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RESUMEN

La composicion bioquimica del veneno de la hormiga Pogonomyrmex
rugosus comprende desde compuestos hidrocarbonados simples (alcanos,
alquenos, dcido tormico, aldehidos, hidrocarburos aromaticos, etc) hasta péptidos y
proteinas con actrividad de hialuronidasa, fosfataca alcalina, fosfatasa acida, proteasa,
fosfolipasa, elc.

E! objelivo de esta tesis fué la purilicacion y la caractenzacion de la fosfolipasa de
aste voneno.

Se caracterizé el palion de bandas del veneno total en diterentes sistamas
elrciroforélicos otieniéndose un pattan similar on los geles a pH acido vy a p!
alcalino mientras que, en condiciones dJduesnaturalizantes no reductoras el patrdn
resultd distinte.  Seo hicieron pruebas de la toxicidad del veneng crudo y de las
fracciones obtenidas de una columna de filtracion <n gel (Sephader G-50 medio) en
ratones, grillos e isopodos. La fosfolipasa, que es una de las proteinas mas
abundantes de este veneno, se purilicd a homogeneidad utitizando la siguiente
estrategia: primero, pasando el veneno crudo por una columna de intercarbio idnico
(CM-32 Celuioza) y luego, por una columna de afinidad basaga en el acoplamiento
de un anaiogo de la fosfalidiloolina (el inhibidor de Rosenthal) a Sepharosa 4B y
moniicreande la actividad de fosfolipasa por medio de la schreposicion de geles de
poliacrilamida-SDS a una placa de agarosi/yema de huevo/rodamina G-6 y viendo la
formacién de halos bajo luz UV en las bandas con actividad. La fosfolipasa que
purilicamos resultd del tipo A1 con un pesa molecular do 35,000 Da. Se reahizaron
dos intentos de secuenciacion {en solucidn y en soporte so'ido) en dénde se encontrd
que el grupo amino terminal esla blogueado.



INTRODUCCION

a) La Investigacién en Venenos de Animales

En los ultimos anos la investigacion refacionada con los venenos de animales ha
cobrado una gran imporiancia en todo el mundo. estus estudios no estan limiados
unicamente a los aspectos mddicos vinculados con los ralamientos preventivas 0
curalivos de las picaduras y las mordedwas producidas por estos animales (Gomez y
col., 1889; Harris, J.B., 1985, Mieder y col., 1882; Schunidt, J.O., 1982, Schmidt y col.,
1986a, Sosa y coi., 19855, m a la producaitn de anticu«ros contra los mismos (Verhei)
y col. 1881). También son herramientas valiosas en el eslucho fannacoldgico de
receptores y canales ionicos {Sctunidt, J.O., 1982). Hoy en dia sc cuenta cort una
gran variedad de toxinas que, una vez punfcadas y caracterizadar . han ayudadn a
conocer algunos de los mecaniciuos basicos del funcionaimienio del sistema
nervioso. Los venenos gue poscen caracteristicas enzimdticas han sdo uthzados en
esludios encaninados al canocimiento de lcs componentes de la membrana y en
estudios fisioldgicos (Bosh, HV.D., 1874; Chang y col. 1987; Piek y col. 1989; Schmidlt
J.0., 1986; Schmiclt y col. 1978b; Shier, W.T., 1979; Vadeas y col. 1981+ Van Der Bosh,
H.. 1982). Por oira parle, se cree qué algunos de los camponentes que contienen (oS
venenos puedan ser considerados como candidatos potenciaing para ser utilizados

como agentes terapéuticos, o que puedenr ser empleados como herramientas para su
desarrollo.

La diversidad, complejidad y especificidad de los vonenos presentes en
organismos unicelulares asi comg, en animales marinos y terrestres es muy amplia
{Schmidt y col. 1984a y 1984b; Sosa col. 1986; Opperdoes y col. 1982; Van Den
Bosh, H, 1980; Verheij y col. 1981). El aimacenamiento y liberacion del vengno varia
de una especie a otra (Blum y col. 1978), del mismo modo. los cleclas patologicos
producidos son muy variados. Estos pueden ser desde una alergia. hinchazon (Cole,
A.C., 1986; David y col. 1978; Schmid! y col. 1984b), elevacion de la temperatura, etc,
hasta la muente del individuo {David y col. 1978; Schmidt y col. 1984b).



Los venenos estan compuestos por una gran variedad de moléculas quimicas
enire las que se encuentran: compuestos alitdlicos {hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, celonas, ésteres, acidos carboxilicos): compuestos ciclicos como tencles y
quinonis; compuestos algogenos como el dcido fdrmico, serotonina, histamina, los
alcaloides triterpénicos y algunos denvados glicosidicos (Blum y col 1878, Schmidt,
J.0., 1986; Wilson, E.O., 1971); ademas de, un amplic especltro de moldéculas
polipeptidicas {polipéptidos cortos, proteinas de peso molecular variado. basicas y
termoestables, neurotoxicas de alto peso molecular y enzimas diversas) (Blum y col.
1978; Leluk y ool 1989; Schnudi J.0., 1086; Schmidt y col. 1986b). Todos estos
compuestes larman parte de una moezela heterogénea en donde sus componentes
actaan sinargisticamente y en fa que no necesariamente se incluye toda la variedad
mancionad.t

b} La Hormiga Pogonomyrinex

Dentiu del grupo de 1os inseclos se gicuenira gl orden Hymenoptera que incluye
a las avispas, abejas y harmigas. Este orden se divide a su vez en dos subdrdenes,
cada uno de los cuales esta también dividido en familias y superfamiias. Las
hormigas pertenecen al suborden Aculeata y ala famibia Formicidae. En la
actualidad se conocen 11 subfan-Ias, 297 géneros y aproximadanmente BE0Q
especies de hormigas (Flollidebler y col. 1990). Aunque con certeza no se conece el
tolal de especies que pueden existir en el mundo, se calcula que pueden ser 20, 000
o més especies, agrupadas en aproximadamente 350 géneros (Holldobler y col.
1990}

En general, las hormigas tienen una organizacion socia! compleja y jerarquica
similar al de las abejas y avispas. Estos organismos eusociales posaen claras
diferencias fisicas separando, de esta manera, a las reinas de las trabajadoras. El
tamano de éstas es muy variado y va desde G mm hasta 9 mm (Holldobler y col. 1990,
Schmidt y col. 1989a). El color de las hormigas también difiere de especie a especie
(Holldobler y col. 1990; Schmidt y ccl. 1988a), existiends combinacidn de coleras, en
algunos casos. Ademés, se encuentran ampliamente distribuidas y pueden vivir en
casi todos los climas y regiones a excepcion de los polos (Cole, A.C. 1968; Holldobler
y col. 1990). El trabajo que realiza cada una de ellas esta claramente dividido segun
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la casla a la que pertenecen (Holldobter y col. 1990).

Los estudios realizados hasta hace algunos anos se enfocaren basicamente a la
caracterizacion morfoldgica de estes organismos (Cole, A.C. 1968, Holldobler y col
1990). Trabajos posleriores han cido encaminados # conocer mas acerca de la
biologia, la distribucion (Cole A.C. 1968, Holldobler y co!. 1990, Schmidlt col. 1989a),
el comportamiento y la organizacion social de las harmigas (Fvans y col 1890).

Algunas de las investigaciones desarrolladas recientemente con ciertas clases de
insectos son la genética evolutiva, os aspectos de la fisiologia (Schmidt J.O. 1986}, la
bioquimica da Ia comunicacidn (Schmidt, 1O 1982; Schmidt y ¢o! 1978b), of control
bioldgico de plagas y el estudio del veneno de alguncs de ellos (Barnheeimer y col.
1980; King y col. 1978; Lejuk y col. 1989 Schmidl y col. 1978a y 1978b; Schmidt y col.
19843 y 19840 Schmidt v coll 10870 ¢ 1008h, Sobenudt ¢ coll 1UE0h)

campo tiene imponancia en medicina porque el veneno de las hormigas (asi como, el
de otros himenopteros) es alergénico y en individuos susceptibles puede ocasionar
dafios severos (King y col. 1978; Schnudt y col.984b).

El veneno de las hormigas se produce en un par de glandulas filamentosas que
convergen en una qiandula coenvualta que se comunica con o sico que acumula el
veneno a través de un conducta delgado (Holidlebter v col. 1990; Schmidt y col,
1989a; Von Sicaro y col. 1989) (Figura 1). Usla glanduta rota localizada en la pare
dorsal de las hormigas. La principal funcion de ta gland.tu venencsa en 1as hormigas
es la produccion de dcido formico y:0 veneno, que es utiizado para su defensa o en
contra de sus presas {(Holldobler y col. 1990; Schmidt y col. 1989a).

Las hormigas del genero Pogonomyrmex viven en arandes colonias y su
alimentacion consiste basicamente de semillas y hojas, es por =sto que se les ha
denominado como hormigas cosechadoras (Holidobler y col. 1990 y Schmidt y col.
1978). Los principales enemigos o predadores de las Pogonomyrmex son
algunas especios de pdjaros y lagartijas (Schmidt y cot. 1989a), las cuales consumen
grandes cantidades de hormigas en poco tiempo. Sin embargo, las
Pogonomyrmex son una de las espacies mas agresivas y estdn consideradas



Schmidt y col. 1978a

FIGURA 1. APARATO VENENOSO DE LA HORMIGA COSECHADORA
Pogonomyrmex rugosus. Abreviaciones: GD, glandula de Dufour's: FL,
filamentos libres, L, lanceta; SV, saco del veneno.



como las que producen las picaduras mas dolcrosas e irresisbhles de todas las
hormigas que exislen en Amsarica del Norte. Este géners de hormiga se encuentra
ampliamente distribuida en el sur de Estados Unidos y la parie norie de la Republica
Mexicana (Cole y col. 1968; Schimidt y col.. 1984b} (F.gura 2). Aun cuando sa sabe
que su veneno es bastante doloroso, poco se conoce acerca de éste. Las
investigaciones realizadas con ol venenc de hormigas Pogonomyrmex ssp, P.
maricopa (Leluk y col. 1989; Piek y col. 1989; Schmidt y col 1984b; Schmidt y col.
1989b), P.rugosus (Leluk y col. 1989; Schmidt y col 1984b). P. badius (Schmiat
y col. 1978a y 1978b; Schmidt y col. 1984a y 1984b; Schnudl y col. 1886b).
P.barbatus (Bernheimer y col. 1980; Schmidt y col. 1984b), P.wheeler] (Piek y
col. 1989), P.calilornius (Schmudt y ¢0l.984b), P.montanus tSchmidl y col
1984b), P. occidentalis (Schmdt y col. 1984b), P.subnltidus {Schmidt y cof
1884b). P. teruisping (Cunuut v cof 1984by, asi como de ofros gdreros, revelan
la presencia de una gran varedad de agentes algogeémcos, enzimas, compuestos
aromaticos, etc. Tambion se observd ¢l efvcto do! veneno sobie el nimero y
diferenciacion de as céiulas blancas en cobayes, asi como fos electos inmunoldgicos
y alergénicos. Una de las hormigas del génecro Pogonomyrmex estudiada s la
P.badlus (Schmidt y col. 1978a y 1978b, Schmidt y col. 1084a y 1984b; Schmidl y
col. 1986b), el venend de esta hormiga posce la caracteristica de ser muy
neurotbxico para algunos mamifaros y vertebrados. Los sintomas que presentan los
animales utilizados en el ensayo muestran que ¢! veneno actia sobre ¢! sistema
nervioso central. Ademas este veneno lambién contiene una gran vanadad de
actividades enzimaticas entre las que se encuantran 1a fos!olipasa, la hualuronidasa
la lipasa, la eslerasa, la fostatasa dcida y !a fosfatasi alcalina. principaimente. La
actividad fostolipasica del veneno de esta hormiga es mas alta cun respecto a las de
olrus ganeros. Sin embargo, no se han realizado mas estudios enzimaticos en otras
aspecies del género Pogonomyrmex. Otro de los efectos relevantes de esltos
venenos es su toxicidad en ratones pues sabemos que su LDgq es de 0 1-0 6 my/kg
de pesc corporal en promedio. Debido a esto, se eligié trabajar con la hormiga P.
rugosus ya que en nuestro laboratorio exisle un marcado interés en 1a identificacion
y caracterizacién de nuevas téxinas a la par de olras actividades enzimaticas
descritas para ésta y olras especies de hormigas (Schmidt y col. 1978a y 1978b;
Schmidt y col. 1986b; Schmidt y col. 1989a).
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FIGURA 2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA EN MEXICO Y ESTADOS
UNIDOS DE LA HORMIGA Pogonomyrmex rugosus

Cole, A.C. Jr. 1968.

La zona sombreada indica la distribucion geografica de la hormiga P. rugosus
en el sur de Estados Unidos y el norte de la Republica Mexicana.



¢) Las Enzimas de los Venenos. Las Foslolipasas.

Las enzimas juegan un papel muy importante en el efecto fisiopatoidgico
provocado por los venenos ya que pueden dar lugar a efectos localizados como,
dafo a capilares o necrosis tisular mediade por proteasas, foslolipasas y
hialuronidasas. Otros efectos son el dolor € hipotensién aguda debido a la liberacion
de péptidos vasoactivos por la accion de enzimas kberadoras de cinasas (Schmidt y
col. 1978a y 1378b). Otras actividades enzimdticas de los venenos que han sido
reportadas son: nucteasa 5', fosfodiesterasa, colinesterasa, fosfatasa acida. fosfatasa
alcalina y ipasa (Schmidt y col. 19%6a y 1986b). Dentro de esta gran variedad de
gnzimas cneontradas on log wverenace wna de lac encimns gue mgjor ce ha

caracterizado es la fosfolipasa.

Las fosfolipasas son enzimas hidrofiticas, conocidas con el nombre genérico de
eslgrasas, ya que acliian sobre los enlace éster de las fosfolipidos (L.ehmnger, AL.,
1979; Van Der Bosch, H., 1980). Se les considera enzimas ubicuas (Besh,
H.V.D.974), por encontrarse intra o extracelularmente en todas las celulas en las que
se les ha puscado. Estas enzimas son de vital imporlancia en cienos procesos
bioldgicos como: a) recambio de fosfolipidos en las biomembranas {Van Der Bosh,
H., 1980; Shier, W.T. 1979), b) digestién en los fagosomas (Bosh, H.V.D., 1974), ¢)
neurotoxicidad y citotoxicidad en venenos ruy activos de hongos, insectos, aracnidos
y reptiles {Chang y col. 1987), d) en procesos inflamatorios (Vadas y col. 1981) y e) en
la produccién de Acidos grasos libres Ademas, son potenles alergencs en las
personas hipersensibles a la picadura de insectos (King y col. 1976; King y col. 1978;
King y col. 1983).

La clasificacion de las fosfolipasas se ha realizado de acuerdo con la posicion del
éster que es capaz de hidrolizar (sitio de corte) (Figura 3) (Bosh., H.V.D. 1974;
Lehninger, A.L., 1979; Van Cer Bosh, H., 1080). Las !osiclipasas mas comunes se
dividen en l|a siguiente forma: Ay, Az, B, C y D. Esta clasificacion es ampliamente
utilizada ademds de haber sido aprobada por la comisién de Enzimas de la Unidn
Internacional de Bioquimica.



Las {osfolipasas del tipo Ay, son aquellas enzimas que hidrotizan la poswcion 1-
fosfoglicérido, liberando el dcido graso de la posicion 1 y un lisoderivado (monoacil-
2-glicero-fosfatido) an forma equimolar (Bosh, H.V.D., 1974; Lehninger, A.L.. 1979
Van Der Bosh, H., 1980), este tipo de enzimas se les ha oncontrado en células
procariotas y en céiulas eucariotas. En general, no requieren calcio para su actividad.

Las fosfolipasas dsl tipa Aa, son enzimas lipoliticas que hidrolizan la posicién 2-
acil de un fosloglicérido, produciendo un 4cido graso y su derivado (monoacit-1-
glicero-fostatido) en forma equimolar. Una gran parte de este tipo de fosfolipasas han
sido aisladas principalmente de pancreas de mamiferos, venenos de serpientes,
ventngs de abelas y otros microorganismos (Bosh.V.D. 1974; Lehninger, AL, 1979,
Van Der Bosh, H., 1980; Hawthorne y col. 1982). En general, estas fosfolipasas se
caracterizan por ser termoestables y por su capacidad para actuar en disolvontes
organicos (Wolls, M.A, 1974; Oda y col. 1987). Se lies ha localizado
exiracetularmente en Inrma soluble, asociadas a maembranas plasmaticas o
lisosomales y también en forma soluble en lisosomas y en el citosol. Muchas de ellas
requieren de calcio como cofactor.

Las fosfolipasas del lipo B, conocidas por varios autores también como
lisofostolipasas (Bosh, HV.D., 1974; Lehninger, A.L., 1979; Van Der Bosh, H,, 1980;
Hawthorne y col. 1982), equivalen a una combinacién de dos actividades de
fosfolipasa, la Ay y Ao (Bosh,.V.D., 1974: Lehninger, A.L., 1979: Van Der Bosh, H.,
1980; Hawlhorne, y col. 1982). Sa los ha encontrado en levaduras (Khimasa y col.
1984), hongos y bacterias (Doi y col. 1972; Takouchi y col. 1987; Sugatani y coi.
1984). Su pH 6puimo es generalmente alcalino.

Las foslolipasas del tipo G, catalizan 1a desacilacidn de diacilglicero-fosfolipidos en
1,2-diacliglicerol y foslorilcolina {Lehninger, A.L., 1979; Van Der Bosh, H., 1980;
Hawthorne y col.. 1982). Son producidas por ciartas bacterias que las excretan o
estan asociadas a membranas en células vegetales, algas y levaduras (Bosh, H.V.D.,
1974, Van Der Bosh, 1980, Hawthorne y col. 1982; Rosenberg, P., 1976; Snyder,
W.R., 1987).

Las fosfolipasas del tipo D, catalizan 1a hidrélisis del enlace éster arriba de! fosfato,
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produciendo una molécula de colina y una de 1,2-diacilgliceril-fostatido (Bosh, H.V.D.,
1974; Lehninger, A.L., 1979; Van Der Bosh, H., 1980; Hawthorne y col.. 1982). A esta
enzima se le ha encontrado principaimente en plantas, levaduras y bacterias.

Las lisofosfolipasas, catalizan la hidrélisis del aciléstar de los fosfolisoderivados
completando la desacitacion da ios fosfoglicérides (Bosh, H.V.D.. 1974, Lehninger,
A.L., 1979; Van Der Bosh, H., 1980; Hawthorne y col. 1382}. En genoeral, estas
enzimas reafizan el catabolismo de los {osfolipidos an las células. Se les ha descrito
en insectos, plantas y bacterias (Bosh, H.V.D., 1974; Hawthorne y col. 1982;
Rosenberg, P., 1976; Lowenstain, J.M., 1959). La mayor parle de ellas no requiaren
cofactores metalicos y generalmente son inhibidas por detergenies (Bosh, H.V.D.,
1974).
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OBJETIVO,

Caracterizacién y purificaclén de !a actividad fosfolipdsica del veneno
de la hormiga Pogonomyrmex rugosus.
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MATERIALES Y METODOS.

a) Obtencion del veneno.

El veneno de la hormiga fue obtenido del Scuthwestern Biolegical Institute, 1961
W. Brichta, Tucson, AZ5745, USA., con la participacion del Dr. Justin Schmidl. Este
veneno se obtuvo disecando el abdémen de la hormiga para sacar el aguijén y el
saco de veneno, Tanto el aguijén como el saco de veneno fueran lavados en agua
destilada y posteriormente el saco se presiond mecdnicamente para cobligar al
veneno a salir por e! aguijon, éste fu¢ colectado con la ayuda de un tubo capilar. Una
vez coleclado e! veneno se ligfilizo.

b) Medicion de proteina.
La concentracién de proteina se determind espectrofotométricamente asumiendo
que una unidad de absorbancia a 280 nm equivale a 1 mg/mi de proteina soluble.

¢) Electroforesis a pH dcido y alcalino en presencia de urea,

Para la determinacién del nimero de componentes proléicos presentes €n el
veneno crudo y las diferentes fracciones cromatograficas obtenidas se realizo
electroforesis en geles cilindricos de poliacrilamida al 7.5 % en el sistema de
acetato/urea en amortiguador de B-Alanina’Acético pH 4.42 (Reisleld y col. 1962) y en
el sistema de Tris/Urea en amortiguador de Tris-glicina pH 8.3 (Jovin y col. 1864). Las
bandas de groteina se tificren con azul briflanta de Conmassie G-250 (Reisner v col.
1975).

d) Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodlio (SDS).

Las electroforesis en placa de geles de poliacrilamida en presencia de SDS y en
condiciones no reductoras (Laemmli, U.K., 1970), sirvieron para evaluar el nimero de
componentes presentes en el veneno crudo y en cada uno de los pasos de
purificacion realizados en las columnas de exclusion molecular, de intercambio idnico
y de afinidad. Los geles fueron tedidos con azu! brilante de GCoomassie G-250
{Reisner y col. 1862) y/o con plata {(Merril y col.1981). Por esle método, también se
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determinaron las masas moleculares de cada uno de los componentes de! veneno,
compardndolas con proteinas de masa molacular conocida.

Para a deteccion de la actividad de tosfolipasa después de la eleclrotoresis, el
SDS {ue substituido por Tritdn X-100 mediante 2 lavados de 1 hr en 0.05 M de Tris-
HCI pH 7.95 + 5 % de Tritdn X-100, seguido de otro lavado durante ¢! mismo tempo y
en e} mismo amoriguador pero con 0.5 % de Tritdn X-100. Después de lavar el go!
con amortiguador sin Fritén, se colocté sobre otro gel de agarosa con substrato y
rodamina (ver mas adelante, en Actividad de fosfolipasa).

Pasos cromatogréficos:

e) Cromatografla de exclusion molecular.

Se utilizo Sephadex G-50 grado medio obtenido de Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Sweden) hidratado y preparado de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las dimensiones de ia columna utilizada fueron de 0.9 X 200 cm. Elgel
fue equilibrado con amoniguador de acetatoc de amonio 0.02 M pH 4.7 antes de ser
empacado por gravedad y el fiujo fue de 40 ml/hr, La cromatografia se llevo a cabo a
prasién constante. Se did un puiso de 5 mt de NaC! 1 M a! final de la corrida con e!
objeto de eluir el material adsorbido ingspecificamente.

f) Cromatogratia de afinidad.

La purificacion de !a fosfolipasa a partir del veneno crudo asi como de ia fracion
obtenida de la cromatogratia de filtracion e intercambio idnuzo s realizod utilizando
una columna de afinidad preparada de la siguiente forma (Vargas-Villarreal y col
1991): 2.6 g de Sepharosa 4B activada cen bromuro de cianéneno, oblenida de
Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala Sweden), fueron lavados con 200 ml de
amortiguador de carbonato-bicarbonalo de sodic 0.1 M pH 9.0. Posteriormente et gat
sa mezclé con 15 ml del mismo amortiguador mas 131 mg {1 mmol) de dcido 6-
aminohexanéico. Esta reaccién se llevd a cabo durante 24 hr con agitacion constante
y a temperatura ambients. Luego el ga! se lavé con 100 ml de amortiguador de
carbonato-bicarbonato de sodic 0.1 M pH 9.0, 100 mi de agua destilada y 200 ml de
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dioxano libre de perdxidos sucesivamente. La Sepharosa 4B-aminohexilcarboxilico
sintetizada se resuspendié en 10 ml de dioxano-cloroformo 1:1 (viv), que contenia
206 mg (1 mmol) de 1,3 diciclohexil-carbodiimida, 75 mg (0.1 mmol) de inhibidor de
Rosenthal (acetato de dimatil-DL-2,3-diesteuroil-oxipropil-2'-hidroxietil-amonio} y 49
mg (0.4 mmol) de 4-dimetilaminopiridina. Esta mezcla se agité durante 24 hrs a
temperatura ambiente. Finalmente se realizaron tres lavados con: 50 m! de dioxano-
cloroformo 1:1 {(v/v), 50 ml de cloroformo, 50 mi de 2-propanol, 100 mi de dioxano y
200 mi de agua destilada. El gel, una vez activado y acoplado. al inhibidor de
Rosenthal se conserva en una solucidn de metano! al 50 % en refrigeracion. €l ge! de
afinidad fué empacado en una columna de 0.75 X 2.4 cm y equilibrado con 10
volumenes de amortiguador de Tris-HCI 0.05 M pH 7.95 E! sistema de lavado y
elucidn utilizado en la cromatograhia de afinidad hie ol siguients: Tro HCY 0.05 M pH
7.95 + NaCl 0.5 M y Acido acético 0.1 M. Las fracciones eluidas con dcido acético 0.1
M fueron recibidas en tubos que contenian 1 m! de amortiguador de Tris t M pH 8.0
para neutralizar las muestras, que fueron refrigeradas inmediataments.

g) Cromatografia de Intercambio ionico.

La resina utilizada en esta cromatogratfia fue fa CM-32 (Carboximeti! Celulosa)
obtenida de Whatman Ltd (Springfield Mill, Maidstone, Kent, England). El
procesamienio de [a resina se llevd a cabo conforme a las instrucciones del
fabricante. La columna de 0.9 X 10.3 cm fue empacada a presidn con nitrégeno
aproximadamente a 15 psi y su corrimiento se realizd con una bomba peristaltica lipc
Milticn Roy de flujo controlado. La columna fué equitibrada con amortiguador de
acetato do amania 20 mM pH 4.7 La elucidn de! material adsorbido al intercambiador
iénico se realizé con un gradiente de 50 mi de NaCl de 0 a 0 8 M y un pulso final de
20 mide NaCl 1 M. La velocidad de flujo fue de 34 mi‘hr.

h) Pruebas de toxicidad.

La toxicidad del veneno crudo y de las fracciones obtenidas de la columna de
filtracion se probd en ratones, grillos e isépodos (cochinillas de jardin). La cantidad
de proteina que se administré por via intraperitoneal a los ratones y dorsal a los grilios
e isOpodo fué de 100, 10 y 10 ug, respectivamente. Se utilizaron ratones albinos de
la cepa BALB/c con un peso corporal de 30-40 g, cochinillas, con un peso corporal de
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125 mg y grillos con un peso corporal de 630 mg. Para los ratones. ef veneno totat y
las fracciones fueren consideradas ietales, si produjeron la muerte del animal, toxice,
si s6lo inducia algun tipo de efecto (excitabilidad, taquicardia. problemas
respiratorios, convulsiones, salivacién, otc.) pero no la muerta; y no tox.co. cuando no
produjeron efectos detectables o cuando el comporiamiento del animal era semefante
al del control al que s6lo se le aplicé agua destilada. En el caso de los insectos se
consideard letal, cuando el animal so murid; tdxico, si preducia pardlisis en las patas
aunado a un estado de inactividad; y no tdxico, cuando no presento sintomalologia.
Todos los animales se mantuvieron en observacion por un periodo de 24 hrs

1) Actividad fosfolipasica.

La actividad de fosfolipasa so determing titulométncamente utihzando como
sustrato yema de huevo al 10 % {p/v) en una solucion amortiguadora de Tns HCI 1
mM pH 7.95, 0.005 M de cloruro de calcio y 0.05 % de Triton X-100 (King y col. 1983).
Este método cuantifica la cantidad de hidroxido de sodio wtiizaido pasa mantener ¢l
pH de la mezcla de ensayo por un periodo de liempo determinado. el cual es
proporcional a la cantidad de los acidus grasos iberados y por lo tanto, a la cantidad
de enzima.

Otro método utilizado para la deteccion de fosfolipasas son los geles de agarosa al
1% en amortiguador de Tris-HC1 0.2 M pH 7.95, 5 mM de cloruro de calco y 0.5 % de
Tritén X-100 que contiene como sustrato yema de huevo at 10 “c y rodamina G-6 al
0.1 %. La actividad de foslolipasa se identifica por los halos de fluorescencia
apagados, bajo luz UV, en torno al pozo donde se coloca la muastra (Reynaud y col.
1990). El procedimiento es cuanttativo cuando se compara con muesiras valoradas
por el método titulométrico.

i) Determinacion de! tipo dec fosfolipasa.

El sustrato radicactivo con el que se determind el tipo de fosfolipasa, et L-1,2-dif1-
14CIpatmitoit-3-fostatidilcclina {[14CJrC) (Opperdoes y col. 1582) tue d.iuido con
fosfatidilcotina (FC) de yema de huevo a una concentracion especifica de 1.8 mCi/mo!
y solubilizado en presencia de 0.4 % de Triton X-100. Esta mezcla se diluyo 1:1 (viv)
con la muestra de veneno completo de P.rugosus. El volumen del ensayo fué de
0.02 m! y contenia: 0.1 M de Tris-HCl pH 8.0, 0.138 mM de FC, 0.2 % de Triton X-100 y
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la muestra. La reaccién se detuvo con 25 it de una mezcla gue contienia 0 75 mgnit
de fosfatidieolina (FC), 1 mg/ml de acidos grasos libres (AGL) v 1 mg/m! de
lisofostatidilcolina (LFC) y TCA al 5 % en butanol. La separacion de cada uno de los
componentes obtenidos en la reaccidon enzimatica se realizo mediante la técnica de
cromatogralia en capa fina. Una vez que se aplicaron 25 pl de cada una de las
muestras en las placas de silica gel {Watman de borosilicato, 10 X 10 X 1 cm), las
placas se colocaron en una camara cerrada que contenia ia mezcla de disolventes,
cloroformo-metanol-acético-agua, 170:40:16:8, para la separacidn de los lipidos
polaras. Después dv la separacion de cada uno de 10s componentes a los que da
lugar el sistema, la placa se colocé en una camara saturada con vapor de yodo con lo
cual, las manchas Ipidicas se revelaron como punlos amanlios o calés. Finalmente,
las manchaus hpidicas fueron raspadas y mezcladas con & mil de liguido de centelieo
(2-5 difeniloxazot (PPO) al 6 % en toluens) én frascos de borosilicato de 20ml. La

cuamtilic:

in se reaked e unocontador de centenieo hiquido (Beckman Instrument inc.
modelo L S 9.800 Irvine, California. EUA) & una cficiencia del 88 .

k) Concentracién de proteina por centrifugacion.

La fraccion con actividad fosfolipasica que se obtuvo de la columna de afinidad
despues do pasar por el intercambiador iénico, fue: concentrada por centrifugacion
{20 min a 2000 x g) wlilizando filtros Ultrafree Mc Filters (UF C3 LGC Millipore Bedford,
MA.. USA) con un limite de oxclusidn de 15,000

1) Transferencia de proteinas (Western-blot).

La traccién de proteina concentrada por centrifugacidn se corrio en un get de
poliacrilam:da-SOS al 12.5 % y se transtind a una membrana immobilon PVDF
(Millipore 000 10 Bedford, MA., USA)con ¢! objeto de reahizar la secuencia de
aminodcidos en este sonarte. Despuds de o eleclivluiests, e gel y la membrana
immobilon se incubaron por separado en amortiguador de Tnis 25 mM, Glicrna 192
mM y Metano! al 20 % pH 8.3 durante 15 min con agitacion constante.  Una vez
terminado el tiempo de incubacion, se realizé la electrotransierencia en un aparato
Hoeler (Scientific Instrument 654 Minnesita St., San Francisce 94107, USA), con el
mismo amortiguador (Towbin y col., 1978). La transferencia se realizé durante toda la
noche a 50 volts. y la tincidn de la membrana se realizo con negro de amido (Kuno y
col. 1967).



m) Secuencia de aminodcidos.

Se hicieron dos inlenlos de secuenciacién de la fosiolipasa por dos sistemas
diferentes. La primera en fase liquida y la segunda, en lase solida. Ambas
sgcuencias se realizaron en el [aboratario del Dr. Brian M. Martin del Natonal Instiute
of Health, National Institute of Neurclogical and Communicalive Disorder and Stroke,
Bathesa MD., 20205, USA. Se llevo a cabo la degradacion de Edman automatizada
de la fosfolipasa de la hormiga, utilizando un secusnciador do fase-liquida Beckman
modelo 830M. E! instrumento B90M, que puede mangjar muestras tan pequefas
como de 0.2 nmoles, convierte automadticamente ¢l derivado tiazolinona de cada
aminodcido en su derivado teniltiohidantoina.

Se realizaron ios siguentes procedimientos con el instrumen:o 890M.  Se
compraron reactivos grado secuencia de Beckman Instrurents (Palo Alta, CA., USA).
Se facilito 1a rotencidn de (2 pelicula pepuoica en ia copa giratotia do reawcion,
afiadiendo Polibreno (3mg} en agua (0.10 mi) al comienzo de cada secuenciacion £l
Polibreno fue liberado de impurezas por un tratamiento previo en la copa giratoria de
reaccién, utihzando dos preciclos de $'olibreno (Beckman. programa 1) y tres ciclos de
péptido Quadro! {programa 3). Las muestras peplidicas fugron aplicadas a la copa
giratoria de reaccion en 30% de acido acético {v/v), secadas al accionar 1a subrulina
de comienzo (no. 347339) y condicionadas al correr el preciclo de Polibrenc Se llové
a cabo la degradacion repetitiva de Edman con «! programa 3, utihzénde benceno
como solvente S1 y etil acetato que contiene acido acédlico libre de aldehidos {1mil) y
ditiotreitol (10 mg/l) como solvente S2,

Se identificaron los aminodcidos femitichidantoina-denvados resultanies por
cromatografia en fase reversa de cerca del 40°% de cada muestra, en una columna de
ucladeciisiano Ultrasphere (.46 cm X 25 cm) de Allex Bockman, con un cictema de
HPLC Hewlett-Packard modelo 10848 equipado con un detector de UV de longitud
de onda variable, fijado a 269 nm. Se identificaron los derivados fenilichidantoina de
serina y freonina inicialmente por sus tiempos de retencion y sus productos de
degradacién caracteristicos. Esta determinacidn fué confirmada por la identificacion
de sus derivados deshidratados, a 320 nm (Hawke y col., 1982). Se corrié una
mezcla de aminodcidos feniltiohidantoina-derivados {Pierce Chemicai Co, Rockford,
IL, U.S.A.) que contenian dietilitalato como estandar interno a un nivel de 100 pmoles,
para estandarizacion. Con el sistema amortiguador de Hawke y col. (1982}, la mezcla
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fud separada completamente en menos de 13 min. Aungue el ruido de fondo fué lo
suficientementa bajo como para que 20 pmeles de un aminoacido feniltiohidantoin-
darivado pudiera ser identificado, se secuenciaron mas de 35 ng de fosfolipasa.

La secuencia en fase sélida se realizé en un secuenciador Milligen/Biosearch
(Millipore) ProSequencer Modelo 6600.
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RESULTADOS.

CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DEL VENENO DE P. rugosus.

a) Electroforesis en presencla de urea.

El venieno crudo de la hormiga se solubilizd en amortiguador de acetato de amonio
0.02 M pH 4.7 a una concentracidn de 1 mg/ml de protecina. Se aplicaron 50 y 100 !
del veneno crudo soluble a geles cilindricos de poliacrilamida en el sistema Tris-
glicina, los cuales mostraron ocho bandas protéicas distribuidas a lo largo del gel
(Figura 4). En esta figura se puede apreciar que las bandas 123 4 5y B estan
intensamente tenidas y las bandas 6 y ¥ estan débimente tefvedas

La electroforesis realizada en geles de pohacrlamida en tubo en el sistema 8-
alanina-acético, reveld la prosencia de nueve bandas ewvidentes de proteina,
localizadas en la parte media del gel (Figura 5). Las bandas 3. 4, 5y 8 son fas mas
intensas.

b) Electroforesis en presencia de SDS.

En el patron electroforético obtenido en placa de gelos de pohacrilamida-SDS at
12.5 % en condiciones no reductoras (Figura 6), se observan por lo menos 15 bandas
de proteina a todo lo largo dei gel. Podemos observar que la proteina mas aburdante
carresponde a la banda 8 y tiene una masa molecular de aproximadamente 35 kDa.

c) Deteccién de la actividad de foslolipasa en geles de agarosa-
rodaminag G-6.

La actividad ‘osfolipAsica del veneno de la hormiga, principal objetu de eztudio del
presente trabajo, se detect¢ sobreponiendo el patron electroforético obtenido en
geles de poliacrilamida-SDS af 125 % scbre un ge! de agarosarodamina En Ia
Figura 7, podemos observar las formadas en ei ge! de agarosa-rodamina por efeclo
de la degradacion de los fosfelipidos presentes en la placa. En el carnl 7 se puede
observar la actividad fosfolipasica del venano de [a hormiga, misma que tiene una
masa molecular de aproximadamente 35 kDa la cual es mayor que ¢l resto de de las
fosfolipasas de ios venenos utilizados como controles.
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FIGURA 4. ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE UREA A pH 8.3 DEL
VENENO CRUDO DE LA HORMIGA Pogonomyrmex rugosus. Se aplicaron
50 pg (tubo1) y 100 ug (tubo 2) del veneno total a geles cilindricos de poliacrilamida
(6.5 cm, 4 mA por tubo) que contenian B M de urea y amertiguador de Tris glicina pH
8.3 y luego se tiferon con azul de coomassie. S es el punto de aplicacion de las
musestras. El gel se tiid con azul de Coomassie.
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FIGURA 5 ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE UREA Y pH 4.7 DEL
VENENO CRUDO DE LA HOBMIGA P. rugosus. Se aplicaron 50 (tubo 1) y
100 ug (lubo 2) del veneno crudo a geles cilindricos de poliacrilamida acetato-urea al
7.5 %. Las proteinas corren hacia el catodo en un amortiguador de B alanina-aceético
pH 4,42. S indica el punto de aplicacion. El gel se tifio con azul de Coomassie.
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FIGURA 6. ELECTYROFORES!IS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
12.5 % DEL VENENO CRUDO DE LA HORMIGA Pogonomyrmex
rugosus. Se aplicaron 10 1l del veneno crudo con una concentracién de proteina
de 1 mg/ml. En el carril 1 se muestran los marcadores de peso molecular y en el carril
2 ol veneno total de Ia hormiga. S corresponde al inicio del gel. EI gel se tifié con azul
de Coomassie.
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FIGURA 7. DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA EN
GELES DE AGAROSA-RODAMINA G-6. La actividad de fosfolipasa tué
deteclada utilizando geles de agarosa-rodamina que contenian como sustrato yema
de huevo, al poner en contacto el gel de poliacrilamida-SDS (lavado con Tritdn X-100
al 5 %) con el gel de agarosa-rodamina, Se ODSelvd Jaramonic la formacion de
halos debidos a la degradacion de tostalipidos por la lostolipasa y al cambic de
fluorescencia de la rodamina. En el carril 7 se muestra la actividad fosfolipasica del
veneno total de la hormiga Pogonomyrmex rugosus. Enlos carriles 1,2, 3,4, 5,
6, 8,9y 10 se muestran los venenos crudos de otros animales que también contienen
actividad de fosioiipasa.
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d) Especilicidad fosfolipasica del veneno de la hormiga P, tugosus

De los ensayos reanzadas con el sustralo matcado radioachivaments con carbono
14 (en e! carbona del grupo carboxilo del dcido graso en la posician uno) y et veneno
de la hormiga, se puede concluir que esta fosfulipasa es de tpo Ay, En la Figura 8 se
muestra como, a riedida que pasa el tiempo se va hberando marca radioactiva en los
&cidas grasos libres, miantras que en el lisoderivado no hay radioactividad.

PRIMER ESQUEMA DE PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA DEL
VENENO DE P. rugosus.

a) Cromatogralia de exclusién molecutar,

5.79 mg del veneno crudo de la hormiga se solubilizaron en amortiguador de
acetato de anwonio 0.02 M pH 4.7 y se centrifugaron a 14 000 rpim durante 5 min. a
temperatura ambiente. Ef veneno soluble se fracciond en una columna de filtracién
de Sephadox G-50 grado medio, de la cual se obtuvae un perfil cromatografico que se
dividié en cinco fracciones (Figura 9). En la Tabla | se dan los porcentajes de
recuperacion de proteina de las diferentes fracciones que, en conjunte fue muy buena
(97 %). La tfracctan V se obtuvo al aplicar un pulso de 5 mi de cioruro de sodio 1 M.
Toda la actwvidad fosfolipdsica, se encontrd en esta fraccion (aclividad recuperada)
Este comportamienlo de la enzima cn la columna de Sephadex G-50, sugiere  que
posee una carga eléctrica positiva a pH 4.7. Esta bien establecido que el Sephadox
congerva una densidad de cargas negativas por grupos carborilos, que se pucden
intercambiar con proteinas de elevada basicidad, o que [as proteinas cargadas
pocitivamente siieraccionan con la matriz del gel retardando su olucién deo la

cofumna.

E{ analisis electroforético de las distintas fracciones se muestra en la Figura 10
Llama la atencién que la fraccién V (carril 7) reproduce en buena medida el patrdn
electroforético del veneno crudo {carri! 2) y que con excepcion e la fraccion |, el resto
de las fracciones no dan bandas definidas dentro del rango de resolucion del gel. El
peso molecular de la banda de la fraccion | (aproximadamente 25,000 Da.) no
corresponde con el esperado por su posicion de elucion en fa columna de filtracion

24



8000

6000 /{

4000

dpm

2000

o P
[ 10 20
Tiempo (min)

FIGURA 8. ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOLIPASA DEL VENENO DE LA
HORMIGA P. rugosus. El tipo de fosfolipasa y/o la presencia de lisofosfolipasa en
el veneno complelo de la hormiga fue determinado de acuerdo al métlndn de
Opperdoes y col.{1982). El (*) representa a los AGL y los () representan a la LFC.
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FIGURA 9. FRACCIONAMIENTO DOEL VEMNENT CRUDO DE LA HOHMIGA
Pogonomyrmex rugosus. A una columna de 09 X 200 cm empacada con
Sephadex G-50 (grado madio} y equilibrada con amortiguador de acetato de amonio
0.02 M pH 4.7, se aplicaron 5.79 mg de proteina total del veneno crude. La velocidad
de flujo fue de 40 ml/hr y se coleclaron fracciones de 1 mi. Las lineas horizontales
indican, los cortes que se hicieron del perfil cromatograficn y el nimero de cada una
de las fracciones. E!0ltimo pico se obtuvo al aplicar un pulso de 5 mi de ¥ M de NaCl

26



kDa.

80__
67__

FIGURA 10. ELECTROFQRESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
12.5 % DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE
SEPHADEX G-50. Se aplicaron 5 pg de proteina de cada una de las fracciones
obtenidas de la columna d'e filtracion (Figura 3). En ef carril 1 se muestran, los
marcadores de peso molecular; en el carril 2, 5 ug del veneno crudo de la hormiga
P. rugosus y en los carriles 3, 4, 5, 6, y 7, las fracciones Fi, Fil, Flli, FIV y FV,
respectivamente. S corresponde a! punto de aplicacion de las muestras. El ge! se tifd
con plata.
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en gol, de donde se hubiera conzluido que era de mayor peso molgcular. Una
posible explicacién es que la protaina principal de la Fraccién | se comporte como un
multimero en condiciones nativas ( en la filtracion en gel) y que ¢n presencia de SDS
se manifiesta como monémerc. Ei reslo de 1as fracciones (Il a V) muestran material
de muy bajo P.M (< 10,000) que nugra con el lrente electroforético.

TABLA | RECUPERACION EN MASA DE LAS FHACCIONES
CROMATOGRAF!A OBTENIDAS DE COLUMNA DE SEPHADEX G-502

FRACCIONES CANTIDAD % DE ACTIVIDAD
RECUPLF'ADA (mg) RECUPERACION FOSFOLIPASAD

Total

a5e aplicaron 5.79 mg de veneno crudo.
bpeterminada cualitativamente por el meélodo de la placa de agarosa/yema de
hueve/rodamina.

f) Pruebas de toxicidad en mamiferos, grillos e isopodos.

Continuando con la caracterizacidn de las fracciones obtenidas de la columna de
Sephadex G-50, se probd su toxicidad asi como, la del veneno crudo de hormiga en
diferentes especies de animales. Se encontré que el veneno crudo es letal tanto
para ratones como is6podos (cochinillas de jardin) y es téxico para los grillos (Tabla
1). Las fracciones | y 1l, en las dosis ensayadas, produjeron sintomatologia tdxica en
ratones y fueron letales para las cochinillas; no tuvieron efectos aparenies en grillos.
La fraccién V fue indcua para el ratdn y activa en los gritios ¢ isépodos
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TABLA Il EFECTO TOXICO DEL VENENO DE LA HORMIGA
Pogonomyrmex rugosusY DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA
COLUMNA DE SEPHADEX G-50 EN DIFERENTES ESPECIES DE
ANIMALESA.

== EEoESCs SEL N EmEsan o s EE S s mn e ==

ESPECIE  VENENO  FRAC. FRAC. FRAC FRAC. FRAC.
TOTAL I i i} v \
RATON NO NO NO

(3.3ugig) LETAL TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO
GRILLO NO NO NO

(1610/9) TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO
ISOPODO NO

(80pg/g) LETAL LETAL LETAL TOXICO TOXICO LETAL

LETAL- Cuando e! organismo se muere.

4 TOXICO - En ol raton quiere decir la presencia de alguno o mas de los suguientes
sintomas: contracciones por dolor, salivacién abundante, dificultad para respirar,
inactividad, pera sin ~ocasionar la muerte durante el tiempo de observacion. En los
grillos & isdpodos se evalud por fa presencia de pardlisis de las patas aunado a un
estado de inactividad profundo.

NO TOXICO - no presenta sintomatologia.

g) Cromatografia de afinidad.

Con el fin de lograr una preparacion mas pura de fosfolipasa, la fraccién V de la
columna de filtracién en gel fue mezclada con un volumen igual de amortiguador de
Trig-HCI 0.2 M pH 7.25, para diluir la sal de la muestra y ajustar el pH de la solucion.
Esta muestra, conteniendo 748 ug de proteina, se aplicé en una columna de afinidad
de Sepharosa 4B-inhibidor de Rosenthal. En la Figura 11, se muestra el perfil
cromatografico que se obtuvo y como se puede observar, algunos componentes
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protéicos no se adsorbieron a la resina y por lo tanto salen primero. Cuando se aplico
cloruro de sodio en alta concentracion no se despegd material alguno. La elucidon del
material con actividad de fosfolipasa se logré con 0.1 M de acide acélico y la actividad
fue determinada tamto por el método de agar/yema de huevo/rodamina como el
fitulométrico. En ia Tabla Il se dan los porcentajes de recuperacidn de la columna de
afinidad. En esta tabla se puede ver que el 25 % de la proteina aplicada a la
columna de afinidad correspondio a la fraccién C con toda la actividad enzimética.

TABLA HI RECUPERACION DE LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS
OBTENIDAS DE LA SEPARACION DE LA FRACCION V EN SEPHAROSA
4B-IHHIBIDOR DE ROSENTHAL®

CANTIDAD % DE ACTIVIDAD
FRACCION RECUPERADA (ug) RECUPCRACION FOSFOLIPASICAD
A 505 67.5 -
8 55 7.4 .
(o} 188 251 +
Total 748 100.0

2 Se aplicaron 748 ug de la Fraccion V
b peterminado cualitativamente por el método de la placa de agar/yema de
huevo/rodamina.

En la Figura 12 se muestra el patrdn electroforético obtenido en gel de
poliacrilamida-SDS al 12.5 % de algunas de las {racciones de la columna de afinidad.
Comgy se puede observar, las muestras de la proteina que no se unieron a la resina
ne presentan bandas, probablemente debido a que la masa aplicada no fue suficiente
para su deteccién. La fraccion con aclividad de foslalipasa muestra una banda
principal con cierto barrido hacia arriba y abajo. El barride pudiera deberse a un
comportamiento anémalo de la proteina en el sistema eleciroforético, como ccurre
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FIGURA 11. CROMATOGRAF!A DE AFINIDAD DE LA FRACCION V. La
fraccion V obtentda de la columna de tiltracion en Sephadex G-00 (Figura 9 se aplico
a una columna de afinidad (07 X 2 5 cm) do Qepharcen 1B inkibider do Pesenthal
aquilibrada previamente con amonrliguador Tiis HC! 0.05 M pH 7.95 Después de
aplicar la muestra, la columna se lavé con Tris H31 0.05 M pH 7.95 + NaCl 0.5 My se
llevo a cabo la elucidn de la fosfolipasa con Acido acético 0.1 M. Las fraccionss
eluidas con acido acético fueron colectadas en tubos que contenian 1 ml de
amortiguador de Tris HC! 1 M pH 8.0 e inmediatamente refrigeradas. Las lineas
horizontales indican los cortes que se hicieron det perfil cromatografico, al margen
deracho, se sefiala la actividad de fosfolipasa.
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FIGURA 12. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
125 % DE LA FOSFOLIPASA ODTLNIDA DE LA COLUMNA DE
AFINIDAD. Se aplicaron 10 ul de muestra a cada carril, de diferentes puntos del
patrén cromatografico que se obtuvo de la columna de afinidad (Figura 11). En el
carril 1 se muestran, los marcadores de peso molecular; en los carriles 2,3, 4,5 .6y 7
las diferentes fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad que corresponden
a los tubos: 23 (30 ng), 22 (600 ng}, 21 (120 ng), 12 {30 ng}, 11 (360 na) y 5 (230 ng),
respectivamente y en el carril 8, 5ug del veneno crudo. S corresponde al punto de
aplicacién de las muestras. EI gel se tifd con plata.
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con algunas glicoproteinas o alernatvamente, a que cxista mas do un componante
molecular con pesos moleculares muy semejantes.  Para analzar eéste prnte, se
analizo la fraccion C en dos sistemas electrofoieticos en presencia da alla
concentracion de urea. De hecho, ef andlisis efectroforético se realizo con la fracsion
qué contiene la mayor actividag de toslolipasa, utilzando geles cilindrices ern: fos
sistemas Tris/Urea (pH 8.3) y Acetato/Urea (pil 4.42) En el sslema alcalno se
analizaron dos concentraciones de la muestra y en ambas, puedon verse dos bandas
(Panel A; Fig. 13), la mas intensa migré menos que la menos intensa; ia migracion se
inviid a pH 4.42 {Panel B: Fig. 13). De astos resullados, es claro que fa losfolinasa
autn nc esta hemogénea.

A la fraccion C. gue contieno el 100% de Ia actividad icslolpdsica se le realizd un
analisis de HPLC antes de iniciar la secogncia de aming agdos en ef laboratone de!
Dr. Brian M. Martin, de! cual se obtuvieron cinco componentes. dus de elizs con
absorbancia a 280 nm y los ctros tres a 230 nmi. Uno de los componentes quc
absorbid a 280 nm lue secuenciado. Al comparar la sccunncia obtenida con la de
otras fosfolipasas reportadas, no ce encontro similitud cor ninguna de éstas. Par otra
parte, las dos fracciones que absorbieron a 280 nm perdieron la actividad
fosfolipasica, lo que se comprobd en goi de agarasasrodamina. Dabido a esto se
siguid un esquema alternativo para purdicar la lostolipasa de la hsrmiga P
rugosus.

SEGUNDO ESQUEMA DE pPURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA DEL
VENENO DE P. rugosus:

h) Cromatografia de intercambio Idnico.

Dado que la estrategia anterior no dié un resultado satisfactorio, se desarrollo otra
estrategia para la puriticacion de la enzima. El nuevo esquema substituyd el ues de
la filtracién en gel en Sephadex G-50 por un intercambiador cation:<.o, CM-32 {que es
una resina microgranular de caboximetil celulosa). E! cambio obedecio al
comportamiento de la enzima en la matriz de filtracién en gel, que para su elucion,
junto con otras proteinas contaminantes requirio de un lavado de alta sal. Se penso
que en CM-32 el fraccionamiento ocurriria de acuerdo a un intercambio i6nico
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FIGURA 13. ELECTROFORESIS EN TUBO CON LOS SISTEMAS DE
TRIS/UREA (A) Y DE ACETATO/UREA (B) DE LA FOSFOLIPASA
OBTENIDA DE LA COLUMNA DE AFINIDAD. La cantidad de muestra aplicada
on 1os tubos 1 y 2 del panel A fué de 6.6 y 3.3 ng, respectivamente, del pico con
actividad de fosfolipasa. En el panel B se aplicaron 11 ug de la misma fraccién al
tubo 1 y 30 ug del veneno crudo al tubo 2. S es el punto de aplicacién de la muestra,
Los geles se tifleron con azul de Coomassie.
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convencional y quae fcs contaminamtes serinn removidos en un proceso de
desabsorcidn secuenciz:!

Asi, se procedio de la siguiente manera: 9 mg del veneno crudo de la hormiga,
disueltos en amartiquador de acetato de amoniv 0.02 M pH 4.7, se aplicaron a una
columna empacada con CM-32 equilibrada previamente con amortiguador de
acetatc de amonio 20 mid pll 4.7 y se eluyd con un gradiente de NaCl disuelto en el
mismo amortiguadoar. Al final de la corrida se aplico un pulso de 1 M de NaCl para
despegar cualquier matenar qQue pudiera haberse gquedado en fa columna. La Figura
14 muestra los resultados obtenidos. Se puede observar una fraccién que no es
retanida por el intercarsbindor {fraccion A} y dos mds quo salen al aplicar el gradiente
salino {fracciones By C). Al aplicar el pulso da 1 M de NaGlya no se obtiene proteinn
atguna. En la fraccion A, no se encontrd actividad fosfolipasica, mientras que en lac
fraccions s B, C y D se delecto la mayor parte de la aclividad. Aun cuando la fraccion B
presanta una alla actividad fosfolipisica, y on et perfil cromatografico se ve un pico, Ia
cantidad de proteina en esta lraceion fué muy poca. Eslo s debe quizas a la subida
brusca de! inicio del gradiente. En la fraccion . la actividad fosfolipdsica es muy
poca ya que el tiempo requerido para detectaria fué mwucho mayor. En la Tabla
podemos abservar los porcentajes de recuperacidn de la colury a de intercambia
idnico CM-32. Tambien se realizé una electroforesis de las fraccunes obtenidas de!
intercambiador 16nico  (Figura 15). las fracciones B y C muestran dos bandas de
proleinas, siendo la fraccién C la que contiene una mayar actividad forfohpasica, 270
u/mi.
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FIGURA 14. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DEL VENENO
CRUDC DE LA HORMIGA Pogoenomyrmex rugosus EN CM-32. 9 mg de!
venano total de la hormiga fueron aplicados a una columna (¢ 9 X 10 cm) de CM-32
(Carboximetif celulosa) equilibrada previamente con amortiguader de acetato de
amonic 20 mM pH 4.7 La elucidn de los componentes se realizo con un gradiente de
NaCl de 0 a 0.8 M disuelto «n e! mismo amortiguador (50 ml de cada unoj. Lla
velocidad de flujo fue de 34 ml/hr y se colectaron fracciones de 1 ml. Las barras
horizontales corresponden a las fracciones en las que se dividio el cromatograma. ia
flecha con la leyenda GRAD indica el sitio de inicio del gradiente y la otra, el pulso de
1 M de NaCl.
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FIGURA 15. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
12,5 % DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE
INTERCAMBIO ICNICO (CM-32). Se aplicaran 5 ug de proteina de cada una de
las fracciones de la columna de intercambio ignico (ver Figura 14). Enetcamliy, 2, 3,
4,y 5, se muestran las fracciones FA, Fg.Fo. Fp y FE. respectivamente y en el carril 6,
se muestran los marcadores de peso molecular. S indica el inicio del gel. El gel se
tind con plata.
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TABLA IV RECUPERACION DE LAS FRACCIONES CROMATOGRAFICAS
OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO CM-328

CANTIDAD YeDE ACTIVIDAD
FRACCIONES RECUPERADA mg RECUPERACION  FOSFOLIPASICAD

A 3.03 33.6 -

B 1.51 16.8 +

C 2.31 25.7 +4

D 1.56 1. ++4

E o.c8 0.9 +/-
Total 8.89 98.7

8 Se aplicaron 9 mg de veneno crudo.

b peterminado cualitativamante por el método de la placa de agarosafyema de
huevofrodamina.

1) Cromatografia de afinidad.

La fraccién C que proviene de! intercambiador iénico fue cromatografiada en la
columna de afinidad Sepharosa 4B-inhibidor de Rosenthal. 28.9 mi de esta fraccidon
se mezclaron con 1 ml de Tris 1 M pH 8.0 para ajustar el pH y se llevaron a un
volumen de 50 mi con agua destilada. En fa Figura 16 se muestra el peorfil
cromatogralico que se obtuvo después de pasar por la resina de afinidad a la fraccidn
C. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 230 nm en virtud de gue las lecturas
de absorbancia que se obtuvieron a 280 nm fueron muy bajas. El pico obtenido con
acido acético, asi como las otras fracciones def cromatograma, fuerdn concentradas
por centrifugacion utilizando fiitros Ultrafree Mc Filters (UF C3GC) con un tamafo de
poro de 10,000. Una vez concentradas, se realizé un analisis electroforético de cada
una de ellas.
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FIGURA 16. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE LA FRACCION C La
fraccién C que proviene de la columna de intercambio idnico (Figura 14) se
recromatografid en la resina de atinidad. El sistema de elucién que se utiizd aqui es
el mismo que en la Figura 11. La actividad de fosfolipasa esta presente unicamente
en las fracciones 44, 45y 46 del pico eluido con acido acético 0.1 M.
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En la Figura 17 se obsarvé que la fraccidn 15 independientemente de si esta
concentrada o diluida, no presentd ringuna banda de proteina. Sin embargo, en el
tubo 45 de la {raccién eoncentrada si aparecio una banda protéica con un peso
molecular de aproximadamente 35 kDa. A ambas fracciones se ies determino la
actividad fosfolipasica por el método titulométrnco. La actividad especifica fué de cera
para la fraccion 15 y de 630 U/mg para la fraccidn 45,

Debido que e! tubo 45 presenté unicamente una banda de proteina en el ge! de
poliacrilamida-SDS al 12.5 % y que presenta actividad fosfolipdsica, se procecid a
realizar dos electrotransferencias de esta fraccion con diferantes concentraciones de
proteina a una membrana de immobilon con el objeto de realizar la secuencia de
aminoacidos de la proteina en este soporte. Los resultados oblenidos revelaron que
la fosfolipasa tieno bloqueado el grupo amino tarminal y por lo tanto no se pudo
secuenciar.

40



' kDa.
— —— 80
- —— 67
o) s e 43
35
30
15

FIGURA 17. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
12,5 % DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA DE AFINIDAD
SEPHAROSA aB-INHIBIDOR DE ACSLHTHAL. S aplicoron 10ul de mijestrn
da las fracciones 15y 45 que se obtuvieron de la columna de atimdad después de
haber pasado por intercambio idnico. Los carriles 1 y 8, muestran a los marcadores
de peso molecular. Lus carriles 2, 3 y 4 corresponden a la fraccion 15 sin concentrar,
concentrada y filtrada, respeclivamenta. Los carriles 5, 6 y 7, corresponden a la
fraccién 45 concentrada, sin concentrar y filtrada respectivamente. S indica el inicio
del gel. El gel se tiiié con plata.
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DISCUSION,

L.os venenos de las hormigas son los menos estudiados en comparacidin con los
venencs de otros grupos zooldgices, Una posibie oxpicacién a esta situacion en el
campo de la Toxinologia es sin duda que, el veneno da las hormigas en 1a mayorin do
los casos, no ocasiona efectos espectaculares en sus victimas humanas 0 en las
especies Gtiles al hombre. En la gran mayeria de los casos la inoculacion de su
veneno produce sélo molestias pasajeras, situacidén que contrasta con los profundos
efectos neuromusculares progucidos por el envenenamiento por alacranes, con 1es
cuadros necrdticos y/o neurotdxicos causados por 1a mordedura de serpientes, o con
los divorsos cuadros anafilacticos que frecuentemenie inducen los encueniros con
abejas y avispas. También, otro faclor que ha inlluido en lo raquitico aei conotimiento
en este campo particular, es la dificultad que impone este Taxén no sdlo para la
clasificacién de especies sino también para su identificacion (Holldobler y col. 1990).
Por supuesto, la dificultad técnica para la coleccion de cantidades suficientes de
veneno se junta con las causas antes mencionadas.

Esta Tesis pretende contribuir al conocimienio de la bioquimica general de! veneno
de la hormiga P. rugosus, desarrollando alternativas para la purificacidén de la
fosfolipasa Ay del veneno e iniciar su caracterizacion. Esta enzima fue seleccionada,
entre los demas componentes del veneno, dado gue las fosfolipasas Ay han sido
poco estudiadas, a diferencia de las de tipo Ay de multiples fuentes que son bien
conocidas. Ademas, por analogia de lo que ocurre an el veneno de avispas, esta
proteindg pudiera iener propisdades alergénicac, Es impontanta rasaltar que el interés
de los laboratorios involucrados (el nuestro, el det Dr. Possani y et del Dr. Schmicit) va
mas alla de las metas aqui alcanzadas, por ejemplo, las toxinas especificas para
insectos.

Primeramente, se realizd un estudic sistemdtico para distinguir los diferentes
componentes protéicos del veneno en varios sistemas electroforéticos. Se emplearon
dos sistemas para la resolucion de proteinas en condiciones nativas (sin SDS): en el
sistema basico (Fig. 4) se observaron 8 bandas principales. en tanto que en el acido
(Fig. 5), 1as proteinas evidentes son 9. En el gel de poliacrilamida con SDS (Fig. 6), s8
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sapararon 14 bandas conspicuas; este numero pudiera ser fomado como el minimo
de componentas protéicos en el veneno. La discrepancia en el nimero de bandas
enlre los diferentes sistemas electroforéticos pudiera explicarse pot las siguienies
alternativas que na son excluyentes entie siz (1) que s bandas que encontramos en
los geles cilindricos (no desnaturatizantes) estdn compuestas por mas de una
proteina y (2) que algunas proteinas no entran en los geles cilindricos {nativos) dado
que su carga es similar al electrodo en que se mueven fas demas.

El patrén electroforédtico reportado para P. rugosus en gel de gradiente (5-20 %)
(Leluk y col., 1989) es muy similar al obtenido en nuestro laboratonio utifizando un gel
al 12.5 % en presencia de SDS (14 bandas). En otras harmigas del mismo género
como la P. maricopa, y en P. badlus (Schmidt y col. 1978a; 1978b; Leluk y col.
1989), el patrén fué similar al obtenido on geles de gradiente (15 y 13 bandas,
respactivamente). Por otra parte, los componentes glicosilados de los venenos de P.
rugosusy de P marlcopa son muy pocos (3 a 4 bandas), habiendo pequenas
diferencias en cuanto a la posicion de fas bandas (Leluk y col. 1989 y Schmidt y col.
1978a).

El efecto téxico del veneno total de la hormiga P. rugosus fue probado en
ratones e insectos. El veneno fue letal para mamiferos {ratones) como ya se habia
descrito previamente (Evans y col. 1990;Schmidt v col., 1989b; Schmidt, J.O 1986;
Schmidt y col. 1978b; Schmidt y col. 1989a). Si bien, por limitaciones del material
biologico. no se obluva ur valor cuantitative de 1o polendia (duss ielai meda, Olgg).
el hecho de que todos los ratonaes inyectados con 100 g hayan muerto indica que el
veneno de P. rugosus es altamente toxico para los mamiferos. Para ilustrar esta
aseveracion baste mencionar que la DLgg para ratones de los venenos de alacranes
mexicanos peligrosos cae en el intervalo de 2 a 10 ug y la de las serpientes crotalidos
de 10 a 100 pug. En cualquier caso la dosis aplicada de vencne en a! caso de los
ratones fué superior a la DLgg de 3 a 15 pg/ratdn reportada por otros autores
(Schmidt, J.0. 1986, Schmidt y col. 1989a). Ademas, se probd la toxicidad en grillos e
isépodos; 10 g de veneno fueron toxicos para los primeros y letales para los
segundos. El andlisis de la toxicidad de las diferentes fracciones del veneno
obtenidas de la columna de filtracién molecular confirmé los resultados obtenidos con
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el venano sin fraccionar (ver Tapla l). Hay que destacar que las distintas fraccionaes
mosltraron toxicidad diferencial hacia las especies ensayadas en este trabajo. Este
resultado puede interpretarse como que, en f veneno de la hormiga existen toxinas
especilicas para distintos grupes animales, como ocurre en el veneno de alacranes y
arafias {Alagén y col., 1988; Grishin y col. 1989).

Los ensayos enzimaticos realizados en diferentes géneros de hormigas han
revelado la presencia de una gran vanedad de enzimas (Schmidt y col 1978a,
Schmidt y col. 1984a; Schmidt y col. 198Cb; Leluk y col. 1989), entre las que se
encuentran: fosfolipasa A, lipasa, eslerasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina
hialuronidasa, fosiocoiesterasas y otras proteasas.

Las fosfolipasas se han encontrado en los venenos de olros himenopteros. como
fas abejas y las avispas, asi como en varios de alacranes y muchos de serpientes,
generaimente con altos niveles de actividad (Schmidt y col. 1986b; Amezcua, J. 1987,
Sosa y col., 1979). La actividad fasfolipdsica del veneno de la hormiga P. rugosus
se determind por dos sistemas diferentes y se encontraron valores tan altos como las
roeponados para la avispa. la abeja y el monstruo de cuentas (ver Tabla V) (Amezcua,
J.L. 1987; Schmidt y col. 1986; Sosa y col. 1979).

La deteccién in situ de ia actividad de fosfolipasa despues de separar el veneno
electroforéticamente (Fig. 7) mostrd una sola banda con una masa molecuiar de
35,000 Da. Su aspecto turbio ara indicative do que poséia una actvicad tipo Ay
(Reynaud, 1890), lo que se confirmé directamente utilizando substratos marcados
radioactivamente en una posicién especifica. Esta actividad se encontraba
principalmente en los venenos de avispas (King y col, 1982} y con aste estudio se
axliende ai veneno de las hormigas. De hecho, este hallazgo y que la masa molecular
sea similar a la de Ias avispas, es congruente con el origen evelutive de las hormigas
a pantir de las avispas (Holldodler y col. 1990) y abre la pregunta sobre las
propiedades alergénicas de la fosfolipasa Ay de hormiga y las relaciones antigénicas
con las de avispas, que son potentes alergenos (King y col., 1978, 1982 y 198.).

La estrategia de purificacién de la fosfolipasa del veneno de la hormiga P,
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rugosus se 1ealizd utiizando dos sistemas de purificacion a base de tres columaas
cromatograficas. En al primer paso de purificacion el veneno de la hormiga se
fracciond a través dn 1 columna de filtracidn en ge!, en la que se obtuvo una
fraccién con actividad fostolipasica después de aplicar un pulso de NaCl 1 M (fraccién
V). Posteriormente 1a fraccion V se procesd en la columna de atinidad. €I analisis
elactroforético de difersntes fracciones del cromatograma revelo dos bandas en el
pico eluido con acido acélico, 1o cual indico que !a fosfolipasa del veneno no esta
pura. En vifud de esto, un procedimients aiterng fue utilizar como primer paso una
columna de intercambio idnico. En este ¢aso ia actwvidad fosfohpdsica se encontrd
distribuida en dos fracciones la By ix C. principalmaonte (var Figura 14) La fraccién C
de la columna de intercambio i6nico se aplicd a la columna de afinidad. E! pico
obtenido de esta columna al ser anclizado clectroforéticamente reveld sols una
banda, con actividad de fosfolipasa Esta tfraccion fué concentradn 10 veces por
ultratiltracion, con el objeto de inmotilizar a la proieina sobre una membrana
{Immobilon), para reali.zr 1a secuencia de Ia misma. Dos concentraciones dilerentes
de esta proteina fueron inmobitizadas scbre la membrana, para su posterior analisis
de socuencia de amino&cidas. Sin eribargo, este andlisis no se pudo realizar por
aencontrarse ol grupo amino termina! bloqueado. En estudios futuros, se tendran gue
utilizar otras estrategias alternativas para su secuenciaciacion como la generacion de
péptidos y la determinacién individual de la secuencia de fos mismos. Hay que
mencionar que aun no existen reportes en la literatura de intentcs de secuenciacion
de fosfolipasas Ay de venenos de avispas, por lo que no se sabe si su grupo aming
terminal tambien esta bioqueado.

45



TABLA V. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA
DE AVISPAS, HORMIGAS Y OTRAS ESPECIES.

ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA

ESPECIE u/mg
AVISPAS: - N T
Polister infuscatys’ 560.0
Poiister dorsalis (Fabricius) 2 189.6
Apoica patiens 1 0.6
HORMIGAS:
Pogonomyrmex badiug! 94.0
Platythyrea cribrinodis' 8.0
Odontomaghus hematgdus’ 0.7
Pogonomyrmex rugosus 4 517.0
OTRA ESPFCIES- )
Crotalus basiliscus 3 15.12
Crotalus alamantiys 3 18.45
eloderma syspoctum 3 537.60

Schmidt y col. ,1986b.
Amezcua, J., 1987,

Sosa y coi. 1979
Esta tesis

AW N -
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