colectada en Santa Cruz, Bolivia. .

o Verificar electroforéticamente los componentes protéicos del veneno de la
hormiga P. triplarinus.

e Amplificar mediante PCR la secuencia que codifica para la subunidad
menor SS1 de las Mirmexinas del veneno de la hormiga P. triplarinus.

e Clonar la secuencia nucleotidica que codifica a la subunidad menor SS1
en el vector pCR 2.1

e Confirmar la secuencia nucleotidica para la subunidad SS1 de las
Mirmexinas.

La clonacién de la secuencia nucleotidica que codifica para la subunidad
menor SS1 mediante el PCR abre la posibilidad a mediano plazo para producir
éste péptido en condiciones controladas en el laboratorio asi como para
caracterizar su actividad funcional en el tratamiento de Artritis Reumatoide.
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9. APENDICE

9.1 Preparacion de Soluciones

Preparacion de 500 ml de SDS 10%

Pesar 50 g de SDS y disolver en 450 ml de agua destilada, calentar a 68°C para
una mejor disolucion de los componentes ajustar el pH a 7.2 agregando unas
gotas de HCI| concentrado. Ajustar el volumen a 500 mi.

Tris-Glicing 5X

Pesar 15.1 g de Tris-base, disolver en 500 ml de H>0O d, agregar 94 g de Glicina,
agregar 50 ml de SDS 10%. '

Tris-HCIpH 6.8, 1.5M

Pesar 36.33 g de Tris base en 100 ml de H,O d ajustar el pH 6.8 con HCI
concentrado y aforar a 200 ml con H2O d. Esterilizar mediante la autoclave.

Tris-HCIpH 88 1.5M

Pesar 36.33 g de Tris base en 100 ml de H.O d ajustar el pH 8.8 con HCI
concentrado y aforar a 200 ml con H20 d. Esterilizar mediante la autoclave.

Buffer A
De stock (para 10 mL)

Tris HCI (pH 7.5) 01M 1mbL (1M)
EDTA 01. M 2ml (0.5M)
NaCl- 0.1 M 0.058 g
SDS 0.5% 005 g
Buffer B

Del stock (para 14 mL)
KOAc 5M 4 mL [49gen10mlL (5M )]
LiCl> 10 ml [2564gen10OmL(6M )]
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Solucién |
50 mM glucosa

25 mM Tris-Cl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)

Solucién |l

0.2 N NaOH

1% SDS

Solucion il

5 M Acetato de Potasio 60 ml

Ac. Acético Glacial 11.5ml
H20 28.5m!

Medio LB (Luria-Bertani)

Para 1L.:

Triptona 10g
Extractode Levadura 5g

NaCl 16 g

Preparacion de PSA 10%

Pesar 10 g de PSA y aforar a 100 mil con agua destilada.

Buffer de carga 2 X

Tris-HCI 100mM pH 6.8,
1% SDS,

4% 2- Mercaptoetanol,
0.02% de Azul G Brillante,
24% Gilicerol
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TBESX(1L)

Tris Base 540¢g
Acido Borico 27.5¢g
0.5 EDTA (pH 8.0) 20 ml
Jugo azul 6X

0.25% Azul de Bromofenol
0.25% Xilencianol
30% Glicerol en agua.

Medio SOC

1 % triptona

0.5 % extracto de levadura
1 % NaCl

20 mM de glucosa

Solucion decolorante

Metanol 400 ml
Ac. Acético 70 ml
Aforar con H>O d 1L

Azul de Coomasie Brillant

Brillant Blue 1.25¢g
Metanol 227 mi
Ac. Acético 46 ml

Aforarcon H-O d 500 mi

200 ml
35 mi
500 ml

0.625g
113.5ml
23 ml
250 mi
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