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RESUMEN 

La composicion bioquímica del veneno de la hormiga Pogonomyrmex 

rugosus compr&nd<' desde compuestos hidrocarbonados simples (alcanos. 

alquenos. úcido fórmico, aldohidos, hidrocarburos aromáticos. ütc) hasta pépticlos y 
pruttlinds con aclrvidad de hialuronidasa, fosfatar.:i alcalina, fosfat.:1sa ácida, pretensa, 

fosfolipasa, etc. 

El objotivo do est~ tPsis fué la purificación y la ca1actenLac1on de ta fosfolipasa de 

oslr! vonono. 

Se caractonzó el patrón de bandas del vonono totcl.I en difercnles sic;tAmus 

elr·c[r,_1~orC:ic:Js ot.:1.:n;t:ndü'.>t~ un p;itron s1rrnl.ir r~r1 los l)Plos a ptf ácido y a pll 

alcalino mientr;i,s que. en cond:cionc::; d•Jsnatur ... 1li,~antus r1n reductoras el p.::1tn'in 

resultó distinto. So hicieron pruCb<is de la to.:icid<J.d del veneno crudo y de l.:1s 

fraccionos obtonidus de una column<> de 1111rac1611 •Jn oel (Srphadex G-50 nwcJio) en 

ratones. grillos e 1t;ópodos. La loslol1pasa, que "s tina de las protc,inas mas 

abundántes de este vonr?no, se purificó a homogencidflrJ utdi2undo la si9u1ento 

estrategia: primero. pasando el veneno crudo por unci r.olumn;i dA in1P'T:Ar"!bio iónico 

(CM-32 Celulo,a) y luego, por un<:! column:i de al111idad t1as:id<l en el acoplamicnlo 

de un ana:ogo de lé! losf¡¡!idilcolina (el inhibidor de Roc,e11!l1,1I) a Sepl1arosa ·1B y 

moni:oreando !~ <1Ct1vidad do fosfof1pasa por medio el~ 1'1 so!.iroposición de geles de 

poliélcrilam1da-SfJS a una plac.J de o.garos.:1/yem:i de rwovotrod.imina G-6 y viendo la 

formnción de hatos b;Jjo luz LJV en las b~1ndas con acliv1d<1d. L:i fosfolipasa que 

purificumos resultó del tipo A, con un pP~n nio'cc~J!:1r do :JS,COO Dd. Se realizaron 

dos intentos de secuenciación (en solución y en soporte só!icJo¡"" onnde se encontró 

que el grupo amino terminal está bloqueado. 



INTRODUCCION 

a) La Investigación en Venenos de Animales 

En los ú1tm1os arlas la investigación relac:onnda con lo:; vononos do animales ha 

cobrado una gran importancia en todo el mundo. estos estudios no están limitados 

únicamente .:t los nspcctos módicos vinculados con ros trü\am:r.mtos preventivos o 

curallvos de las picadums y las mordedu1as producirlas por estos '1nimah.:~"> (Gornez y 

col., 1989; 1-t~rris, J.H, 1985, Niedr•1 y col., 1882; Sctunidl, J.0, 10'?; Schmidt y col, 

1986a, Sosa y coi., 1885¡, m a In producción de nnt1:.t1r~ros contra los rnisinos (Vcrh•;i¡ 

y col. 1981 ). Tambión son herramicnL1s v.J!io::.:is en el oslucl1.J lar111t:icológ1co clu 

receptores y can.Jlf..:~, 10n1cos (Sclrnmlt. J.0., 1982). Ha)' e11 dia se: cuenta crn1 una 

gran variedcic.1 de toxin.'.:ls quE', una VOL purrl.cadél:. 'i car;Jctcri7ric.Jci·. han uyucl.1dn u 
conocer algunos d1.! los mecél:11c.1·1os bfl~,icos del funcion.:.11r11ento del si!:.tema 

nervioso. Los venenos que posr..H;¡; c:_ir.1de1i~t;cns enzi11~.·111cas héln :.::cJo u!d1?;-irJo~ er1 

estudios enc¿:¡rrnntidos .JI co11oc11rner1!0 d8 le~ componcnt1Js dP In mvmbrana y en 

estudios fisiológicos (Bosh, H.V.D .. 197.1; Cl1c111g y col. 1987; Pwk y col. 1989; Schmiclt 

J.O., 1986; Scl1miclt y col. 1 Q/Bb; Sl1ior, IV.l, 1970; V;:irlc.s y col 1981 ·Van Dcr ílosh, 

H .. 1982}. Por 0tu:i p.1rte, ~ü creu quE: algunos de los r ,·Jrnrorwntcs que contient.:n los 

venenos puech~n ser considt.:raclos corno candidJ!os p•1!cnciri!ns p¡u;; ~;".•r u!ilrzar!u., 

como agentes lt::r.:1péu!icos, o que pueder'. ser cniple~dos como herramu:mt<15 pélra su 

desarrollo. 

La diversidad, complejidad y especificidad de los v0nf':ios pmsenl•JS en 

organismos unicelulares así como, en animales marinos y terrestres es rnuy amplia 

(Schmidt y col. 1984a y 1984b; Sosa col. 1986; Opperdoe' y col. 1982, Van Den 

Bosh, H. 1980; Verheij y col. 1981 ). El almacenamiento y l1berélc1ó11 cfel veneno vmio 

de una especie a otra (Blum y col 1978), del n11smo mocJo. los efectos patolog1cos 

producidos son muy variados. Estos pueden ser desde una alergia. h1nch'11<in ¡Cole, 

A.C., 1986; David y col. 1978; Schm1dt y col. 1984b), elevac:on de lil to111pera1ura. etc, 

hasta la muerte del individuo (David y col. 1978; Schmidt y col 1984b). 



Los venenos están compuestos por una gran variedad de moléculas químicas 

entro las que se encuentran: compuestos alitilticos (hidrocarburos, alcot1olcs. 

aldel1idos. cetoPas, ésturos, ac;do~ carboxil1co~). compuestos cichcos como fenolos y 

quinonas; compue~.ws algógcnos r.omo ol óc1do fórmico, scrotoninn, hist[lm1nn. lar. 

alcaloides tnterpénicos y algunos derivados gl1cosidicos (B!um y col 1978; Sct1mid1, 

JO., 1986; Wilson. E.O., 1971); adornas de, un ampl;o uspcclro de moléculas 

polipcptid1cas (polipcpliclos cortos, protoin<:s d€l peso molecular variado. básicas y 

termoestahles, neurotoxicas de alto puso molecular y enzimas diversas) (Blum y col. 

1978; Lcluk y col 1989: Schn11ci1.J O., 1986; Sclin11dt y col. 1986b). Todos estos 

compuestos !arman pnrto de una mczda heterotJónca en dondt.: su~. componontes 

nr.ttliln sin,._•r9ís!1c<lmentn y on la que no necPso.rianwnte se incluye toda la vanedJd 

rn~mc1onacl.1 

b) La Hormiga Pogonom;-rmex 

Dnn:ru (~el grupG ele lns insl..'ctos q1 e: t:,1L•ntra el 01den llymenoptera quo incluye 

n las avisptts, abejas y hormigas. Este orden se divido a su vez en clos subórdenes. 

cada uno de los cuales está también divjdido en familias y supr1rfam1!1as. Las 

hormigas pertenecen al suborden Aculeata y a la fc:1milia Form,ctdfle En la 

actualidad se conocen 11 subfan ·-,1s, 2<J7 gónoros y apro).1mt-idamcnto 8800 

especies de hormigas (tlolldoblcr y col 1990). Aunq1:e con certP.Zíl no se conocH ol 

total de especies que pueden existir en el mundo, so calcula que pueden stJr 20, 000 

o más especies. ag1upñdas en aproxim~damento 350 g~ncros (Holldobler y col. 

1990). 

En ger1erdl, las hormigas tienen una organización soci.JI comple¡a y ¡erarqu1ca 
similnr al de las abejns y avispas. Estos org;rnismos eusoc1nles poseen clarcts 

d1ferenci<1s fisicas separando, de esta manera. a las re111as de las trabajadorns El 
tamaño de éstas os muy variado y va desde G mm hasta 9 mm (I tolldobler y col. 1990, 
Schmidt y col. 1989a). El color de las hormigas tambicn difiere de especie a especie 
(Holldobler y col. 1990; Schmidt y col. 1989a), existiendo combinación de colcrns, en 
algunos casos. Además, se encuentran ampliamente distribuidas y pueden vivir en 
casi todos los climas y regiones a excepción de los polos (Cole, A.C. 1968: Holldobler 
y col 1990). El trabajo que realiza cada una de ellas está claramente dividido según 
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la casia a la quo perleneccn (Holldobler y col. 1990). 

Los estudios real1zadog hasta hace algunos af10s se enfocaron básicamonte a !n 

caraclerización morfológica de cs1oo organismos (Colü, A.C. 1968; Holldobler y col 

1990}. Trab:i;os posteriores tinn :.ido encaminados i! conoco1 mcts ncerca de la 

biología, la distribución (Cole A.C. 1968; Holldobler y co:. 1990, Schmidt col. 1989a), 

el comportQmionto y la organización socia: do las hormigas (Fv,ms ~, col 1990). 

Algunas de lns investigaciono:> dusarrolladas recientemente con ciertas clasos de 

insectos son la genética evolutiva, los aspectos de la fis10logi~ (Sct1miclt J.0. 198G), la 

bioquímica c1A líl comunir,,1ción (Schrn1rl~ . .JO 198?; Sd1n1id~ y co~ 1978b). ei co~trol 

biológico de plagas y el oslud10 del voriono dv algunc.; do ;,llo,; (Bernhecimer y col. 

1980: King y col. 19'/8; Lcluk y col 1980 Sct1rnidl y col 1978a y E118b; Scl1midl y col. 

1984a y 198·1b: Schn 11 c!! y cc.r 192·~~~ y 1c1 ~t:;~.'. ~::i..:1'!":•.Jt '/e~! :~:~S'b). Es~c :.:::~::'.~O 

campo tiene importancia en nicd1cma porque el veneno de las t1orn1iaas {üsi corno, el 

de otros h1rnonoµteros) es a1L1 r9énicn y f.!n individuos suscr•p!ible:> puede oct1sionar 

d<irios severos (King y col. 10?8: Scllll11rJI y col.98·1b). 

El veneno de las horn1ig3s se produce en un p.1r de glándula,- filamentosas qi.Je 

convorgen en una giándu!a cocnvuclta qlJ(· sP CfJtllunic;'l con 01 c;;;co q11e c:ic1¡¡nul:1 el 

veneno a través de un condur:to dnlor:trlo (Hol!d,...,hlnr y col l 990: S1..;l1rnid1 y col. 

1989a: Von S1caro y col. 1989) (Figura 1 ), bid glcindul.i "e.la localiz;id« '"' 1'1 parte 

dorsal de lus horrll!g'1.S. La principal funciün ele la nlfmcl di.! \'l'fle!!t'S(l en \~iS horP1igas 

es la producción do .-"leido fórmico y o vvnono, QU•' es u11!12arJo pnra su dvfensa o en 

contra de sus presas (Holldoblur y col, 1990; Sct1rnidl y col. 1 r1,q9a¡ 

Las hormigas del 9enero Poqonomyrmex viven en ~1rcutdrs cotoni;:ii:; y s11 

alimentación consisle b<isicamenle de semillas y l1ojas, es por .cslo que se les ha 

denominado como hormigas cosechadoras (Holldobler y col. 1990 y Schn11cJI y col. 

1978). Los principales enemigos o predadores de las Pogonomyrmex son 

algunas especies do pájaros y lagartijas (Schm1dt y cul. 1989"), las cuales consumen 

grandes cantidades de hormigas en poco liempo. S111 embargo, las 

Pogonomr·rmcx son una de tas espec;es mas agresivas y estéin consideradas 
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0.5mm 

Schmidt y col. 1978a 

FIGURA 1. APARATO VENENOSO DE LA HORMIGA COSECHADORA 

Pogonomyrmcx rugosus. Abreviaciones: GD, glándula de Dufour's; FL, 

filamentos libres, L. lanceta; SV, saco del veneno. 
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como las que producen las picaduras mas dolorosas e rrres1s11blt1s de todas las 

hormigas que oxisJen on AmtJrica del Norto. Esle génetv de hu~mJga se encuontra 

ampliamenle dislr:buida en el sur da Eslados Unidos y !a pann none de la República 

Mexicana (Cole y col. 19G8; Schrnidl y col 1984b) (F.gura 2) Aun cuando s1i s::itie 

que su veneno es bastante doloroso, poco se conoce acerca de éste. Las 

investigaciones realizadas con el veneno de t1orm1gas Pogonomyrmox ssp, P. 

mar/copa (leluk y col. 1989; Piek y col. 1988; Schmidt y col 19B1b; Schniidl y col. 

1989b), P.rugosus (Leluk y col. 1989; Sct1m1dt y col 1984b). P. b11dlus (Sct.m101 

y col. 1978a y 1978b; Sct1111idl y col. 1984a y 1984b, Schni1dt y col 1986b). 

P.barbatus (Bernl1eimM y col. 1980, Schrn1ut y col. 198,lb), P. whooler/ (Piek y 

col. 1989), P.c11/i/ornius (Sch1n:dt y cot.984b), P.111ontM111s 1Scl1111"Ji y col 

1984b). P. occ/dontulis ¡Scl1m di y col 198•\b). P.suhnltlrlus 1:c''·"''º' )' c~ 1 

t9Bt1b). P. /NltJisp:"::~1 \~: .. L1111Ut y C'Of 1984bj . .isi ~'--.,rrin dr: nrros g'51.•.:ros, rcvchn 

la presencia de ur1..i gran Vdr11.:chcJ de ager11us algo(l('n1co;,, enzimas. complrnstos 

aromáticos. e!c. Tnnrl>:ón :iu observó el c:~L·cto del \'•:r:eno sobi u el nL.rnero y 

diferenciación dü las célulus blélnc;i~--. en cob.1~·os. así como r0s. efectos 1nmunoi¡)qicos 

y arergénicos. Una de l<:ls hormigas dt•I góncro Pogonomyrmox ostud!Jda e::.; la 

P.badlus (Schmidl y col. 1978a y 1978b, Schniidl y col. 10tl4a y 1984b; Schmidl y 

col. f986b}. el ve110111J do ostn hortniga posee la crir;1rt0ríst:ca dr: ser muy 

ncurotóxico para algunos marnífr:!ros y vortdlrndos Los sin~on1as que presentan los 

anímales utilizéldos en el ensuyo muostran quo f'! veneno actúa Gobre e! s1str::ma 

nervioso central. Además este venono !;irnbién contiene unn gréln var1:!rJUd clD 

actividades enzimáticas f'ntrn las que se encu . .:;ntran lél fos!nf1pc1s.J. In h1al·.iron1dus,! 

la lipasa, la esterasa, In fosfatasa ácida y Ja fosfatns<i arcalrnél princ1pa1mor:!e. La 

actividad fosfolipásica del veneno de esta hormia:i e!" "":":.:'i: u:t.-i LU11 respecto ;i las de 

otws g0neros. Sin embargo, no se han realizt:ido más estudios enzimót:cos en otras 

especies del génoro Pogonomyrmex. Otro de los efectos relevanles de estos 

venenos es su toxicidad en ratones pues sabemos que su LD50 es do O 1-0 G mg/kg 

de peso corporal en promedio. Uebido a esto, se eligió !raba1ar con la hormiga P. 

rugosus ya que en nuestro laboratorio exisle un marcado interés en !a idenli:.Cac1ón 

y caracterización de nuevas tóxinas a la par de otras actividades enzimáticas 

descritas para ésta y airas 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 PogonomyrmeK rugosus 

Cola, A.C. Jr. 1968. 

La zona sombreada indica la distribución geografica de la hormiga P. rugosus 

en el sur de Estados Unidos y el norte da la Republica Mexicana. 
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e) Las Enzimas de los Venenos. Las Fosfoilpasas. 

Las enzimas juegan un pnr>úl muy 1mporlantu en el 0locto fisiopatológico 

provocado por los vonenos y0 que pueden dar !ugur n cf(•ctos locahzados como. 

daño a capilares o necrosis t1M1lar rnediado por prult:asas, fosfolipasas y 

hialuronidasns. Otros ofoctos son el dolor e llipotension ;1guc1.:1 doh1do n In l1boroción 

de póptidos vasoactivos por la acción de enzimas llberadorns de cinasas (Schmidt y 

col. 1978a y 1978bl. Otras actividades enzimáticas do los venenos que lian sido 

reportadas son: nuclensn 5', foslodiestorasn, colines~ernsa, foslc1tasa ácida. loslatasa 

alcalina y l1pasa (Schmidt y col 192.Ga y 1986b). Dé·ntro do esta gran variedad do 

caractcmzado es la fo~fo1ipasn. 

Las fosfolipasas son enzimas hidro!ít1cas. conocidos con el nombrl 1 genCr1co do 

estorasas. ya que nctlian sobre los enlace éster de los fosfolip1dos (L.ehn111ger. A.L.. 

1979; Van Der Bosch, H .. 1980). Se les considera enzimas ubicuas (Bash, 

H.V.D.974), por encontrarse intra o extracelularmente en todas las células en las que 

se les ha buscado. Estas enzimas son de vital 1mµort..=1nc1a 011 ciertos proe;esos 

biológicos como: a) recambio de fosfolipidos on las b1omembranas (Van Der Bosl1, 

H .. 1980; Shior, W.T. 1979). b) digestión en los fagosomas (Bosh. HVD., 1974), c) 

neurotoxicidod y citotox1cidad en venenos r11uy activos do hon{1os, insectos. (lr;icnidos 

y reptiles (Chang y col. 1987). d) "" procesos infl3matonos (Vadas y col. 1981) 1' e) en 

la producción de ácidos grasos libres Adcmfis, son potentes alorgcnos en léls 

personas hipNsensibles a la picadura cJe insectos (King y col 1976: t<;1ng y col. 1~/ti; 

King y col. 1983). 

La clasif1c3ción do las fosfol!pasn~. se hé1 rez¡li?.ado de Rcuerdo con lél posición del 

éster que es capaz de hidrolizar (sitio de corte) (Figura 3) (Bosh. H.V.D. 1974; 

Lehninger, A.L., 1979; Van Der Dosh, H., 1080). La~ fosfo!ip:is~s más comuns-s se 

dividen en la siguiente forma: A t, A2. B. C y D. Esta clasificación es ampliamente 

utilizada además de haber sido aprobada por la comisión de Enzimas de la Unión 

Internacional de Bioquímica. 
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Las fosfolipasas del tipo A1. son aquellas enzimas que hidrol1zan la posición 1 · 

fosfoglicérido, liberando el ácido graso do la posición 1 y un l1soderivado (monoacil· 

2-gllcero-fosfátido) en forma oqulmolar (Bosli, H.V.D .. 1974; Letrninger, A.L.. 1979: 

Van Der Bosh, H .. 1980), este tipo de enzimas se les ha üncontrado on células 

procariotas y en células eucanotas. En general, no roquioren calcio para su actividad. 

Las fosfollpasas del tipo A2, son enzimas lipollticas que hidrolizan la posición 2· 

acil de un foslogllcérido, produciendo un ácido graso y su derivado (monoacil·1 • 

gtlcero-fosfátldo) on forma equimolar. Una gran parte da esto tipo de ·1osfolipasas han 

sido aisladas principalmente de páncreas de mamfferos, venenos de serpientes, 

venenos de :ibejas y otros microorganismos (Bosh .. V.D. 1974; Lehninger. A.L, 1979; 

Van Der Bosh, H., 1980; Hawthorne y col. 1982). En gr:neral, estas fosfolipasas se 
caracterizan por ser tormonstnbles y por su capncidacl para actuar en disolvontcs 

orgilnicos (Wolls, M.A .. 1974; Oda y col. 1987). Se les ha localizado 

extrac<'iulnmwnto en fnrma soluble, asociadas a membranas plasmáticas o 

lisosomalos y tarnuién en forma soluble en lisosomas y en el citosol. Muchas de ollas 

requieren do calcio como cofactor. 

Las fosfolipasas del tipo B, conocidas por varios autores también como 

lisolosfolipasas (Bosh, H.V.D .. 1974; Lehninger. A.l., 1979; Van Der Bosh, H., 1980; 

Hawthorno y col. 1902), equivalen a una combinación de dos actividades do 

fosfolipilr.a, la A1 y A2 (Bosh,.V.D., 1974: Lehninger, A.L., 1979: Van Der Bosh, H., 

1980; llaw\11orno, y col. 1982). So los ha encontrado en levaduras (Khimasa y col. 

1904), hongos y bacterias (Doi y col. 1972; Takouch1 y col. 198/; Sugatan1 y coi. 

1984). Su pH óp\11110 es generaln1ante alcalino. 

Las fosfolipasas del tipo C, catalizan la desacilación de diacitglicero·fosfolipldos en 

1,2-diacllglicerol y fosforllcolina (lehninger, A.L., 1979; Van Der Bosh, H., 1980; 

Hawthorne y col .. 1982). Son p1oducidas por ciertas bacterias que las excretan o 

están asociadas a membranas en células vegotalos, algas y levaduras (Bosh, H.V.D., 

1974; Van Der Bosh, 1980; Hawlhorne y col. 1982; Rosenberg, P .. 1976; Snyder. 

W.R .. 1987). 

Las fosfolipasas del tipo D, catallzan fa hidrólisis del enlace éster arriba del fosfato. 
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produciendo una molécula de colina y una de 1,2-diacilgliceril-losfátido (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 principalmente en plantas, levaduras y bacterias. 

Las lisofosfolipasas, catalizan la hidrólisis del aciléster de los fosfolisodorivados 

completando la desacilación de los fosfogllcéridcs (Bosh, H.V.D .. 1974; Lehnlnger, 

A.L., 1979; Van Der Bosh, H .• 1980; Hawthorne y col. 1982). En genorol, estas 

enzimas realizan el catabolismo de los fosfolipldos en las células. So les ha descrito 

en Insectos, plantas y bacterias (Bosh. H.V.D., 1974; Hawthorne y col. 1982; 

Rosenberg, P .. 1976; Lowenstein, J.M., 1959). La mayor parte do ellas no roqu1oren 

cofactores metálicos y generalmente son Inhibidas por detergentes (Bosh, H.V.D .• 

1974). 
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+ R1 COOH 

FGURA 3. CLASIFICACION DE LAS FOSFOLIPASAS O FOAFATIDIL· 

ACIL-HIDROLASAS DE ACUERDO CON LA POSICION EN LA MOLECULA 

DEL ESTER QUE HIDROLIZAN. R1, y R2 representan cadenas de ácidos 

grasos. 
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OBJETIVO. 

Caracterización y purificación de lo actividad loslollpáslca del veneno 
de la hormiga Pogonomyrmex rugosus. 
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MATERIALES Y METODOS. 

a) Obtención del veneno. 

El veneno de la hormiga fue obtenido del Southwestern B1ological lnstilute. 1961 

W. Brichta. Tucson, AZ5745, USA., con la participación del Dr. Justin Schmidt. Este 

veneno se obtuvo disecando el abdómen de la hormiga para sacar el aguijón y el 

saco de veneno. Tanto al aguijón como el saco da veneno fueron lavados en agua 

destilada y posteriormente el saco se presionó mecánicamente para obligar al 

veneno a salir por el aguijón, éste 1ué colectndo con la ayuda de un tubo capilar. Una 

vez colectado el venono se liofilizó. 

b) Medición do proteino. 

La concentración de proteína se determinó espectrofotomótricamente asumiendo 

que una unidad de absorbancia a 280 nm equivale a 1 mgiml de proteína soluble. 

c) Electroforesis a pH ácido y alcalino en presencia de urea. 

Para la determinación del número de componentns proté1co5 presentes €11 el 

veneno crudo y las diferentes fracciones cromatogróficas oblen1das se realizó 

electroforesis en geles cilíndricos de poliacrilamida al 7.~> % en el sistema de 

acetato/urea en amortiguador de fl·Alanina1Acético pH ·142 (Reisleld y col. 1962) y en 

el sistema de Tris/Urea en amortiguador de Tris·glicina pH 8.3 (Jovin y col. 1964). Las 

bandas de prcterr:~ ::;e tlf:crc~ con az'..1! br\ll9n!n rjP CnnmAss1P. G·250 fReisner v col. 

1975). 

d) Electroforesls en geles de pollacrllamlda en presencia de dodecll 

sulfato de sodio (SOS). 

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 número de 

componentes presentes en el veneno crudo y en cada uno de los pasos de 

purificación realizados en las columnas de exclusión molecular. de intercambio iónico 

y de afinidad. Los geles fueron teñidos con azul brillante de Coomassie G·250 

(Reisner y col. 1962) y/o con plata (Merril y col.1981). Por este método, también se 
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determinaron las masas moloculnres de cada uno de los componentes del v"neno, 

comparándolas con proteínas de masa molecular conocida. 

Para la detección do la actividad de tosfolipasa después do la eloctroloresis, el 

SOS fue substituido por Tritón X-100 mediante 2 lavados de 1 hr on 0.05 M do Tris

HCI pH 7.95 + 5 % de Tritón X-100, seguido de otro lavado durante el ci<smo t1en1po y 

en el mismo amortiguador pero con 0.5 % de Tritón X-100 Despuéo. de lavar el gol 

con amortiguador sin Tritón, "º colocó sobre otro gel de agaros~ con substrato y 

rodamlna (ver más adelanto, on Actividad de fosfolip~sn). 

Pasos cromatográflcos: 

e) Cromatografla de exclusión molecular. 

Se utilizó Sephadex G-50 grado medio obtenido de Pharmacia Fine Chemicals 

(Uppsala, Sweden) hidratado y preparado do acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Las dimensiones de la columna utilizada fueron de 0.9 X 200 cm. El gel 

fue equilibrado con amortigundor de acetato de amonio 0.02 M pH 4.7 antes de ser 

empacado por gravedad y el !lujo fue de 40 ml/hr. La cromatografia se llevó a cabo a 

presión constante. Se dió un pulso de 5 mi de NaCI 1 ~1 al final de la corrida con el 

objeto de eluir el material adsorbido inespecificamente. 

f) Cromatografía de afinidad. 

La purificación de la fosfolipasa a partir del veneno crudo as1 como ae 1a fracciuo 

obtenida de la cromatogratia de filt1ac1ón e intercambio ióm:o é'_' ro;:ili:ó utilizilnrfo 

una columna de afinidad preparada de la siguiente forma (Vargas·Villarreal y col 

1991): 2.5 g de Sepharosa 40 act1v;:ida con bromuro de c1anóaeno. oblenida de 

Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala Sweden). fueron lavados con 200 mi de 

amortiguador de carbonato·b1carbonato de sod;o 0.1 M pH 9.0. Posteriormente el gel 

se mezcló con 15 mi del mismo amortiguador más 131 nig (1 mmol) de ácido 6· 

amlnohexanóico. Esta reacción se llevó a cabo durante 24 hr con agitación constante 

y a temperatura ambiente. Luego el gel se lavó con 100 mi de amortiguador de 

carbonato-bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.0, 100 mi de agua destilada y 200 mi de 
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dioxano libre de pNóxidos sucesivamente. La Sopl1arosa 48-aminohexilcarboxilico 

sintetizada se resuspend,ó en 10 mi de dioxano-cloroformo 1 :1 (v/v), que contenía 

206 mg (1 mmol) de 1,3 diciclohcxil-carbodiimida, 75 mg (O. t mmol) de inhib1dor de 

Rosenthal (acetato de dimetil·DL-2,3-diosteriroil-oxipropil-2'-hidroxietil-amonio) y 49 

mg (0.4 mmol) de ~-dimetilaminopiridirrn Esta mezcla se agitó durante 24 hrs a 
temperalura amb;onte. Finalmente so realizaron tres lavados con: 50 mi de diowno

cloroformo 1 :1 (vlv), 50 mi 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 

RosunUial se conserva en un0. co:~1c:én de metano! al 50 % en refrigernc1ón. El gel de 

afinidad fuó empacado en una columna de 0.75 X 2.4 cm y equilibrado con 10 

volumenes de amor1iguador de Tris-HCI O.OS M pH 7.95 El sistema de lavado y 

elución utilizado (•n la cromatografla ae af1niLir1ú llH.:1 0: .:;,~¡~;;c:-:!c. ·: ~·~· HC 1 O OS M pi' 

7.95 + NaCI 0.5 M y ácido acético O. 1 M. Las fracciones eluidas con ácido acético 0.1 

M fueron recibidas en tubos quo contenían 1 mi de amort1g11ador do Tris 1 lv1 pH 8.0 

para neutralizar las muestras, que fueron refrtgerad.:ic; Hl111r:d1at;irnento. 

g) Cromatografia do Intercambio lónlco. 

La resina ulilizada en esta c1omatogralía fue I¡¡ CM-32 (Crubo«metil Celulosa) 

obtenida do Whatman Lid (Springfield Mili, Ma1dctono, l<ont. England) El 

procesamiento de la resina se llevó a cabo conformo n las instrucciones del 

fabricante. La columna de 0.9 X 1 O 3 cm fue empacad<i a presión con nitrógeno 

aproximadamente n 15 psi y su corrimiento se realizó con una bombo penstálticél tipo 

Mílton Roy de flujo controlado. La columna fué equ1l1brada con ilmort1guador de 

:l.CC!3:!C' dr' 2m·y11n ?11 mM flH 4.7 La elución del material adsorbido Z11 mtercarnb1ador 

iórnco se realizó con un gradiente de 50 mi di; N;:iCI de O a O 8 M y un pulso final de 

20 mi de NaCI 1 M. La vuloc1dad de flu¡o fue de 34 ml/hr 

h) Pruebas de toxicidad. 

La toxicidad del veneno crudo y de las fracciones obtenidas de la columna de 

filtración se probó en ratones, grillos e isópodos (cochinillas de ¡ardin). La cantidad 

de proteína que se administró por vía intraperitoneal a los ratones y dorsal a los grillos 

e isópodo fué de 100, 10 y 10 ~19, 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. Parn los ratones. el vo,iuno lolal y 

las fracciones fueron consideradas letales, si produjeron la muerto del arnmul. tóxico, 

si sólo inducía algún tipo de efecto (excilabil1dad, taquicardia. problemas 

respiratorios, convulsiones, salivación, otc.) poro no la muerte; y no toxico cuando no 

produjeron efectos detectables o cuando ol comportamienlo del ;rn1111al era semejante 

al del control al quo sólo se le aplicó agua destilada. En ol car.o do los insectos se 

consideró letal, cuando el animal so murió; tóxico, si producía parálisis en las patas 

aunado a un estado de inacliv1dad; y no tóxico, cuando no presentó sintomalologia. 

Todos los animales se mn.ntuvioron on observnt:ión por un poríorio de 24 tir~. 

1) Actividad fosfollpáslca. 

La actividad de fosfolip;is:i r.o dctr:rmino tituiométr:ct1mcntc ut!l1::~rndo coma 

sustrato yema de huevo al 10 % (plv) en una solución amorl19uadora de l ns HCI 1 

mM pH 7.95, 0.005 M de cloruro de calcio y 0.05 % do lnlon X-100 (1<1119 y col 1983) 

Este método cunntif1ca la cantidad de hidróxido do sodio uti'l1z,:do ptl·a rnant(.•ncr el 

pH de la mezcla de ensayo por un periodo de l1ompo detorm111.-1do el cual es 

proporcional a la cantidad de los ác1du~ grasos liberados y por lo ICJnlo. a la ontidad 

de enzima. 

Otro método utilizado par;¡ la deleccio~ de fosfolipasas son lo< geles de .igarosil al 

1% en amortiguador de Tris-HCI 0.2 M pi 1 7.95, 5 mM d" cloruro do cabo y 0.5 º1, d" 

Tritón X·100 que contiene corno sustr.:ito yt'rnn de hu(~1,'0 íll 10 ··~y rodmmna G-6 ni 

0.1 c:.;o. La actividad de fosfolip;isa St1 irJentif1cu por los t1alo::, de flUOf!JSCenc1él 

apagados, bajo luz UV, en tomo ni pozo dof"'\dH se coloca liJ. mu·:is!ré! (Reynaud y coL 

1990). El procedimiento es cut1r.Mt=tt1vo cunndo se compar~1 con muestras vctloradas 

por el método titulométrico. 

j) Determinación del tipo de fosfolipasa. 

El suslrato radioactivo con el que se determinó el tipo de fosfol1pasa. el L·1 ,2·d1[1-

1dC]palmitoil-3-fosfatidilcclina ([ 1 dc¡rc¡ (Opperdoes y col. 1382) fue d.:cJ;do con 

fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a un<J concentración especifica de 1 B mCi/mol 

y solubilizado en presencia de 0.4 % de Tritón X-1 OO. Esla mezcl<J se diluyó 1: 1 (v/V) 

con la muestra de veneno completo de P.rugosus. El volumen del cnsnyo fué de 

0.02 mi y contenía: O. 1 M de Tris-HCI pH B.O, 0.138 mM de FC, 0.2 % de Tritón X-100 y 
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la niuerilra La reacción se detuvo con 25 ~i\ de unn mezcla qt1e conl1cnía O l5 ni91n1! 

do foofat1dilcolina (FC). 1 mglml de ácidos gmsos libres (AGL) y 1 mglrnl de 

fisofosfatídilcolina (LFC) y TCA al 5 %, en butano!. La r,epilración de cada uno de los 

componentes obtonidos on la reacción ontimática se realizó mcdianlo k1 técnica de 

cromatografía on capa fina. Una vez que se aplicaron 25 111 do cada una de las 

muestras en las placas de silica gel (Watman do boro silicato, 1 O X 1 O X 1 cm), las 

placas se colocaron en una cámara cerrada que contonía la mozcla do disolventes, 

cloroforn10-metanol-acético-agua, 170:40:16:8, para la separación de los lipidos 

polares. Dospués d<' la separación de cada uno de los componentes a los que da 

lugnr el sistema, !u placa se colocó en una cámnra saturnda con Vílpor de yodo con lo 

cunl, l;-w. rnnnch..-1s 1,pfd~c.:is se rcvo!.:iron conio puntos ar11ar1llo~, o calés. Finalmente, 

las mancha'.:'~ l1pid1cas fueron raspadns y mi:zcladas con 5 mi cJe líquido de centelleo 

(2·5 difenilo>.(l?ol (PPO) <1.I 6 °/o en toluen~J) en fr.-i~.cos da bo1osd1cato de 20ml La 

CUflfl!irjC,!C;j~1 SC ~c;:-:!;zó (..;, uí·1 ..:.untaUur de CUIHP\ll'O li(jUidü {Bockman Jnstrunwnt !ne. 

modolo L S 9.800 lrvine, California. EUA) u una ol1cioncia dEd 88 %. 

k) Concentración de proteína por centrifugación. 

La fracción con nc1tv1dad fosfolipósica quo se obtuvo de I;¡ columnil de afinidad 

después do pasar por el intercamb1ador 1ónico, fu•• concontrada por centrifugación 

(20 min a 2000 x g) utilizando filtros Ullrafrco Me Filtors (UF C3 LGC M1ll1poro Boelford, 

MA .. l/SA) con un 1;mito do exclusión ele 10.000 

1) Transferencia ele proteínas (Westcrn-blol). 

La fr<1cción de proteína concentroda por centrifugación SP como en un gc1 de 

poliacnlnm.da-SDS al 12.5 % y sa transfirió a ur13 membrana 1mmobilori PVDF 

(M1lliporc 000 10 Bedlord, MA., USA)con ol ou¡elo de 18'1l1zar la secuencia do 

aminoácidos An A~tA c::0r0~~. Dc:p...:é:; de :.:::1 •.,:~c.t1ufure:::,is. e1 gel y la membrana 

immobilon sa incubaron por separado en amortigu<idor de Trrs 25 m~1. Glicina 102 

mM y Metano! al 20 % pH 8.3 durante 15 min con agitación constante. Una voz 

terminado el tiempo de incubación, se realizó la electrotranslerencia en un aoorato 

Hoeler (Scientific lnstrument 654 Minnesita St., San Francisco 94107. USA), con el 

mismo amortiguador (Towbin y col., 1979). La transferencia se realizó durant~ toda la 

noche a 50 volts. y la t1nción de la membrana se realizó con negro de amido ¡Kuno y 
col. 1967). 
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m) Secuencia de aminoácidos. 
Se hicieron dos intentos de sccuonci.ición de la fosh\tpasa por dos sistemlb 

diferentes. La primera en fase liquida y la segunda, 011 laso sol1dn. Ambns 

socuencias se realizaron en el laboratorio dol Dr. Orian M. Mnrtin dul Nnhonnl ln.,l!tute 

of Health, Nalional Instituto of Neurological and Co111mun1calive D1so1der and Stroko, 

Bothesa MD., 20205, USA. Se llevó a cabo la deamdac1611 de Edman automal1Zada 

de la foslolipasa de la hormiga, utilizando un secuenciador do fase-liquida Beckrnan 

modelo 890M. El instrumento B90M, quo puedo manejar muoslrns tan pequo1ías 

como de 0.2 nmoles. convierte nutomáticarnente ül derivado tiazolinu11n de cada 

aminoácido en su derivado foniltiohidantolnn. 

Se realizaron los si~¡u1cnte~. µrocod1mientos con el instrumen:o 890M. Se 

compraron renctivos gradu socuenc1<1 de Beckman lnstrun·.crits {Palo Allu, CA., USA). 

Se factlitó ln rctonc1ón d¡' la pe11cc11a pep111.11cd t.:n íd cop.t 'Jlldtu1i<l dú 10..:iLcióíi, 

ª"adiendo Polibruno (3mn} en agua (0.1 O mi) QI cornien10 de cada sccucnciación El 

Polibreno fue liberado de impurezas por un trntamiento provio on la copa giratoria de 

reacción, utilizando clos prcc1clos ele f'olibreno (fleckman. pro(;r¡¡rna 1) y tres ciclos do 

péplido Oüadrol (programa 3). Las muestras ,,eplid1ca'; fue1on i!plicatlas a la copa 
giratoria de reacción en 30% de ácido acético (v/v). secadas al accionar la subrutina 

de comienzo (no. 347339) y condicionadas al correr el preciclo do Pol1breno Se 110vó 

a cabo la degradación repetitiva de Ed111ctn con 1. l progr¿¡rn...i 3, L1til1zt1ndo benceno 

corno solvente S1 y etil ocetato que contiene ficrdo acético libre do aldehidos (1 mi'I) y 
d1tiotreitol (1 O mg/I) como solvenw S2. 

Se identificaron los aminoácidos fe11ilt1ol11dantoína-clerivarJos rcsul!.v1tos por 

cromatografía on fase reversa de cercl1 de: 40% de cada muestm, en una column.:1 de 

HPLC Hewlett-Packard modelo 10848 equipado con un detector de UV de longrlud 

de onda variable, fijado a 269 nm. Se identificaron los derivados fenrlt1ohidantoina de 

serina y treonina inicialmente por sus tiempos de retención y sus productos de 

degradación caracteristicos. Esta determinación fué confirmado por la ident1ficac1ón 

de sus derivados deshidratados, a 320 nm (Hawke y col .. 1982). So corrió una 

mezcla de aminoácidos feniltiohidantoína-derivados (Pierce Chemica: Co, Rockford, 

IL, U.S.A.) que contenían dietitftalato como estándar interno a un rnvel de t 00 pmoles. 

para estandarización. Con el sistema amortiguador de Hawke y col. (1982). la mezcla 
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fué sep;u¡¡da complotamAnto en menos do 13 m;11. Aunque el ruido de tondo luó lo 

suficientemente bajo corno para que 20 pmolos de un aminoácido foníltíoi1ída11Loín· 

derivado pudiera ser idenliftcado, se secuenciaron más de 35 µg do fosfolipasa. 

La secuencia en fa5e sólida so realizó en un secuenciador Milligen/Btosearch 

(Miflipore) ProSequoncer Modelo 6600. 
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RESULTA DOS. 

CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DEL VENENO DE P. rugosus. 

a) Electroforesis en presencia de urea. 
El veneno crudo dü la hormig;:i se solubtlizó on amo111guado1 do acetato de amonio 

0.02 M pH 4.7 a una concentración do 1 mg/ml do protc;na. So aplica1on 50 y 100 pi 

del veneno crudo soluble a goles cilíndricos do pol1acrilamida en el sistema Tris· 

glicina, los cuales mostraron ocho bandas proteicas distribuidas a lo largo del gel 

(Figura 4). En esta figura so pu•,do apreciar que lns l1an(/o!S 1.2.3 ~. 5 y B estan 

intensamente toñ1das y lns bm1das G y 7 est~n dób!lmen:e tef1,~Jtl:; 

La electroforesis reallzadíl en geles dü pol1acrdilm1clu on tubo en e1 s1st8ma íl· 

alanina-acético, reveló la pri::1sonc1a de nuevo bandns ev1dontes de proteína, 

localizadas en la pa11e media del gel (F1gur:1 5) L<1s bandas 3. 4. 5 y 8 son tas mas 

intensas. 

b) Electroforesis en presencia do SDS. 

En el patrón electroforótico obtenido en placa de golas de pol1acrilamida-SDS al 

i 2.5 % en condiciones no reductoras (Figura 6). se observan por lo menos 15 bandas 

de proteina a todo lo largo del gel Podemos observar que li! proleina m;\s abucdante 

corresponde a Jél bnnda 8 y tiene una masl1 molecular de: uprox1macJJ.mcnto..~ 35 kDa 

e) Detección de la actividad de fosfolipasa en geles de agmosn

rodamiu~ G·6. 

La actividad !osfolip:'.!sicrt de! vr::neno do ta hormiga, pnnc·1p.:it o~i;otu di·· ·::=-tud10 d...:I 

presente trabajo. se detectó sobreponiendo el patrón elc1c1roforé11co obtenido on 

geles de poliacrilamida-SDS al 12 5 % sobre un gel de agnrosn rodam1n'1 En fil 

Figura 7, podemos observar las formadas en el gel de agarosa-rodt1min~ por efecto 

de la degradación de los fosfolipidos presentes en la o laca i= n el roml 7 se puede 

observar In actividad fosfolipas1ca del veneno de la hormiga. misma quo tiene uoa 

masa molecular de aproximadamente 35 kDa la cu~I es mayor que el resto de de lns 

fosfolipasas de los 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 µg (tubo1) y 100 µg (tubo 2) del veneno total a geles cilíndricos de pohacrilamida 

(6.5 cm, 4 mA por tubo) qu<? cont<?nian 8 M de urea y ::imcrtigu:::dor de Tr::; gltcinn pH 

8.3 y luego se tiñeron con azul de coomassie. S es el punto de aplicación de las 

muestras. El gel se tiñó con azul de Coomassio. 
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FIGURA 5 ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE UREA Y pH 4.7 DEL 

VENENO CRUDO DE LA HORMIGA P. rugosus. Se aplicaron 50 (1ubo 1) y 

100 µg (1ubo 2) del veneno crudo a geles cilindricos de potiacrilamida acetato-urea al 

7.5 %. Las proteínas corren hacia el cátodo en un amortiguador de 13 alanina·acético 

pH 4,42. S indica el punto de aplicación. El gel se tiño con azul de Coomassie. 
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FIGURA 6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA·SDS AL 

12.5 % DEL VENENO CRUDO DE LA HORMIGA Pogonomyrmex 

rugosus. Se aplicaron 10 µI del veneno crudo con una concentración de proteína 

de 1 mglml. En el carril 1 se muestran los marcadores do peso molecular y en el carril 

2 el veneno total de la hormiga. S corresponde al inicio del c¡el. Et gel se tiñó con azul 

de Coomassie. 

22 



2 3 4 5 fi 7 A 9 10 

PLA 

FIGURA 7. DETECC\ON DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOL\PASA EN 

GELES DE AGAROSA·RODAMINA G-6. La ac\ividad de loslolipasa tuó 

detec\ada utilizando geles de agarosa·rodamina que contenían como sustralo yeíl'a 

de huevo, al poner en con\acto el gel de poliacrilamida·SDS (lavado con Tritón X-100 

al 5 %) con el gel de agarosn-rodamina. ~e oos1::Hvd 1...:a~.:..r:-:c:"'.~c !~ t")rmarifrn de 

halos debidos a la dogradac1ón de loslolipidos por la tostolipasa y al cambio de 

fluorescencia de la rodamina. En el carril 7 so muestra la ac1tv1dad fosfohpásica del 

veneno total de la hormiga Pogonomyrme" rugosus En los carriles 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 8, 9 y 1 O se muestran los venenos crudos de otros an1malos que también con11enen 

actividad de losíoi1pdsa. 
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d) Especificidad fosfoliplisico del venPno d~ la hormigo P. rugos11s 

De tos ensnyos rL·,1:1z,.-dos cor1 el sustrato ma1t:.1do 1éldioac:1v;1niente con carbono 

14 ten el carbono del grupo carboxilo del ilcido graso en In po~,ic10n uno) y el veneno 

de la l1orn1i[J.1, so p;..rnde conclwr que cst.1 fosftJi1pasi1 es de tipo A 1 En In F1gur3 8 se 

muestra corno, a r;1odida que pasa el tiempo se va l1bor.1ndo niarcn radroactiva en los 

ácidos grasos libres, mientras que on el lisodorivado no hny rnd1oact1v1dad. 

PRIMER ESQUEMA DE PURIFICACION DE LA FOSFOLIPASA DEL 

VENENO DE P. rugosus 

e) Cromatografía de exclusión molecular. 

5.79 mg dol veneno crudo do la hormig;¡ se solubilizaron en ;¡mort1guador de 

acetato de amonio 0.02 M pH 4.7 y se centrifugaron a 14 000 rpm durnnte 5 m1n. a 

temperatura ambiente. El veneno soluble su frncciuqó en una columna de f1ltrac1ón 

de Sephadcx G-50 grado medio, de la cuCJI so obtuvo un perfil cromotoarafico quo S'' 

dividió en cinco fracciones (Figura 9). E:n l:i Tabla 1 se di1n los po1cenlajcs ele 

recupe1ación de proteína de las diferentes fracciones que, en conjunto fue mu)' buena 

( 97 %). L.1 frncción V so obtuvo al nplic.:H un ¡..i1i1so cli..:: S rnl de cloruro oe sodio 1 M 

Toda la llct1vidad fosfolipásicn. se encontró en esta fr.:-icción (actr11dad recuperada) 

Este cornportamienlo de la enzima en la colunin<t de Sapt1tidcx G-50, sugiere q11R 

posee una carga üléclncu pos1t1va a pH 4. /' Est;1 bion cslcihlecido qtie el Se¡:-ih2dox 

conserva una densidad de cargas negativas µar grupos cn~bo)iios. que se pur;den 

intercambiar con protainas de elevada basicirlad, o que los rrotcínas cél.rg,:idélS 

pc~;~;·;an-.L:r.~l.. 1í1it:Hctcc.iun •. .tr1 con la matriz dt.>J gel rf!l;i1rJr=¡r1c!o su s:lución de !u 

columna. 

El análisis electroforético de las distintas fracciones so c1c03:rci en la Figura 10 

Llama la atención que la fracción V (carril 7) reproduce en buena medida el patrón 

electroforético del VPneno crudo (carril 2) y que con e,cepción ae la tracc1on 1, el resto 

de las fracciones no dan bandas definidas dontro dol r;¡ngo de resolución del gel. El 

peso molecular de la banda de la fracción 1 (aproximad;imente 25.000 Da.) no 

corresponde con el esperado por su posición de elución en la column;¡ do filtración 

24 



8000 

6000 //j 
E 
Q. 4000 
'CI 

2000 

o 10 20 

Tiem¡rn (min) 

FIGURA 8. ESPECIFICIDAD DE LA FOSFOLIPASA DEL VENENO DE LA 

HORMIGA P. rugosus. El tipo de fosfolipasa y/o la presenc1n de lisofosfolipasa en 

el veneno completo de la hormiga fue determinado de acuerrJo Al mé!nrlo de 

Opperdoes y col.(1982). El (•) represenla a los AGL y los C) represenlan a la LFC. 
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FIGURA 9. FRACCIONAMIENTO D!::l Vr:tlDJO CRUDO DE LA HORMIGA 

Pogonomyrmex rugosus. A una columna dü o~ X ?00 r,m empacada con 

Sephadex G·SO (grado medio) y equilibrada con amort;guador de acetalo de amonio 

0.02 M pH 4.7. so aplicaron 5.79 mg de protoina total del veneno crudo. La velocidad 

de flujo fue de 40 ml/hr y se colectaron fracciones de 1 mi. Las líneas horizontales 

indican, los cortes que se hicieron del perfil cromalográfico l' ~I número de cnda una 

de las fracciones. El último pico se obluvo al aplicar un pulso de 5 mi de 1 M de NaCI. 
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FIGURA 10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA·SDS AL 

12.5 % DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE 

SEPHADEX G·50. Se aplicaron 5 pg de proteína de cada una de las fracciones 

obtenidas de la columna d~ filtración (Figura 9). En el carril 1 se muestran. los 

marcadores de peso molecular; en el carril 2, 5 µg del veneno crudo de la hormiga 

P. rugosus y en los carriles 3, 4, 5, 6, y 7, las fracciones FI, Fii, i=lll, FfV y FV, 

respectivamente. S corresponde al punto de aplicación de las muestras. El gel se tiñó 

con plata. 
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en gol, de donde se hubiera con.cluido que era de mayor peso molecular. Una 

posible explicación es que la protei11<0 principal de la Fracción 1 se comporto como un 

multímero en condiciones nati\a:> (en la fillración en gol) y que en presencia de SDS 

se mclnifiesta como monómero [¡ rusto de las fraccionts (11 a IV) muestran rnatonal 

de muy bajo P.M (< 10,000) que migra con el frente eloctrofort,tico. 

TABLA 1 RECUPERACION EN MASA DE LAS FflACCIONES 

CROMATOGRAFIA OBTENIDAS DE COLUMNA DE SEPHADEX G·SOª 

FRACCIONES 

111 

IV 

V 

Total 

CANTIDAD 

RECUPLF'i\Dll (mg) 

0.89 

0.33 

1.43 

2.22 

0.75 

5.61 

a Se aplicaron 5.79 mg de veneno crudo 

~º DE ACTIVIDAD 

RECUPEílllCIOl•I FOSFOLIPASAb 

15.4 

5.4 

24.7 

38.4 

12.9 + 

97.0 

b Determinada cualitalivamente por el método de la placa de agarosa/yema de 

huevo/rod:imin3. 

1) Pruebas de toxicidad en mamíferos, grillos e Isópodos. 

Continuando con la caracterización de las fracciones obtenidas de la columna de 

Sephadex G·50, se probó su toxicidad asi como, la del veneno crudo de hormiga en 

diferentes especies de animales. Se enconlró que el veneno crudo es letal tanto 

para ratones como isópodos (cochinillas de jardin) y es tóxico para los grillos (Tabla 

11). Las fracciones 1 y 11, en las dosis ensayadas, produjeron sintomatologia tóxica en 

ratones y fueron letales para las cochinillas; no tuvieron efectos aparentes en grillos. 

La fracción V fue inócua para el ratón y activa en los grillos n isópodos 
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TABLA 11. EFECTO TOXICO DEL VENENO DE LA HORMIGA 
Pogonomyrmex 

COLUMNA DE 

ANIMALESª. 

rugosus Y DE l.AS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA 

SEPHADEX G·50 EN DIFERENTES ESPECIES DE 

ESPECIE VENENO 

AA TON 
(3.3µgig) 

GRILLO 
{lb¡iQ/g) 

ISO PODO 

TOTAi. 

LETl\L 

TOXICO 

(80pg/gl LETAL 

FRAC. 

TOXICO 

NO 
TOXICO 

FRAC. 

TOXICO 

NO 

TOXICO 

LETAL 

FRAC 

"' 
NO 

TOXICO 

TOXICO 

NO 

TOXICO 

FRAC. FHAC. 

IV V 

NO NO 
TOXICO TOXICO 

NO 

TOXICO TOXICO 

TOXICO LETAL 

==============~=========================================== 

LETl\L- Cuando el organismo se muere. 

a TOXICO - En el ratón qurere decir la presencia de alguno o más de los suguientes 

síntomas: contracciones por dolor. salivación abundante, drfrcultad para respirar, 

inactividad, pero sin ·ocasionar la muerte durante el tiempo de observación. En los 

grillos e isópodos se evaluó por la presencia de parálrsrs de las patas aunado a un 
estado de inaclividad profundo. 

NO TOXICO· no presenta sintomatologia. 

g) Cromatografía de afinidad. 

Con el fin de lograr una preparación más pura de fosfolipasa. la fraccrón V de la 

columna de filtración en gel fue mezclada con un volumen igual de amortrguador de 

Tris·HCI 0.2 M pH 7.95, para diluir la sal de la muestra y ajustar el pH de la solución. 

Esta muestra, conteniendo 748 µg de proteína, se aplicó en una columna de afinidad 

de Sepharosa 48-inllibidor de Rosenthal. En la Figura 11, se mueslra el perfil 

cromalográfico que se obtuvo y como se puede observar, algunos componenles 
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protéicos no so adsorbieron a la resina y por lo tanto salen primero. Cuando se aplico 

cloruro de sodio en alta concentración no se despegó material alguno. La eluc1ó~ del 

material con actividad de fosfolipasa so logró con O. 1 M de ac1do acético y la actividad 

fue determinada tanto por el método de agar/yema de huevolrodamina como el 

titulométrico. En ia Tabla 111 se dan los porcentajes de recuperación de la columna de 

afinidad. En esta tabla so puedo ver que el 25 % de la proteína aplic~da a la 

columna de afinidad correspondió a la fracción C con toda la activ"Jad enzimática. 

TABLA 111 RECUPERACION DE LAS FRACCIONES CROMATOGRAFtCAS 

OBTENIDAS DE LA SEPAAACION DE LA FRACCION V EN SEPHAROSA 

48-ltJHIBIDOR DE ílOSENTHAL8 

FRACCION 

A 

B 

e 
Total 

CAtHIDAD % DE /\Cr!VIDAD 

RECUPER/\DA (pg) RECUPER/\CION 

505 

55 

188 

748 

67.5 

7.4 

25 1 

100 o 

FOSf·OLIP/\SICAb 

+ 

ª Se aplicaron 748 µg de la Fracción V 

b Determinado cualitativamente por el método de la placa de agar/yemu de 

huevo/rodamina. 

En la Figura 12 se muestra el patrón electroforético obtenido en gel de 

poliacrilamida-SDS al 12.5 % de algunas de las fraccionas de la columna de afinidad. 

Como se puede observar, las muestras de la proloína que no se unieron a la resina 

no presentan bandas, probablemente debido a que la masa aplicada no fue su:iciente 

para su detección. La fracción con aclividad de foslolipasa muestra una banda 

principal con cierto barrido hacia arriba y abajo. El bamdo pudiera deberse a un 

comportamiento anómalo de la proteína en el sislema electroforético. como ocurre 
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FIGURA 11. CROMATOGRAFlll DE AFlfllDAD DE LA FRACCION V. La 

fracción V obtenid;:i de l;:i columria ele f1ltrac1ón en Scpll<ic.lo>: G·é•ü ¡Frgu1;:i 9/ se aplicó 

oquil1bmda previamente con amortiguador l rrs HCI 0.05 M pH 7 85. Dospués de 

aplicar la muestra, la columna se lavó con Tris llCI O.íl5 M pH 7 95 + N3CI O 5 fv1 y se 

llevó a cabo la elución de la fosfolipasa con ácido acético 0.1 M Las fraccionas 

eluidas con ácido acético fueron colectadas en tubos que contenían 1 mi de 

amortiguador do Tris HCI t M pll 8.0 e inmediatamente refrigeradas. Las lineas 

horizontales indican los cortes que se hicieron del perfil cromatográfico, al margen 

derecho, se señala la actividad de foslolipasa. 
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FIGURA 12. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRtLAMIDA·SDS AL 

12.5 % DE LA FOSFOLIPASA OBTClllDA DE LA COLUMNA OE 

AFINIDAD. Se aplicaron 1 o ¡JI de muestra a cada carril, de diferentes puntos del 

patrón cromatográfico 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 . 6 '{ 7 

las diferentes fracciones obtenidas de la cromatografía de afinidad que corresponden 

a los tubos: 23 (30 ng). 22 (600 ng), 21 (120 ng), 12 (30 ng), 11 (360 ngl y 5 (230 ng). 

respectivamente y en el carril 8, S¡1g del veneno crudo. S corresponde al punto de 

aplicación de las muestras. El gel se tiñó con plata. 
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con n!yunas glicoprotcínas o ._iJ:,·JrnL1?1v;rn1onte, n que cx1s1a m¡-i-; \lo un compor:ente 

molecular con pesos moluculnrcs mU}' somo1nntcs Pnra nnati::lr este pvnt(\ so 

analizó :a fmcción C en dos S1S!Cfíl.'.1S elcctrofo1t1 t1COS en presonc1a d8 alta 

concentr;ición de urea. De hect10. el análisis oloctrclorél1co se realizó r.on la frnc~;ión 

que c.ontiene la mayor ac11v1tlaa de tosfol1pnsa, u11l.z~rndo geies c!lindnr.ns er, ¡os 

sistemas Tris/Urea (pH 8.3) y Acetato/U roa (pi 1 4 .12¡ En PI ,,,,;tema ,1lcRl«10 ce 

nnalizaron dos concentraciones de la muHztra y on ambZls, puedi:.•n verse dos bandos 

(Panol A; Fig. 13), la más intonsa migró menos quo la mono& 1ntcr.c;i. :a rrngrac1ón se 
invirtió a pH 4.42 (Panel B: F19. 13). De estos re:;ui:ados. es clnro que lll foskil.;1c1::-.;1 

alm no esta homogénea. 

A Ja fracción C. qua conticno el 100'/c, ele 1::1 <lClivid::icl fr,:,fol1p.:1:.;:c,1 se le rea!i~·r\ tJ11 

análisis do HPLC í!íllos de iniciar la sec::ioncia di] am·1r.ci tic1clo-; en o1 lahorator1c.1 del 

Dr. Brian M. Martin, del cu;il se obtu·;1eron cinco cor:;pononto::. cJus de ell-::·s co11 

absorbancin a 280 nm y los otros tros ¡¡ 230 rnn. Uno cl•J los co111poncntcs que 

absorbió ri 280 nm fue secuenc1acfo Al compm<.11 la sc·c1rnnc:a ob!cnid:i con la do 

otras fosfolipasas reportadas, no ::o encontro sirrnl1tud cor~ rn11guna ele éstas. Por otra 

parte, las dos fracciones que ahsorbie1nn a 280 no1 perd:tJron !;:i ~ctivid~d 

fosfohpásica, lo que se comprobó en grJ¡ do ngarosa/rodamina Debido a esto se 

siguió un esquema alternativo p.:-ira punf1cé1·· la lostoiipasa d~: la !i0rm1~¡a P. 

rugosus. 

SEGUNDO ESQ1.IE~.1A DE PUR!flCt.CtCIJ DE LA FOSFOLIPASA DEL 

VENENO DE P. rugosus: 

h) Cromatografia de Intercambio lónlco. 

Dado que la estrategia anterior no dió un resulti!do satisfactorio. se desarrolló otra 

estrategia para la purificación de la enzima. El nuevo esquen1;i <;tJbs! 1uyó el u~o de 

la filtración en gel en Sephadex G·50 por un intercambiador ca11ón".o. CM-32 (que es 

una resina microgranular de caboximet1I celulosa). E! cambio obedeció al 

comportamiento de la enzima en la matriz de filtración en gr·I, que parJ su eluc1ón. 

junto con airas proteínas contaminantes requirió de un lavado de alta sal. Se pensó 

que en CM·32 el fraccionamiento ocurriría de acuerdo a un intercambio 1órnco 
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FIGURA 13. ELECTROFORESIS EN TUBO CON LOS SISTEMAS DE 

TRIS/UREA (A) Y DE ACETATO/UREA (8) DE LA FOSFOLIPASA 

OBTENIDA DE LA COLUMNA DE AFINIDAD. La cantidad de muestra aplicada 

en los tubos 1 y 2 del panel A fué de 6.6 y 3.3 µg, respectivamente, del pico con 

actividad de fosfolipasa. Er el panel B se aplicaron 11 µg de la misma fracción al 

tubo 1 y 30 µg del veneno crudo al tubo 2. S es el punto de aplicación de la muestra, 

Los geles se tiñeron con azul de Coomassie. 
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convoncionnl y quo leo conlaminantes snrí;.r, removidos en un proceso de 

desnbsorc1ón secuenci;¡! 

Así, so proClclio de la siguiente manera. 9 mg del veneno crudo de la hormiga, 

disunltos on amortigundor de acetato d~ amo11•u 0.02 M pH 4.7, se aplicaron ,, Jna 

column..1 empacada con CM·32 equilibrada previomcnto con amortiguador de 

acetato do amonio 20 ml.t pi 1 4.7 y se eluyó con un gradiente de NnCI disuelto en el 

mismo am0rtiguc1dJr. Al final do In corrid:i s0 nplicó un pulso de 1 M do NaCI para 

dot-,pogrn cualq1;1or mr1tf:r1a1 quo pudiera lldlJerse quf!riacJo en la columna. La Figura 

14 muestro los resuH;_1dos obtenidos. Se puedo obsorvar una fraeclón que no es 

retornda por el int0rcar¡-,lJi<1dor {fracción A) y do~; m¿)s quo ~;ilen al aplicar el grndiente 

salino (lrnccrorws [l y C). Al aplicar el pul~.o de 1 M dl' N<oC:I y:i no so obtie11'' proteína 

nlguna. En la frJc:ción 1\. no so encontró ::-1ctivicl~cl fosfolipf1s1c<i, nw:rntras que en 1.:1':: 

frílr:c:ion1 3 8, C y O f,e dotectn la ma~1or parte de la uctividíl.d. Aún cuando la frtlcción B 

prer>·J11ta uné.l alta activid:1d fosfo!ipfls1ca, y c•n el perfil cromato9raf1cu s12 ve un pico, In 

cantidad cJ•i rrotoina en osta rrucr.ión fuá muy poco. Esto St! cleb(: qd1za::.; n ICI subida 

brusc<i df..d inicio del gr;idiente. En\~ fracción C. !n ac'.ividnrl fosfo!1r~1sica es muy 

poca yn ciue el t1omro requ0rido para dotuct;uiél fuó mucho 11w.yor En 1n T3UIL1 IV 

podemos observar los porcentajes de recup1:.~rac1ón de la colurl' ;i eje ir1113rcamb'') 

iónico Cf1A· 32. Tnmblen se rna!izó una eloctroforesis de las fracc.l,ne; ohteniUas cJe! 

intorcantbi;1dor iónico (Fig 1Jra 15) Las fracciones By C muest1an rlos b3ndas de 

proteína<;, siendo la fracción e lrt que contiene una mayar activ1d.Jd fo.:-fo::pásica. 270 

Ufrnl. 
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FIGURA 14. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DEL VENENO 

CRUDO DE Lfl HORMIGA PogonomyrmeK rugosus EN CM-32. 9 mg del 

veneno lolal de la hormiga fueron apl;cados a una columru (O J X 1 O cm) de CM-32 

(Carboximetil celulosa) equilibrnda prev;amente con ;-.n1ort1guatlGr de acetalo de 

amonio 20 mM pH 4.7 La eluc1ón de los componentes su realizo con un grncl••""le de 

NaCI de O a 0.8 M disuello rm el mismo amortiguador ¡50 mi do cada uno). La 

velocidad de flujo fue de 34 ml/hr y se colectaron fracciones de 1 mi. Las barras 

horizonlales corresponden a las fracciones en las que se dividió el cromatograma La 

flecha con la leyenda GRAO indica el silio de inicio del gradiente y la otra, el pulso de 

1 M de NaCI. 
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FIGURA 15. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS AL 

12.5 % DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE 

INTERCAMBIO IONICO (CM-32). Se aplicaron 5 pg de protoína do cndn una de 

las tracciones de la columna de 1ntercamb10 1on1co (ver Figura 14¡. En el caml \, 2, 3, 

4, y 5, se muestran las tracciones FA. F8 . Fe. Fo y FE· respectivamente y en el carril 6, 

se muestran los marcadores de peso molecular. S indica el inicio del gel. El gel se 

tiñó con plata. 
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TABLA IV RECUPERACION DE LAS FRACClmlES CROMATOGRAFICAS 

OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO CM·32ª 

CANl IDAO 'iuDE 

FRACCIONES RECUPERADA mg RECUPERACION 

A 3.03 33.G 

B 1.51 16.8 

e 2.31 25.7 

D i.96 21. 7 

E 0.08 0.9 

Total 8.89 98.7 

a Se aplicaron 9 mg de veneno crudo. 

ACTIVIDAD 

FOSFOLIPASICAb 

+ 

++ 

tt+ 

+/-

b Determinado cualitativamente por el método de la placa de agarosaiyema de 

huevo/rodamina. 

1) Cromatografia de afinidad. 

La fracción e que proviene del intercambiodor iónico fue cromatograf1ada en la 

columna de afinidad Sepharosa 4B·inhibidor do Rosenthal. 28.9 mi de esta fracción 

se mezclaron con 1 mi de Tris 1 M pH 8.0 para a¡ustar el pH y se llevaron a un 

volumen de 50 mi con agua destilada. En la Figura 1C se muestra el portii 

cromatográfico que se obtuvo después de pasar por la resina de afinidad a la tracción 

C. Las lecturas de abso1bancia se realizarán a 230 nm en virtud de que las lecturas 

de absorbancia que se obtuvieron a 280 nm fueron muy bajas. El pico obtenido con 

ácido acético, asl como las otras fracciones del cromatograma. fueron concentradas 

por centrifugación utilizando filtros Ultrafree Me Filters (UF C3GC) con un tamaño de 

poro de 10,000. Una vez concentradas, se realizó un análisis electrotorético de cada 

una de ellas. 
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FIGURA 16. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD DE LA FllACCION e La 

fracción C que proviene de la columna de intercambio iónico (Figura 14) se 

recromatografió en la resina de afinidad. El sistema de elución que se ut1lizú aquí es 

el mismo que en la Figura 11. La actividad de fosfolipasa esta presente únicamente 

en las fracciones 44, 45 y 46 del pico e luido con ácido acético 0.1 M. 

39 



En la Figura 17 sa observó quo la fracción 15 lndepend1entementa da si está 

concentrada o diluida, no presentó ninguna banda de proteína. Sin embargo, on et 

tubo 45 de la fracción concentrada si 8pareció una bandCl protéica con un poso 

molecular de aproximadamente 35 kDa. A ambas lraccionos so los determinó la 

actividad fosfolipásica por el método t1tulométnco. La actividad espocilica fué de cero 

para la fracción 15 y de 630 U/mg para la lracción 45. 

Debido que el tubo 45 presentó únicamente una banda de proteína en el gel de 

poliacrilamida·SDS al 12.5 % y que presenta actividad fosfolipásica, se procedió a 

realizar dos electrotransferancías de esta fracción con diferentes concentraciones de 

proteína a una mBmbrana de immobilon con el ob¡eto de realizar la secuencia de 

aminoácidos de la protalna en este soporte. Los resultados obtenidos revolaron que 

la fosfolipasa tiono bloqueado el grupo amino terminal y por lo tanto no se pudo 

secuenciar. 
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FIGURA 17. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA·SDS AL 

12.5 % DE LAS FRACCIONES DE LA COLUMNA DE AFINIDAD 

SEPHAROSA 4i3-iNHl6iüOR DE f10SCtJTMAL. So ::!¡:\:c:!rc-·~ 1 0~11 i:-1'? rn11¡;:,i;tri1 

de las fracciones 15 y 4S que se obtuvieron de la columna de al1rndad después de 

haber pasado por intercambio iómco. Los carriles 1 y 8, muestran a los marcadores 

de peso molecular. Lvs carriles 2, 3 y 4 corresponden a la fracción 15 sin concentrar, 

concentrada y filtrada, respectivamente. Los carriles 5, 6 y 7. corresponden a la 

fracción 45 concentrada. sin concentrar y filtrada respectivamente. S indica el inicio 

del gel. El gel se tiñó con plata. 
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DISCUSION. 

Los venenos de las hormigLJs so11 los menos estudiados en compurnc1·.:ln con los 

venenos de otros grupos zoológicos. Una posible oxpi:cac16n a es\8. situación en el 

campo de la Toxinologia es sin dudd 4"º· el ven&no do las l1ormig3G en 1::1 mayorici do 

los casos, no ocasiona efectos espoctnculares nn sus victimas humnnuc: o en las 

especies útiles al hombro. En la gran mayorin de los casos ta inoculación de su 

veneno produce sólo molestias pasajeras, situación quo contrasta con los profundos 

efectos neuromusculmes producidos por el errv'enBnamien!o por a~.:-tcr.:i.nes, con !os 

cuadros necróticos y/o neurotóxicos causados por la mordedura de serpientes, o con 

tos divorsos cu.Jdros analdócticos que frecuontomen~P inducen !os encuentros con 

abejas y a.vispas. T.101bién, otro factor que ha inllu1do en 10 raqu111co ow <,;oiuJun1itl'nt0 

en este campo particular, es la dificultad qua impone esto Taxón no sólo p.:ira la 

clasificación de especies sino también para su identificación (Holldobler y col. 1990). 

Por supuesto, la dificultad técnica para la colección do canl1dncles suficientes de 

veneno se junta con las causas antes mencionadas. 

Esta Tesis pretende contribuir al conocimiento de la bioquímica genC'ral dol veneno 

de la hormiga P. rugosus; desarrollando alternativas para la purificación de la 

fosfolipasa A1 del veneno e iniciar su caracterización. Esta enzima fue seleccionada. 

entre los demás componentes del veneno, dado que las fosfolipasas A 1 han sido 

poco estudiadas, a diferencia de las de tipo A2 de múltiples fuentes que son bien 

conocidas. Además. por analogía de lo que ocurre en el veneno de: avispas. esta 

prot~írtd ~uUitifct itií1i1f p;c.plsd.:idc~ ~!crgó:-:!c.Jc. Es ¡""::'0rl:?til.t::i rAO::ílltrlr ClUP, el interés 

de los laboratorios involucrados (el nuestro, el del Dr. Possani y el del Dr Schmidt) va 

más allá de las metas aquí alcanzadas, por ejemplo. las toxinas especific"s para 

insectos. 

Primeramente, so realizó un estudio sistemático para distinguir los diferentes 

componentes protéicos del veneno en varios sistemas electroforét1cos. Se empicaron 

dos sistemas para la resolución de proteínas en condiciones nativas (sin SOS): on el 

sistema básico {Fig. 4) se observaron 8 bandas principales. en tanto que en el ácido 

{Fig. 5), las proteínas evidentes son 9. En el gel de poliacrilamida con SOS (F1g. 6), se 
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separaron 14 bandas conspicuas; este núnwro pudiera ser tomado como el mínimo 

de componentes protéicos en el veneno. La discrept!.ncia en ot número de bandas 

entre los diferentes sistemas eloctroforéticos pud1orn explicarse por las siguientes 

alternativas que no son excluyentes f!nt1e sí:\ 1) que las bandas quo encontramos en 

los geles cilíndricos (no desnaturalizantes) esl~n compuestas por más de una 

proteína y (2) que algunas proteínas no entran en los golas cilindncos (nativos) dado 

que su carga es similar al electrodo en que so mueven bs d8mils. 

El patrón electroforético reportado para P. rugosus en gel de gradiente (5-20 %) 

{Leluk y col., 1989) es muy similar al obtenido en nuestro labora1orio utilizando un !JAI 

al 12.5 '10 en presencia de SOS (14 bandas). En otras hormigas del mismo género 

como la P. mar/copa, y en P. badlus (Schmidt y col. 1978a; 1978b; Leluk y col. 

1989). el patrón fué similar al obtenido on geles de gradiente (15 y 13 bandas, 

respectivamente). Por otra parte, los componentes gl1cosilados de los venenos de P. 

rugosus y de P mar/copa son muy pocos (3 a 4 bandas), habiendo pequeñas 

diferencias en cuanto a la posición de las bandas (Leluk y col. 1989 y Schmidt y col. 

197Ba). 

El efecto tóxico del veneno total de la hormiga P. rugosus fue probado en 

ratones e insectos. El veneno fue letal para mamiferos (ratones) como ya se había 

descrito previamente (Evans y col. 1990;Schmidt y col., 1989b; Schmidl. J.O 1986: 

Schmidt y col. 1978b; Schmidt y col. 1989a). Si bien, por limitaciones del m<lterial 

biológico. no se oh111vn un 11?.1 1:v c:·.!~'l!i!:!~:·::: de !o. ¡:.-:.:cr.c;a {du:::.i:::. l1-;1c11 flll:!ata, DL50 J, 

el hecho de que todos los ratones inyectados con 100 pg hayan muerto indica quo el 

veneno de P. rugosus es altamente tóxico para los mam1leros Para ilustrar esta 

aseveración baste mencionar que la DL50 para ratones do los venenos d.e alacranes 

mexicanos peligrosos cae en el intervalo de 2 a 10 µg y la de las serpientes crottilidos 

de 10 a 100 i1g. En cualquier caso la do5is ~p!icada de veneno en o: ccJso de Jo~ 

ratones fué superior a la DL50 de 3 a 15 µg/ratón reportada por otros autores 

(Schmidt, J.0. 1986; Schmidt y col. 1989a). Además, se probó la toxicidad en grillos e 

isópodos; 1 O pg de veneno fueron tóxicos para los primeros y letales para los 

segundos. El análisis de la toxicidad de las diferentes fracciones del veneno 

obtenidas de la columna de filtración molecular confirmó los resultados obten'1dos con 
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el veneno sin fraccionar (ver Tabla 11) Hay que destacar que l0s distintas fracciones 

mostraron toxicidad diferencial l 1ucin las osµec·1os ensayndris en este trabajo. Esto 

resultado puede interpretarse como quo, en el veneno de la hormiga existen toxinas 

esp~cfticas para d:stintos grupos onimaies, como ocurre on el veneno de ulacrunos y 

arañas (Alagón y col., 1988: Grishin y col. 1989). 

Los ensayos enzimáticos real1Zados en diferentes géneros de hormigas tian 

revelado la prescnci3 d~ una gran variedad de enllmas (Schmidt y col 1978e, 

Schmidt y col. 1984a; Schmidt y col. 198Gb; Leluk y col 1989), entre las que se 

encuentran: fosfolipasa A, lipasa, osterasü, fosfatasa ácidn. fosfatas;:i nlc<1lina 

hla\üronidasa, iosíoaies1erasas y otras pretensas. 

Las fosfolipasas se han encontrado en los venenos de otros himenópteros. como 

las abejas y las avispas, así como on varios de alacranes y muchos de serpientes, 

generalmente con altos niveles de actividad (Schmidt y col. 1986b; Aniezcua. J. 1987. 

Sosa y col., 1979). La actividad fosfolipásica del veneno de la hormiga P. rugosus 

se determinó por dos sistemas diferentes y se encontrriron valores !2.n nitos como los 

repor1ados 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 detección in situ de la actividad de fosrolip.isa despuos de separar el veneno 

electroloréticamente (Fig. 7) mostró una sola banda con una masa molecular de 

35,000 Da. Su aspecto turbio P.r~ iri1J 1 i:-?~ 11.'~ ~e! que ¡::.0.5&ia ur1...i acriv1aao tipo A1 
(Roynaud, 1990). lo que so conlirmó directamente utliizanrJo substratos marcado> 

radioactivamente en una posición especifica. Esta actividad se encontraba 

principalmente en los venenos de avispas (King y col., 1982) y con 8<le es•~d·o ca 

exliende al veneno de las hormigas. De hecho, este hallazgo y que fa masa molecular 

sea similar a la de las avispas, es congruente con el origen evclut1•::- Ce ~.:::; 1;urmigas 

a par1ir de las avispas (Holldodler y col. 1990) y abre la pre¡¡unta sobre las 

propiedades alergénicas de la fosfolipasa A1 de hormiga y las relaciones anti¡¡ón1cas 

con las de avispas, que son potentes alergenos (King y col., 1978. 1933 r 198·:) 

La estrategia de purificación de la fosfolipasa del veneno de la hormiga P. 
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rugosus se realizó utilizando dos sistomns de purif1cac..:ión a base de tres columnns 

cromatográficns. En BI pnmer paso de purificación el veneno de In hormigo su 

fraccionó a través d 0 1 columna de filtmción on gel, on la quo se obtuvo una 

fracción con actividad fosfolipásica dospuós do aplicar un pulso de NaCI 1 M (fracción 

V). Posteriormente !ü fracción V ~e procesó en !a columnl"l de atinid<ld. [I análisis 

electroforético de diferentes fracciones dol cromatonrarna reveló Gas bandas en el 

pico eluido con ácido acético, lo cual indicó que la fosfohpasa del veneno no está 

pura. En virtud de esto, un procer:hmirnto ;1ltPrno tuP. utilizar como primer paso una 

columna de interc.Jmbio 1ontco En e~;:e c1so :d (lGl1v1dJ:d fosfol1pás1ca se encontró 

distribuida en dos fr11ccionns l;i 8 y !.1 C. r~1nc:o;-i 1 n·.cnl1' (vnr FiQlHrl , ..l) t ;¡ fr:'.!("Ciórj e 
de la columna de intercambio iónico se aplicó a líl columnJ de afinidad El pico 

obtenido de osL1 c'J!umna é11 ser éHlcJi1z3dO r:iectroforét1c;inir:n1e reveló soio una 

banda, con act1v.d.1d d•J fo-:.folrpas..-1 E-:>t.J frricc1ón fué c.)nci:rntré1d:1 i O Vf-1C•JS µar 

ultraldtrac1ón, C'Jn el ObJtHü de 1nmol"'lili2,1r a la pro:eina sobro una membrnnu 

(lmmobilon). pLJra re.::di. .~:r la sccut]r~cia de L1 r111~~rna. Do~~ ccncentrnciones diferentes 

rlP. esta protoina fueron inrnobí!izacJas sobre la m~·mbrana, rrtm su posterior análisis 

de scc~on..::.:1 Ce .:imlno.:'1:::ido:.:. Sin t:;",t;,irc_,o, est+:i aniilisi.s 110 se pudo realizar oor 

0ncontrarse rd grupo amiDo terminu! bloquerldo. En estudios fuluros, se tendrán que 

utilizar otras o::-,trategia'> alternativas para su secuenciaciación como !a generación de 

péptidos y !a dP.tern11nación 1ndi 1Jiclual de l.l secuencia de !os mismos. Hay que 

mencionar quo aun no existen reportes en la h!er:i:um de intentos de secuenc1nción 

de fosfolipasas t. 1 de venenos de av1spi1S, por lo que no se sabe si su grupo amino 

1ermina1 tamb1en esta bloqueado. 
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TABLA V. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASA 
DE AVISPAS, HORMIGAS Y OTRAS ESPECIES. 

ESPECIE 

AVISPAS: 

~ fÍQl.1"1& (Fabricius) 2 

HORMIGAS: 

poqonomvrmex ~ 1 

P(atvthyrea cribdaodjs 1 

Odontomachus hematodus 1 

Pogonomyrmex ~ 4 

OTRA ESPFCIFS· 

~ alamantius 3 

H~loderma suspcc:um 3 

1 Schmidl y col. , 1966b. 

2 Amezcua. J., 1987. 

3 Sosa y col. 1979 
4 Esta tesis 
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ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA 
Ulmg 

560.0 

169.6 

0.6 

94.0 

6.0 

0.7 

517.0 

15.12 

16.45 

537.60 
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