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1. RESUMEN 

 

Desde épocas precolombinas se conoce que algunas poblaciones indígenas 

sudamericanas usaban el veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus para aminorar 

los síntomas de la Artritis Reumatoide. La caracterización parcial de los componentes 

peptídicos de este veneno, mostró que contiene 12 proteínas siendo los más abundantes 

4 péptidos de bajo peso molecular. El uso del veneno completo o de los péptidos de bajo 

peso molecular han inducido una mejoría generalizada en pacientes con Artritis 

Reumatoide y una alta actividad anti-inflamatoria en el modelo animal respectivamente. 

En este proyecto nos enfocamos a la expresión de proteínas de fusión con uno de los 

péptidos de bajo peso molecular (AL1). Para ello se clonó la secuencia nucleotídica 

codificante a AL1 en los vectores de expresión procarióticos pMAL, pTWIN y pTYB y 

las clonas fueron secuenciadas para la confirmación de la secuencia nucleotídica. 

Posteriormente, los plásmidos recombinantes se transformaron en las cepas de 

Escherichia coli TB1 y ER2566 y  se realizó el análisis de la expresión del péptido AL1 

unido a la proteína de unión a maltosa (MBP) y a las Inteinas. Las tres proteínas de 

fusión fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 

al 7.5% y MBP-AL1 fue purificada mediante cromatografía de afinidad usando la resina 

de amilosa. Finalmente, se realizaron los ensayos de liberación del péptido AL1 

mediante el corte para la MBP con la proteasa Xa y para la Inteinas se utilizaron 

condiciones reductoras de pH 7 y con DTT a 25oC.  

 

Durante el desarrollo de la tesis se realizó exitosamente la expresión de las 

proteínas de fusión MBP-AL1, INTEINA1-AL1 e INTEINAC-AL1 en tres sistemas de 

expresión procarióticos. Además se realizó la purificación de la proteína de fusión MBP-

AL1 y desafortunadamente el péptido AL1 no se pudo separar en ninguna de las 

proteínas de fusión. La producción a futuro de este péptido AL1 requiere optimizar las 

condiciones de liberación, así como determinar el análisis funcional y su potencial 

actividad anti-inflamatoria lo que ofrece un producto farmacológicamente prometedor en 

el tratamiento de pacientes con enfermedades inflamatorias y Artritis Reumatoide. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Históricamente, la picadura de hormigas para tratar síntomas de Artritis 

Reumatoide se remonta a tiempos precolombinos donde evidencias populares indican 

que algunas poblaciones indígenas sudamericanas utilizaban el veneno de  la hormiga 

Pseudomyrmex triplarinus para aminorar los síntomas de la Artritis Reumatoide. Esta 

medicina tradicional es utilizada en áreas rurales de América del Sur y era una terapia 

común en la boca del Amazonas en las regiones montañosas superiores en el lado 

Atlántico de los Andes (Holzman, 1968). La hormiga Pseudomyrmex arboris-sanctae es 

mejor conocida como Pseudomyrmex triplarinus porque se asocia al árbol Triplarinus 

americana con el que establece una simbiosis habitando en la cavidad medular 

(Wheeler, 1942). El árbol es conocido en Brasil como "Tachi", en Perú como 

"Tangarana" y en Bolivia es popularmente conocido como "Palo Santo" o "Palo Diablo", 

debido a que las hormigas hospederas son muy agresivas con  herbívoros y depredadores 

por lo que dejan un círculo de protección alrededor del árbol (Schultz y Arnold, 1984). 

Los péptidos de menor peso molecular del veneno de P. triplarinus presentan una alta 

actividad anti-inflamatoria en el modelo animal de ratas inducidas con carragenina (Hink 

et al., 1994). La inyección de una fracción parcialmente purificada del veneno de la 

hormiga Pseudomyrmex sp mostró una supresión completa de la artritis en ratas (Schultz 

y Arnold, 1984). 

 

El uso del veneno de P. triplarinus ha mostrado una mejoría generalizada en 

pacientes con Artritis Reumatoide y los péptidos de bajo peso molecular una alta 

actividad anti-inflamatoria en el modelo animal de ratas respectivamente. Sin embargo, 

se ha detectado una alta variabilidad en el tratamiento administrado a pacientes. Por lo 

que la producción de estos péptidos en condiciones controladas de laboratorio permitirá 

el desarrollo de diversas drogas farmacológicas en el tratamiento de diferentes 

enfermedades anti-inflamatorias.  
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3. HIPÓTESIS 

 

La subclonación de la región nucleotídica que codifica para el péptido AL1 en vectores  

de expresión bacterianos permitirá la expresión y purificación de las proteínas de fusión 

con el péptido de bajo peso molecular AL1. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo General 

 

 

Expresar y purificar las proteínas de fusión con el péptido de bajo peso molecular AL1 

usando los sistemas de expresión procarióticos pMAL, IMPACT-TWIN e IMPACT-CN. 

 

4.2 Objetivos Particulares 

 

1. Clonación de la secuencia nucleotídica en los vectores procarióticos pMAL, pTWIN 

y pTYB 

 

2. Expresión de las proteínas de fusión con el péptido AL1 y análisis mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5% 

 

3. Purificación de las proteínas de fusión con el péptido AL1 usando cromatografía de 

afinidad con columnas de amilosa y quitina. 
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5. IMPORTANCIA 

 

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria que afecta en forma 

simétrica las articulaciones periféricas, con la presencia de sinovitis persistente, la cual 

conduce a daño articular y del hueso subcondral. El daño es muy variable, difícil de 

predecir y es una enfermedad incapacitante, por la deformidad articular y la 

sintomatología dolorosa que la acompaña. La AR es una enfermedad autoinmune de 

causa desconocida y multifactorial y las estrategias terapéuticas disponibles permiten 

solo cierto control sobre la progresión de la enfermedad y el tratamiento es de tipo 

paliativo, esta enfermedad puede aparecer a cualquier edad con una incidencia máxima 

en la tercera  y cuarta década de la vida la prevalecía en la población es del 0.8% por lo 

que se estima que el 80% de los pacientes desarrolla la enfermedad entre los 30 y 50 

años de edad y tiene una duración variable, irregular en general larga, por lo que es una 

enfermedad crónica y frecuente ya que de cada 100 mexicanos uno padece artritis 

reumatoide ( www.descope.com/reumatología/smr/p2). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

En general, los tratamientos actuales y disponibles en AR proporcionan alivio al 

dolor y reducción de la inflamación así como mejoría en el desarrollo de la enfermedad,  

 

 

pero ninguno es curativo y todos ellos provocan importantes y variadas reacciones 

adversas. Por lo tanto es de suma importancia encontrar nuevos tratamientos que 

ofrezcan  una ayuda eficaz en los síntomas y pronóstico de esta enfermedad. 

 

 La característica más importante del uso del veneno de P. triplarinus en el 

tratamiento de AR ha sido que produce una mejoría generalizada que en la mayoría de 

los casos se ha mantenido por espacio de seis meses, por lo que no necesita aplicarse 

Figura 1. Articulación afectada por Artritis Reumatoide. Se observa la membrana sinovial que 

recubre la articulación y es responsable del dolor e hinchazón frecuentes. La persistencia de la 

inflamación lleva consigo daños hasta el hueso subcondral. Tomado de Mayo Foundation for Medical 

Education and Reserch, www.medspain.com/n5_jun99/artritis_tto.htm.   
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continuamente como la mayoría de los medicamentos que se usan actualmente. Debido a 

lo anterior el veneno de P. triplarinus es un tratamiento de origen natural con muchas 

ventajas para su caracterización, estudio funcional y aplicación en el tratamiento de 

artritis reumatoide.  

 

La relevancia de este estudio en la expresión y purificación en el laboratorio del 

péptido de bajo peso molecular codificante a la subunidad mayor AL1 del veneno de P. 

triplarinus usando tres sistemas distintos de expresión procarióticos para la producción 

de este péptido en cantidades suficientes permitirá el análisis funcional valioso para el 

tratamiento así como el pronóstico de pacientes con diversas enfermedades inflamatorias 

y Artritis Reumatoide. 
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6. ANTECEDENTES 

 

El ser humano se ha interesado en el estudio de  venenos provenientes de 

Artrópodos y reptiles ya que el veneno en algunos casos presenta consecuencias fatales y 

en otros casos muestran efectos benéficos (Figura 1). El análisis de los componentes de 

diferentes venenos ha mostrado algunos péptidos con un fuerte e importante potencial 

terapéutico. La actividad biológica de los péptidos en los venenos puede ser citotóxica, 

antimicrobial o hemolítica en varios tipos de células bacteriales, fúngicas, de mamíferos 

y especialmente células sanguíneas. La especificidad biológica de cada péptido depende 

del ambiente en el cual es encontrado cada organismo. Los artrópodos venenosos han 

desarrollado un sistema ofensivo adicional en sus glándulas de veneno el cual en general 

contiene algunas enzimas, compuestos de bajo peso molecular, neurotoxinas, algunos 

péptidos antimicrobiales, citolíticos y toxinas las cuales son usadas como mecanismo 

rápido de inmovilización y/ó aniquilación de su presa o agresor (Lewis y García, 2003). 

 

La actividad hemolítica del veneno de abejas, avispas y hormigas ha sido 

observada desde hace mas de tres décadas, el veneno de himenópteros picadores 

contienen una variedad de sustancias biológicamente activas como neurotoxínas, 

quininas, hemolisinas, compuestos de bajo peso molecular como la histamina y la 

serotonina, también contiene altos niveles de hialuronidasa y fosfolipasas. Cada vez más 

péptidos activos han sido identificados y caracterizados por ser blancos potenciales para 

el desarrollo de diversas drogas farmacológicas que ayudan de algún modo en el 

tratamiento de diferentes enfermedades. 

 

 

 
 

 

 

 

  

Figura 2. El veneno contiene péptidos con potencial terapéutico. Los aparatos venenosos como arpones, 

nematocistos, dientes y estiletes del caracol, la anémona, la serpiente, la araña y el escorpión están altamente 

adaptados y desarrollados en los diferentes organismos. 
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6.1 Venenos de serpientes 

  

Existen cerca de 2000 diferentes tipos de serpientes, cerca de 300 son conocidas 

por ser venenosas y son clasificadas de acuerdo a las características morfológicas en 

cinco familias: Crotalidae (Figura 2), Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae y Colubridae.  

El veneno de las serpientes venenosas usualmente contiene proteínas enzimáticas, no 

enzimáticas y neurotoxinas. Las fracciones proteínicas son biológicamente más 

importantes; muchas de las enzimas son hidrolíticas en la naturaleza a excepción de L-

amino acid oxidasa, el cual causa desaminaciones oxidativas de aminoácidos que 

facilitan el daño en el tejido de la presa y le ayuda a una digestión eventual. Algunas 

enzimas también participan activamente en la coagulación sanguínea, anticoagulación, 

hemorragias, hemólisis, acción autofarmacológica y en la lisis de células y membranas 

mitocondriales (Tu 1977). 

 

 

 

La composición del veneno en las serpientes es una solución compleja compuesta 

de diferentes proteínas y componentes no proteicos pueden ser divididos en 

constituyentes inorgánicos como cationes y aniones, sodio, los metales divalentes actúan 

como cofactores para muchas actividades enzimáticas y biológicas (Devi, 1968, 

Friederich y Tu, 1971). Las proteasas son metaloproteínas que contienen Ca y Zn; el Ca 

es usado para la activación de fosfolipasa A2 (Boffa et al.,1969, Augustyn et al., 1970) y 

es necesario para la activación del factor hemolítico directo ( Mirsalikhova et al., 1975). 

Además contienen constituyentes orgánicos como aminoácidos libres, péptidos 

pequeños, nucleótidos y compuestos de adenosina y guanosina (Doery, 1957) así como 

carbohidratos en forma de glicoproteínas (Basu et al., 1970). Estudios realizados por 

Braganca y Patel en 1965 indican que las neurotoxinas en las cobras son glicoproteínas. 

Los venenos son glicoproteínas como el coagulante sanguíneo Arbin aislado del veneno 

de Agkistrodon rhodostoma (Hatton, 1973).  

Figura 3. Veneno de la Serpiente de Cascabel perteneciente a la Familia Crotalidae. Las serpientes 

inyectan el veneno letal por la acción de una mordedura a través de dos colmillos altamente 

desarrollados. 
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Se encontraron también azúcares neutros (galactosa, manosa y mucosa), amino 

azúcar (glucosamina) y ácido sialico (ácido acetilneuramínico; Oshima e Iwanaga, 

1969),  lípidos principalmente los fosfolípidos y fosfatidilcolina. Las aminas biogénicas  

son las causantes de la producción de dolor  en el sitio de la mordedura como 

bradiquinina, histamina, 4-hidroxitriptamina, N-metiltriptamina, N,N-dimetil-5-

hidroxitriptamina (bufotenina), N-metil-5-hidroxitriptamina y serotonina (Welsh, 1966).   

Las proteínas que forman el veneno de serpientes como las enzimas son 

principalmente la fosfolipasa A2 presente en todas las serpientes venenosas. El antisuero 

específico contra el veneno de una especie en particular inhibe la actividad fosfolipasa 

A2 del veneno de especies cercanas, pero falla suprimiendo la actividad fosfolipasa A2 de 

venenos de otras familias. Los efectos biológicos de la fosfolipasa A2 sobre la 

mitocondria es el principal factor que interrumpe la cadena transportadora de electrones 

y la integridad de la estructura mitocondrial. La fosfolipasa A2 causa solubilización de la 

membrana mitocondrial  (Salach et al., 1971) causando efecto sobre nervios y músculos 

(Rosemberg y Ehrenpreis, 1961; Rosenberg y Dettbarn, 1964). Además la fosfolipasa A2 

bloquea la actividad eléctrica y facilita la penetración de acetilcolina dentro de los 

axones dando como resultado la hidrólisis fosfolipídica en los axones (Condrea et al., 

1967). 

La presencia de la fosfomonoésterasa es muy común en el veneno de serpientes 

así como la fosfatasa ácida y la alcalina (Tu y Chua, 1966). Otra de las enzimas es la 

acetilcolinésterasa presente en algunos venenos de serpientes y es común en nervios, 

suero eritrocitos y en la retina, la acetilcolinesterasa esta involucrada en la transmisión 

nerviosa pero no es responsable de la acción neurotóxica de los venenos de serpientes 

(Yang et al., 1960). 

La utilización de péptidos provenientes de venenos de serpientes venenosas para 

enfermedades cardiovasculares es uno de primeros ejemplos exitosos como captopril 

(Capoten; Anakena) que inhibe la conversión de la enzima angiotensina I (iECA), una 

enzima esencial para la producción de angiotensina II, es un vasocontrictor asociado con 

la hipertensión. Los inhibidores ECA son una importante clase de agentes 

antihipertensivos (Dei et al., 2003). Péptidos provenientes de la mamba verde 

Dendroapsis augustceps también han sido observadas por tener potencial terapéutico 

(Chen et al., 2002). El veneno de serpientes se ha utilizado también para el desarrollo de 

un nuevo antitrombótico que actúa como antagonista competitivo del unión al ligando 

(por ejemplo el fibrinógeno) a integrina αIIb3 sobre plaquetas activadas. Existen 

formulados intravenosos que son utilizados  clínicamente (Hatman et al., 1992). Los 

venenos de serpientes son conocidos también por contener péptidos con propiedades 

anti-hemorrágicas esto incluye a la Textilita un nuevo inhibidor serina proteasa 

antifibrinolítico común en el veneno de la serpiente café Pseudonaja textiles 

(Filippovich et al., 2002). Este péptido es utilizado como anticoagulante en las cirugías 

de corazón abierto. Se han encontrado muchos factores hemostáticos en venenos de 

serpientes que han sido utilizados en el diagnóstico para medir los niveles de 
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fibrinógeno, protrombina, factores sanguíneos y proteína C asociada a desordenes 

hemostáticos (Sharpe et al., 2001). 

6.2 Venenos de Himenópteros 

Los himenópteros están divididos en: avispas parásitas (Ichneumonidae y 

Braconidae), las avispa araña (Pompilidae), las hormigas (Formicidae) las avipas 

(Vespidae y Eumenidae) y las abejas y abejorros (Apidae) (Figura 3). Los venenos 

constituyen un grupo donde una de las características principales de su veneno es para 

defensa o para capturar a su presa. 

       A   B   C  

 

 

Alrededor de tres décadas atrás, las actividades hemolíticas habían sido 

observadas en venenos de diferentes abejas, avispas y hormigas (Bettini, 1978). Los 

insectos himenópteros picadores mejor investigados son las abejas  Apis mellifera 

(Castells, 1998). Los venenos de los himenópteros picadores contienen una variedad de 

sustancias biológicamente activas. Así mismo también contienen altos niveles de 

hialuronidasa, fosfolipasa, quininas neurotóxicas, hemolisinas y compuestos de bajo 

peso molecular como la histamina y la serotonina (Piek, 1986). Una gran cantidad de 

péptidos citolíticamente activos han sido identificados y caracterizados.  

Uno de los péptidos citolíticos mejor investigados de la familia de abejas es la 

melitina un componente del veneno de la abeja mielera Apis mellifera (Habermann et 

al., 1967 y Kreil, 1975). El 40% del peso seco de la abeja mielera es la melitina  en el 

veneno seguido por la fosfolipasa A2 con 10-12% (Banks et al., 1986). Este péptido 

causa la lisis de eritrocitos de diferentes especies e induce a la liberación de histamina de 

las células mastociticas y facilita la actividad de fosfolipasa A2 (Habermann, 1972). La 

melitina interactúa con muchas proteínas como la cadmodulina (Kataoka et al., 1989), la 

calsequestrina (He et al., 1993), lípidos cargados negativamente y gangliósidos 

(Dempsey, 1990 y Chatterjee et al., 2002). La melitina mostró actividad insecticida 

contra D. melanogaster, actividad antimicrobial para bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas y para hongos en rangos micromolares. La actividad de este péptido citolítico 

es muy parecida a los péptidos de venenos de arañas (Moerman et al., 2002, Kuhn-

Nentwing, 2002, Fennell et al., 1968 y Mitchell et al., 1971). 

Figura 4. Venenos de Himenópteros. Las avispas (A) utilizan su veneno para capturar a sus presas y 

para defenderse. Los abejorros (B) y las abejas (C) utilizan su veneno principalmente como defensa de sus 

colonias contra sus agresores vertebrados e invertebrados. Estos himenópteros inyectan el veneno por 

medio de un aguijón o estilete. Tomado de www.bugInfo.com y www.mancina.vispa.com/cleveland 
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Las avispas sociales y las solitarias de las familias Vespidae y Eumenidae así 

como la avispa araña solitaria de la familia Pompilidae utilizan sus venenos para 

capturar a sus presas y para defenderse. En contraste con las avispas sociales las cuales 

se alimentan de una pulpa incubada en su presa, las avispas solitarias paralizan a su 

presa para alimentar a sus larvas. Muchos péptidos citolíticos del veneno de las avispas 

sociales han sido caracterizados por ejemplo el mastoparan  de Vespula lewinsii (Hirai et 

al., 1979), mastoparan B de Vespa basalis (Ho et al., 1991) mastoparan M, mastoparan 

X, mastoparan C y crabrolina, HR-I y II, polistes masoparan, eumenine masoparan y 

anoplin. Todos estos mastoparanes y HR-I adoptan una estructura α-helicoidal 

compuesta de 14 residuos con dos o cuatro aminoácidos catiónicos. Entre las actividades 

biológicas que presentan los mastoparanos tienen una baja lisis celular, degranulación de 

las células mastocíticas y liberación de histamina lo que promueve la facilitación de la 

fosfolipasa A2 de diferentes orígenes (Argiolas et al., 1983) y la activación de GTP 

unido a proteínas (Higachijima et al., 1988). Los mastoparanes D y los análogos son 

bactericidas. La Crabrolina es menos hemolítica y menos activa en la liberación de 

histamina; la conformación α-helicoidal es necesaria para la actividad hemolítica pero 

no es prerrequisito para la actividad bactericida (Argiolas et al., 1984, Krishnakumari y 

Nagaraj 1997). La Anoplina tiene también actividad antibacterial, liberación de 

histamina y niveles muy altos de actividad hemolítica. 

 

 

6.3 Venenos de hormigas 

 

 

Las hormigas picadoras de diferentes subfamilias como Ponericinae, 

Myrmicinae, Ecitoninae, Pseudomyrmecinae y Myrmeciinae poseen un veneno 

complejo y rico en hialuronidasa, fosfolipasa, neurotoxina, histamina y compuestos de 

menor peso molecular, hemolisinas responsables de causar daño a los eritrocitos (Blum 

y Hermann, 1978 y Schmidt, 1986) lo cual ha despertado el interes en la búsqueda de 

nuevos péptidos antimicrobiales y terapéuticos. 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 5. Hormiga Pachycondila goeldi capturando a su presa. El veneno de esta hormiga contiene 

péptidos antimicrobiales e insecticidas los cuales han sido aislados y caracterizados. 
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Las hormigas usan sus venenos para capturar a su presa, como estrategia de 

defensa contra predadores vertebrados e invertebrados y para comunicación. Las presas 

sometidas, paralizadas o asesinadas son llevadas al interior de las colonias completa o en 

piezas pequeñas y son usadas directamente como alimento para adultos o para sus 

larvas. El primer reporte sobre el aislamiento y caracterización de péptidos 

antibacteriales del veneno de hormigas fue obtenido de Pachycondila goeldi una 

hormiga Ponericinae de la Guyana Francesa (Figura 4). 15 péptidos fueron obtenidos del 

veneno de esta hormiga y denominados ponericinas. Estos fueron clasificados en tres 

diferentes familias de péptidos insecticidas y antibacteriales de las glándulas de veneno, 

nombradas ponericinas G, W y L (Orivel et al., 2001). Las ponericinas muestran pesos 

moleculares entre 1.8 y 3.4 kDa y consisten de 18 a 30 aminoácidos que están presentes 

en concentraciones de 0.3–23 mM en el veneno. Las ponericinas G están compuestas de 

siete diferentes péptidos que tienen una alta similitud en sus secuencias y también con la 

cecroponina. La comparación de las ponericinas W1-6 con la gaegurina 5 un péptido 

antimicrobial de la rana Rana rugosa (Park et al., 1994) y con la melitina mostró un 

70% de similitud en sus secuencias aminoácidicas. Las ponericinas L1 y 2 son similares 

para la familia dermaseptina proveniente de la piel de la rana Phyllomedusa sauvagii  

 

6.4 Veneno de la hormiga P. triplarinus 

 

 

 

 

Históricamente, la picadura de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus para tratar 

síntomas de Artritis Reumatoide se remonta a tiempos precolombinos donde evidencias 

populares indican que algunas poblaciones indígenas sudamericanas utilizaban el veneno 

de esta hormiga para aminorar los síntomas de la Artritis Reumatoide. Esta medicina 

tradicional es utilizada en áreas rurales de América del Sur y era una terapia común en la 

Figura 6. Hormiga Pseudomyrmecinae, Pseudomyrmex triplarinus. El veneno de esta hormiga ha sido 

utilizado como terapia contra enfermedades inflamatorias por indígenas sudamericanos y se localiza 

estableciendo una simbiosis con en el árbol Triplaris americana. 
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boca del Amazonas en las regiones montañosas superiores en el lado Atlántico de los 

Andes. La hormiga Pseudomyrmex arboris-sanctae es conocida como Pseudomyrmex 

triplarinus ya que se le encuentra siempre asociada a los árboles Polygonaceae 

(Triplaris americana). Este es un árbol nativo comúnmente localizado en varias regiones 

de Sudamérica como Brasil, Bolivia y Perú. Es conocido en  Brasil como "Tachi", en 

Perú como "Tangarana" y en Bolivia es popularmente conocido como "Palo Santo" o 

"Palo Diablo", debido a que las hormigas hospederas son muy agresivas con  herbívoros 

y depredadores por lo que dejan un círculo de protección alrededor del árbol que permite 

la mejor obtención de nutrientes del árbol (Wheeler 1942).  

El veneno de estas hormigas esta contenido en un saco abdominal  y es inyectado  

dentro de la víctima por un aguijón o estilete retractable en el interior del abdomen 

(Figura 6) la reacción local se muestra como un eritema seguido por un edema en 

ocasiones puede durar días (Lewis y De la Lande, 1967). 

 
 

 

 

El veneno de P. triplarinus es un liquido cristalino, bacteriológicamente estéril, 

de pH 5.8 y químicamente estable. Este contiene un polisacárido (PS) estable al calor 

que es obtenido por precipitación con alcohol etílico, soluble en glicol propilénico y 

glicerol. El polisacárido (PS) precipitado del veneno de P. triplarinus con alcohol etanol 

a 0 oC contiene manosa, N-acetilglucosamina, galactosa, fucosa,  N-acetilgalactosamina 

y glucosa, además de un alto contenido de ácido hexurónico, que da al PS una carga neta 

negativa (Shultz y Arnold 1978).  

 

El análisis de los componentes del veneno de la hormiga Pseudomyrmex 

comparado con el de abejas, avispas y otras hormigas presenta una alta actividad de 

fosfolipasa  así como una mediana actividad hemolítica (Schmidt, 1986). 

 

 

 

6.5 Uso de venenos en Artritis Reumatoide 

 

 

En el tratamiento de la Artritis Reumatoide se ha usado el veneno de abejas, 

como un agente anti-inflamatorio (Thompson 1933, Beck 1935 y Mraz 1982). Sin 

embargo, el veneno de la abeja y la avispa fue efectivo inhibiendo la artritis solo en 

Figura 7. Estilete de la hormiga P. triplarinus. La imagen muestra la región abdominal donde se 

encuentra localizado el estilete retráctil altamente desarrollado inyector del veneno.   
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algunos experimentos (Chang y Bliven, 1979) y fue más efectivo inhibiendo el 

adyuvante que induce a artritis en ratas hembras Lewis, en donde la inflamación no fue 

eliminada totalmente (Eiseman et al., 1982). El mecanismo de acción para éstos venenos 

es conocido por estimular la glándula suprarrenal con la producción y aumento de los 

niveles de cortisona en suero (Tu 1977, Vick y Shipman, 1972). Esto es similar a la 

inyección de esteroides, este mecanismo fue evaluado primeramente por el Dr. Hans 

Selye en los años cuarenta, en el fenómeno de stress.  

 

En 1968, Holzmann un médico alemán que vivía en América del Sur usó el 

veneno de éstas hormigas para tratar la artritis reumatoide que padecía observando una 

mejoría generalizada, este trabajo permitió iniciar diversos estudios con el veneno de 

estas hormigas encontrando efectos benéficos en pacientes artríticos a quienes les 

administró el veneno de la hormiga (resultados no publicados). 

 

Los extractos de estas hormigas presentaron actividad anti-inflamatoria usando el 

modelo de edema en ratas inducidas con carragenina (Winter et al., 1962). Las ratas 

tratadas mostraron  mejoría en la pata trasera y en el tamaño de la inflamación, este 

estudio fue confirmado en 1975 por Charles Sisk y Harvey Brown en un doble estudio 

ciego llevado a cabo en 30 pacientes. La administración del veneno mostró mejoría 

significativa.  La inyección de una fracción del veneno de la hormiga Pseudomyrmex sp.  

parcialmente purificado fue administrado a la ratas Sprague-Dawley inducidas a artritis 

con adyuvante de Freud´s mostrando una supresión completa de la artritis (Schultz y 

Arnold, 1984). 

 

Posteriormente, Altman y cols de la División de Artritis de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Miami, realizaron un doble ciego controlado con 30 

pacientes con artritis reumatoide clásica por el criterio de ARA (Ropes et al., 1958). La 

preparación del veneno consistió en un extracto alcohólico del veneno de la hormiga 15 

pacientes control recibieron 0.1mg de histamina fosfato por inyección para estimular los 

efectos del veneno de la hormiga (testigo negativo). El veneno o placebo fue 

administrado subcutáneamente de la siguiente manera: 0.1ml el primer día 

incrementando la dosis hasta 1ml por día durante 5 días, 1ml del 6to al 14vo día. La 

actividad reumatoide fue medida en base al criterio descrito por Lansbury en 1956 y 

1958.  Los resultados mostraron que después de 14 días de tratamiento, la rigidez 

matutina disminuyó en un 78%, la fatiga no sufrió cambios, la fuerza de presión mejoró 

un 22% y las articulaciones sensibles al dolor bajaron de 24 a 3 en el índice articular de 

Ritchie. Esta mejoría generalizada frecuentemente se mantuvo por espacio de 6 meses, 

sin embargo el factor reumatoide, y los niveles de colesterol no se modificaron (Altman 

et al., 1982 y 1984).  
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6.6 Caracterización del veneno de P. triplarinus 

 

 

Una fracción parcialmente purificada del veneno de la hormiga Pseudomyrmex 

triplarinus fue aplicada en 10 pacientes con artritis reumatoide. Estos pacientes tratados 

mostraron una mejoría estadísticamente significativa en la rigidez matutina, el índice de 

Ritchie y en la intensidad del dolor. Las reacciones adversas se limitaron a eritema en el 

sitio de la inyección en todos los pacientes y prurito local con fiebre en un paciente 

(Astorga, 1992). La eficacia y seguridad del extracto del veneno parcialmente purificado 

fue probado en 15 pacientes con artritis reumatoide activa, que tenían tratamiento con 

medicamentos anti-inflamatorios y en algunos casos con metrotexate. Los resultados 

mostraron una mejoría significativa en el número de articulaciones afectadas así como el 

índice de Ritchie, rigidez matinal y la intensidad del dolor. Dos pacientes 

experimentaron reacciones moderadas locales y no se encontraron alteraciones en las 

pruebas de laboratorio clínico de los pacientes durante este estudio (Burgos y Vargas, 

1993). 

 

 La caracterización parcial de componentes peptídicos del veneno de P. 

triplarinus mostró que el veneno contiene 12 proteínas de 4200 a > 100 000 Da, con 

cuatro proteínas abundantes que fueron aisladas y purificadas mediante cromatografía de 

baja presión (Hink et al., 1994). Los péptidos de menor peso molecular del veneno 

mostraron una alta actividad anti-inflamatoria en ratas inducidas con carragenina. 

Desafortunadamente, el tratamiento clínico en pacientes tratados con estos péptidos 

purificados mostraron resultados no reproducibles que requieren ser confirmados para 

evitar las variaciones y los problemas técnicos que se encontraron en  los pacientes que 

recibieron el tratamiento (R. Kinsolving comunicación personal).  

 

El análisis reciente de los péptidos de bajo peso molecular permitió aislar seis 

isoformas diferentes del veneno de la hormiga Pseudomyrmex triplarinus con pesos 

moleculares que varían entre 6998 y 7142 Da. Estas isoformas denominadas Mirmexinas 

I-VI están constituidas de diferentes heterodímeros formados de una  subunidad pequeña 

(SS1,SS2 ó SS3) unida mediante puente disulfuro a la subunidad mayor (LS1 ó LS2) en 

diferentes combinaciones. El análisis funcional con una dosis de 12 mg/kg del veneno 

completo proporcionó un 82% de actividad anti-inflamatoria en el modelo animal. La 

dosis correspondiente de Mirmexinas (5.4mg/kg) mostró solamente un 52% actividad 

anti-inflamatoria y el incremento de la dosis de Mirmexinas a 9.8mg/kg aumentó la 

actividad anti-inflamatoria hasta un 90% (Pan y Hink, 2000). 
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6.7 Clonación molecular de las secuencias nucleotídicas de los péptidos de bajo peso 

molecular del veneno de la hormiga P. triplarinus 

 

 

En nuestro laboratorio hemos llevado a cabo el análisis molecular y disección 

morfológica de las hormigas Pseudomyrmex triplarinus colectadas en Santa Cruz de la 

Sierra, Bolivia. Las hormigas fueron observadas morfológicamente y disectadas para el 

análisis de cada una de las estructuras cabeza, tórax y abdomen con la presencia de un 

pecíolo y post-pecíolo, un estílete bien desarrollado y un surco metabasitarsal ausente 

características que permiten identificar la subfamilia Pseudomyrmicinae utilizando las 

claves taxonómicas de Bolton, 1994.  

 

Además, llevamos a cabo la elusión del veneno y extraído de las esponjas de 

teflón para su posterior liofilización y análisis de los componentes protéicos del veneno 

mediante electroforesis SDS-PAGE donde se verificó las 4 bandas más abundantes 

descritas anteriormente por Hink et al., en 1994 y donde los péptidos de bajo peso 

molecular presentaron una movilidad electroforética de aproximadamente 6998 Da. Las 

secuencias nucleotídicas codificantes para los péptidos de bajo peso molecular se 

obtuvieron con oligonucleótidos específicos de las secuencias que codifican para los 

péptidos SS1 y AL1 utilizando la tabla de uso de codones más frecuentes en Escherichia 

coli y Drosophila melanogaster. Las secuencias nucleotídicas que codifican a los 

péptidos menor SS1 y mayor AL1 fueron clonadas en el vector pCR 2.1 TOPO y 

secuenciadas para verificar la identidad de 87bp para SS1 y 99bp para AL1 (Flores-

Espínola y Salinas, 2002). 

 

Debido al potencial terapéutico de los péptidos de bajo peso molecular del 

veneno de la hormiga P. triplarinus en este proyecto nos enfocamos en la expresión y 

purificación de proteínas de fusión con el péptido de bajo peso molecular AL1 en tres 

sistemas de expresión procarióticos de Escherichia coli. 
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11. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

11.1 Construcción de los plásmidos recombinantes pMAL-AL1, pTWIN-AL1 y 

pTYB-AL1 

 

11.1.1 Preparación de los vectores plasmídicos 

 

El vector plasmídico pMAL fue digerido con las enzimas de restricción  XmnI y 

EcoRI y los vectores plasmídicos pTWIN y pTYB fueron digeridos con las enzimas 

SapI y PstI como se muestra en la Figura 8. Se digirió 1g de cada plásmido con las 

enzimas correspondientes y después fueron purificados utilizando columnas Wizard® de 

Promega como se describe a continuación. La purificación del producto amplificado 

mediante PCR de la secuencia codificante AL1 y digerido con EcoRI se realizó en 

medio líquido colocando 50l (20ng/l) AL1 y 50l de solución de unión a membrana. 

Para la purificación de los vectores pMAL, pTWIN y pTYB se realizó la electroforesis 

agarosa preparativa al 0.8% en gel de agarosa. Del gel se extrajo la banda de interés la 

cual fue pesada para adicionarle 10l de solución de unión a membrana por cada 10mg 

de gel de agarosa, se mezcló y se incubó a 60oC por 10 min hasta que se disolvió 

completamente la agarosa. Para ambas purificaciones (líquida y de gel) se continuó 

transfiriendo el líquido conteniendo DNA y la solución de unión a membrana a la 

columna de purificación donde se incubó por 1 min a temperatura ambiente para luego 

ser centrifugado por 1 min. a 10,000 rpm, el sobrenadante fue desechado por 

decantación, y la columna reinsertada en el tubo, luego se agregaron 700l y después 

500l  de solución de lavado de membrana a la columna, se centrifugó a 10,000 rpm por 

1 min en cada lavado se desecho el sobrenadante, después del último lavado la columna 

fue transferida a un tubo limpio de 1.5ml y se adicionaron 50l de H2O miliQ se incubó 

por 1 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 10,000 rpm para la eluir el DNA el 

cual fue almacenado a -20oC. 

 

 

11.1.2 Obtención de los insertos codificantes al péptido AL1 

 

 

Para la construcción del plásmido recombinante pMAL-AL1 se diseñó un 

oligonucleótido adaptador en el extremo 3’ con un sitio de restricción EcoRI y un codón 

de terminación (TGA). Se utilizaron los programas Oligo 5.0 para el cálculo de la 

temperatura de alineamiento (Tm) y Amplify 1.2 como simulador del PCR virtual para 

determinar la estabilidad de los oligonucleótidos. La reacción de PCR fue ensamblada 

(Barrera y cols, 1993) para amplificar la secuencia que codifica para el péptido AL1 

(Flores-Espinola, 2002) a partir del DNA plasmídico TOPO-LS1. Se colocaron 50ng del 

plásmido TOPO-LS1 como DNA templado, 0.5l de cada oligonucleótido 10M, 5l de 

Buffer Hi Fi 10X, 0.5l de dNTPs 10mM, 2l MgSO4 50mM, 0.25l de enzima 

Platinum® Taq DNA polimerasa de Alta Fidelidad (5U/l) de Invitrogen (Carlsbad, CA. 

E.U.A.) y 39.75l de H2O miliQ. La reacción fue colocada en el termociclador (Hybaid 
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HBP 110 serie 19612), bajo el programa B17 LS1stop que consiste de un ciclo con una 

temperatura desnaturalizante de 94oC/1 min., 30 ciclos de: la temperatura 

desnaturalizante de 94oC/ 1 min., 66oC/1 min. y 72oC/1 min., y un ciclo de extensión de 

72oC/ 5 min. Posteriormente, 100ng del producto amplificado AL1 fueron digeridos con 

0.3l de la enzima de restricción EcoRI 20U/l de New England Biolabs (California, 

E.U.A.) creando un extremo cohesivo (Figura 8A), el producto digerido fue purificado 

utilizando las columnas Wizard® de Promega (Madison Wi, E.U.A.). El producto de 

PCR obtenido fue cuantificado y visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1.2%. 

 

Para las construcciones de los plásmidos pTWIN-AL1 y pTYB-AL1, se 

diseñaron dos oligonucleótidos que codifican el péptido AL1. Estos oligonucleótidos 

denominados 5’AL1TWIN de 109pb y 3’AL1TWIN de 102pb se resuspendieron en TE 

1X a una concentración 1g/l y se realizó la reacción de el alineamiento como se 

describe en la Tabla I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para permitir el alineamiento de los oligonucleótidos (Figura 8B) se colocó la 

reacción en el termociclador (Hybaid HBP 110 serie 19612) por un ciclo en el que la 

temperatura fue decreciendo de 880C/ 2 min., 650C/ 10 min., 550C/ 1 min. y  370C/ 10 

min. Posteriormente, se dejó la reacción alineada toda la noche a temperatura ambiente, 

se tomo 1l del alineamiento y fue visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1.2%.  

 

 

11.1.3 Ligación de los vectores plasmídicos con el inserto (AL1) 

 

 

Se realizó la reacción de ligación en un radio molar 1:3 como se muestra en la 

Tabla II (plásmido–inserto), utilizando T4 DNA ligasa Invitrogen (Carlsbad California, 

EUA). La ligación se incubó por 24 horas toda la noche a 14oC siguiendo el protocolo de 

Focus on Aplications, T4 DNA Polymerase, Technical Bulletin 18005-2 (1994) Life 

Technologies, Incorporated. Posteriormente 2.5l de cada ligación fue transformada con 

50l de bacterias Escherichia coli  DH5 Ca++ previamente preparadas como se 

Oligo 1 (1g/l) 5l  

Oligo 2 (1g/l) 5l  

Tris-HCL1M 6.6l   

MgCl2 0.25mM 5.2l 

DTT 1.0M 0.6l 

EDTA 0.5M 0.26l 

H2O miliQ 77.34l 

Total 100l 

Tabla I. Reacción de alineamiento de los 

oligonucleótidos 
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describe en la siguiente sección. Estos se incubaron por 20min en hielo, se realizó el 

choque térmico a 42oC por 1min 30 seguido por 5min en hielo, se adicionaron 200l de 

medio Luria Bertoni (LB), y se dejaron en agitación a 37oC por 30min, luego se 

centrifugaron a 14000rpm por 20seg., se descartaron 200l y la pastilla fue diluida en el 

sobrenadante restante y después plaqueda en cajas con LB+ ampicilina (50mg/ml) y para 

las transformaciones de pMAL-AL1 se adicionó a las placas + X-gal (40mg/ml). La 

transformación  de la ligación pMAL-AL1 en la cepa calcio competente Escherichia coli 

DH5 permitió seleccionar clonas mediante complementación  en donde las colonias 

blancas son las posibles clonas positivas debido a que la presencia del inserto dentro del 

vector hace que el marco de lectura de -gal se interrumpa y no utilice el sustrato X-gal 

para la reacción colorimétrica que proporciona el color azul.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.1.4 Preparación de bacterias Ca++ Competentes  

 

Se inocularon a partir de una colonia bacteriana de E. coli DH5P10, XL1 y 

cepas especiales para expresión E. coli TB1 y ER2566 3 ml de medio LB estéril sin 

antibiótico, se incubó a 37°C toda la noche con agitación constante (250 rpm). 

Posteriormente, a 100 ml de medio LB sin antibiótico en un matraz Erlenmeyer, se 

inoculó con 1/100 del cultivo de toda la noche (1 ml), se tomó una alícuota de 1 ml y 

guardo a 4°C, se incubó el matraz de 2-3 hrs. a 37°C agitando a 250 rpm hasta alcanzar 

una absorbancia del cultivo correspondiente a 0.3-0.4 midiendo con una longitud de 

onda de 590-600nm usando como blanco la primera alícuota guardada a 4°C. 

Posteriormente, 50 ml del cultivo a un tubo Falcon de 50 ml frío, fue centrifugado 8 min 

a 5000rpm y 4°C, eliminando el sobrenadante por decantación, el tubo fue colocado en 

hielo y el paquete celular resuspendido en 1/5 del volumen de cultivo inicial (20 ml) de 

CaCl2 0.1M frío e incubado en hielo por 30 min, luego fue centrifugado por 8 min a 

5000 rpm y 4°C, eliminando el sobrenadante por decantación y el paquete celular se 

resuspendió en 1/5 del volumen de CaCl2 del paso anterior (4 ml) de CaCl2 0.1M frío, se 

verificó la eficiencia de transformación con 1ng del plásmido pUC18, se guardaron las 

bacterias Ca++ competentes a -70°C con glicerol al 15%. (Sambrook et al.,1989 y 

Mandel et al., 1970) 

 

 

Plásmido Relación molar 

1:3  

Transformación 

Cepas Ca++  

pMAL-AL1  43ng:2ng DH5 

pTWIN-AL1 43ng:5ng TOP 10 

pTYB-AL1 43ng:5ng XL1  

TABLA II. Ligación de los vectores plasmídicos 

con el inserto AL1     
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Figura 8. Estrategia para la construcción de los plásmidos recombinantes pMAL-AL1, pTWIN – 

AL1 y pTYB – AL1. A) La estrategia para la construcción de pMAL-AL1 consistió en amplificar 

mediante PCR la secuencia que codifica para el péptido AL1 adicionando el sitio de restricción para la 

enzima EcoRI y el codón de terminación, posteriormente el producto amplificado fue digerido con EcoRI y 

el vector pMAL fue digerido con las enzimas XmnI y EcoRI cuyo corte al fragmento es romo y cohesivo 

respectivamente.  B) Para la construcción de los plásmidos pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 se diseñaron 

oligonucleotidos largos que incluyen la secuencia codificante a AL1 y el codón de terminación. Estos 

oligos fueron alineados quedando con extremos cohesivos. Los vectores pTWIN y pTYB fueron digeridos 

con las enzimas SapI y PstI. La ligación del vector-inserto permitió en ambos vectores la inserción de la 

secuencia que codifica para el péptido AL1.    

 

 

 

11.1.5 Caracterización de los plásmidos recombinantes pMAL-AL1, 

pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 

 

 

Para la caracterización de las clonas obtenidas se aisló el DNA plasmídico 

mediante minipreparación por lisis alcalina con una modificación al método descrito por 

Birnboim y Doly en 1979. Se añadieron 3 l de ampicilina 50mg/ml en un tubo de 

ensaye con 3 ml de medio LB estéril. Se inoculó el medio LB con una colonia bacteriana 

blanca de la caja de Petri (clona) con  una puntilla. Se incubó a 37°C toda la noche en 

agitación constante a 250 rpm. posteriormente se colocaron 1.5 ml del cultivo en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml en condiciones de esterilidad, se centrifugo 15 seg a 14000 rpm y 

eliminó el sobrenadante decantando. Se adicionó a la pastilla 150l de solución I 

(Glucosa 50mM, Tris-HCl 25mM pH 8.0, EDTA 10mM pH 8.0), mezcló en el vórtex e 

incubó 5 min a temperatura ambiente, luego se agregaron 300l de solución II (NaOH 

0.2N recién diluída de una solución stock 10N, SDS1%) y mezcló por inversión, 

después se adicionaron 250 l de solución III (Acetato de potasio 3M, Ácido acético 
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glacial 2M) y mezcló por inversión. Se incubó 5 min a –20°C, luego centrifugó 5 min a 

14000 rpm y transfirió el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se agrego un 

volumen de isopropanol frío, mezclo por inversión, incubar 10 min a –20°C, y luego 

centrifugó 5 min a 14000 rpm y eliminó el sobrenadante decantando. La pastilla de DNA 

se lavo con 400 l de etanol al 70% frío, mezclo en el vórtex, después fue centrifugado 3 

min a 14000 rpm, eliminar el sobrenadante decantando. La pastilla de DNA se dejo 

secar a temperatura ambiente dejando los tubos abiertos por 10 min. y el DNA se 

resuspendió en 20 l de H2O milliQ conteniendo RNAsa a una concentración final de 

0.02 mg/ml (499 l de agua milliQ más 1 l de RNAsa 10mg/ml). El DNA aislado de 

las clonas se almacenó a –20°C. 

 

El DNA aislado de las clonas fue analizado mediante digestión con enzimas de 

restricción de la compañía comercial New England Biolabs (California, E.U.A). Las 

clonas obtenidas de la construcción pMAL-AL1 fueron caracterizados con las enzimas 

EcoRI, DdeI, y MspI. Las clonas obtenidas del plásmido recombinante pTWIN-AL1 

fueron analizados con las enzimas HincII, BstNI y NlaIV. Para la caracterización de las 

clonas obtenidas con la construcción pTYB-AL1 se utilizaron las enzimas de restricción 

HhaI, AccI, NcoI y PstI. 

 

 

11.1.6 Secuenciación de los insertos en los plásmidos recombinantes 

 

 

Para la verificación de la secuencia nucleotídica de los productos amplificados de 

las clonas recombinantes positivas, el DNA  de los diferentes plásmidos recombinantes 

se obtuvo por el método de lisis alcalina descrita anteriormente y se purificó utilizando 

columnas Wizard® de Promega. La secuencia de las clonas positivas se determinó 

mediante la técnica descrita por Sanger et al., en 1977. 2ug del DNA plasmídico fueron 

usados para la secuenciación de la clona pMAL-AL1 utilizando oligonucleótidos 

derivados del fago M13 (Anderson, 1996). El oligonucleótido utilizado fue: Forward 5’ 

GTAAAACGACGGCCAG 3’. Para la secuenciación del inserto en las clonas pTWIN-

AL1 se utilizó el oligonucleótido SspDNaB Intein Forward 5’ 

ACTGGGACTCCATCGT TTCT 3’ y para las clonas pTYB-AL1 se utilizó el 

oligonucleótido Intein Forward Primer 5’CCCGCCGCTGCTTTTGCACGTGAG 3’ de 

la compañía comercial New England BioLabs, (California, E.U.A.) mediante la técnica 

Taq Fs Dye terminador Cycle Sequencing fluorescente-Based Sequencing. 

 

 

11.2 Expresión de las proteínas de fusión con el péptido AL1  

 

 

Se realizaron transformaciones en las cepas competentes E. coli TB1 y ER2566 

especiales para la expresión de las proteínas de fusión siguiendo los manuales de 

instrucciones pMAL Protein Fusion and Purification System, IMPACT-TWIN e 

IMPACT-CN System de la compañía comercial New England BioLabs (Beverly MA, 

USA) como se describe en las Figuras 9, 10 y 11 respectivamente. Los sistemas de 
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expresión consistieron en incubar en agitación a 37°C, 5ml de cultivo fresco en 1L de 

medio LB enriquecido con 1g de glucosa y 500l de ampicilina 50mg/ml hasta alcanzar 

una absorbancia del cultivo correspondiente a 0.5-0.8 midiendo con una longitud de 

onda de 600nm y posteriormente se agregó a los cultivos 2 ml del inductor IPTG 0.1M 

el cual indujo para la expresión de los péptidos recombinantes pMAL-AL1, pTWIN-

AL1 y pTYB-AL1 fue tomada la muestra 1 antes de la adición del IPTG y 

posteriormente tres horas de expresión en agitación a 37°C y fue tomada la muestra 2 

ambas fueron centrifugadas 14,000 rpm, descartado el sobrenadante y los paquetes 

celulares resuspendidos en buffer de muestra para SDS-PAGE 3X composición. El resto 

del cultivo fue transferido a frascos Beckman y centrifugados a 5000g por 20 min. a 4°C 

descartando el sobrenadante, el paquete celular fue pesado y se adicionaron 10 ml de 

Buffer 1 (20mM Tris-HCl, 500mM NaCl, 1mM EDTA) por cada gramo de células. 

Posteriormente, el paquete celular fue congelado -20°C toda la noche. La inducción fue 

visualizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5%.  

 
  

 
 

Figura 9. Sistema pMAL para la expresión y purificación del péptido AL1. El sistema de expresión 

pMAL consistió primeramente en clonar la secuencia nucleotídica de AL1 en el vector pMAL, expresar la 

proteína de fusión MBP-AL1, realizar la purificación (paso 1) eluyendo la proteína de fusión MBP-AL1 

mediante cromatografía de afinidad. La proteína de fusión MBP-AL1 se sometió al corte con la proteasa 

factor Xa la cual reconoce el sitio IEGR que liberara al péptido AL1 en una segunda cromatografía de 

afinidad como se observa en el paso 2.    

 

 

MBP MCS 

AL1 
Ptac PROMOTOR Amilosa 

MBP AL1 

CLONACIÓN Y 

EXPRESIÓN 

  

  

  

  
  

Paso 1 

CARGAR EXTRACTO Y 

LAVAR 

  

ELUIR PASO 1 

Amilosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paso 2  

  

CARGAR MBP-AL1, LAVAR, 

CORTAR Y ELUIR PASO 2 

  

pMAL – AL1 

Proteínas de fusión 

MBP-AL1 

AL1 



 

24 

 

El paquete celular resuspendido en el buffer 1 fue descongelado en agua hielo 

por 2 horas, posteriormente se realizó la lisis celular utilizando un homogenizador 

ultrasónico (4710 Cole-Parmer Series, Chicago E.U.A.) se realizaron 16 pulsos de 

15seg. La liberación de la proteína se monitoreo realizando un ensayo recuerdo al 

método descrito por Bradford (1976) en microplaca, adicionando 10l del sonicado y 

100l de reactivo de Bradford. Continuando con la sonicación hasta liberar mas del 80% 

de la proteína;  se colocó un estándar conteniendo 10l de 10mg/ml de BSA en 100l de 

Bradford. El sobrenadante del paquete celular sonicado se centrifugó para la clona en  

pMAL a 9000g y para las clonas en pTWIN y pTYB a 2000g por 30 min a 4°C según se 

indica en cada protocolo. El sobrenadante o llamado extracto clarificado conteniendo las 

proteínas fue filtrado utilizando membranas de 0.4 y 0.2m, trasferido a un tubo nuevo y 

almacenado a -20°C.  

 

 

 
 
Figura 10. Sistema IMPACT-TWIN para la expresión de la proteína de fusión pTWIN-AL1 y 

purificación del péptido AL1. Este sistema consiste en la clonación de la secuencia AL1 en el vector 

pTWIN para la  expresión como proteína de fusión INTEINA1-AL1. Este sistema puede liberar el péptido 

de interés en un solo paso en la columna por cromatografía de afinidad Inteina-quitina y adicionando 

buffer de corte con pH 6-7 temperatura de 25oC.   

 

 

INTEINA 1 INTEINA 2 
 

AL1 

T7 PROMOTOR CBD 

       AL1 

CBD CLONACIÓN Y 
EXPRESIÓN 

 

 

 

  

 

 

  

QUITINA 

CARGAR Y LAVAR 

 
 

CORTAR  
pH 7 y  25oC 

AL1 

ELUIR 

MCS 

        INTEINA 1 

pTWIN-AL1 
 

AL1 

AL1 



 

25 

 

11.3 Purificación de las proteínas de fusión recombinantes 

 

 

11.3.1 Preparación de las columnas de purificación 

 

 

Las columnas (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala Sweden) de purificación 

fueron preparadas empacando directamente 20ml de resina de amilosa (New England 

Biolabs, Massachussets, E.U.A.) para pMAL-AL1 y quitina para pTWIN-AL1 y pTYB-

AL1. La resinas en las columnas fueron empacadas y lavadas con 8 volúmenes de buffer 

1(20mM Tris-HCl, 500mM NaCl, 1mM EDTA) en un flujo de 0.5ml/min y almacenadas 

a 4°C. 

 

 

11.3.2 Purificación de proteínas de fusión recombinantes en las columnas de 

afinidad 

 

 

Se adicionó el extracto clarificado a la respectiva columna con un flujo de 0.3ml/min. 

posteriormente las columnas fueron lavadas con 12 volúmenes de buffer 1 a un flujo de 

1ml/min. La columna conteniendo el extracto clarificado de pMAL-AL1 se eluyó con 

100ml de buffer 2 (20mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 1mM EDTA, 10mM Maltosa) 

y se colectaron 12 fracciones de 3ml. El detector se programó a una longitud de onda de 

1nm con un flujo de elusión de 1ml/min. Las proteínas de fusión fueron detectadas por 

el cromatograma que nos proporciona el graficador del colector de fracciones. La 

concentración de las proteínas de fusión obtenidas se determinó mediante el método 

colorimétrico descrito por Bradford (1976). 

 

Los extractos clarificados de pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 se pasaron por la 

columna de quitina con un flujo de 0.5 ml/min. y luego las columnas se lavaron con 10 

volúmenes de buffer 1 (20mM Tris-HCl pH 8.5, 500mM NaCl, 1mM EDTA) a un flujo 

de 2 ml/min.  
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Figura 11. Sistema IMPACT-CN para la expresión de la proteína de fusión pTYB-AL1 y 

purificación del péptido AL1. El sistema IMPACT-CN consiste en la clonación de la secuencia 

codificante de AL1 en el vector pTYB para expresar la proteína de fusión INTEINAC-AL1. Este sistema 

puede liberar el péptido de interés en un solo paso por la columna mediante cromatografía de afinidad 

induciendo al corte utilizando el buffer de corte con DTT y  finalmente realizando la elusión del la 

proteína o péptido de interés.   

   

 

11.3.3 Corte de las proteínas de fusión 

Para el corte del péptido AL1 la proteína de fusión (MBP-AL1) se utilizó la 

metodología descrita en el manual de instrucciones (New England Bio Labs Beverly 

MA, USA). El complejo proteínico de la proteasa Xa identifica el sitio IEGR en la 

proteína de fusión. El corte con la proteasa se incubó a temperatura ambiente por 2, 4, 8 

y 24 horas y  posteriormente se analizó mediante electroforesis en gel SDS-PAGE al 

16.5%.   

 

 

Para el corte del péptido AL1 de las proteínas de fusión pTWIN-AL1 se empaco 

la columna con el extracto de pTWIN-AL1 adicionando 50ml de buffer de corte pH 6-7 

(20mM Tris-HCl pH 6-7, 500mM NaCl, 1mM EDTA) a 25oC. Para el corte del péptido  

AL1 de la proteína de fusión pTYB-AL1 se adicionó el buffer de corte DTT (20mM 

Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 1mM EDTA, 50mM DTT). En ambos casos las columnas 

se dejaron incubando a 25°C por 24 horas y luego se eluyeron 15 fracciones de 3ml a un 

flujo rápido de 3ml/min. 
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12. RESULTADOS 
 

 

12.1 Construcción del plásmido recombinante pMAL-AL1 

 

 

El DNA plasmídico pMAL fue digerido con las enzimas XmnI y EcoRI dejando 

extremos romos y cohesivo respectivamente y fue purificado del gel utilizando las 

columnas Wizard con una recuperación del DNA digerido del 95%. La Figura 12A 

muestra la visualización de este vector plasmídico en gel de agarosa al 0.8% donde se 

mostró como se esperaba una banda de 6700pb sin degradación con una concentración 

de aproximadamente 100ng/l. 

 

La obtención del inserto codificante al péptido AL1 se realizó mediante 

amplificación por PCR como se describió previamente en materiales y métodos. La 

amplificación se realizó usando el oligonucleótido 5’LS1 diseñado por Flores-Espínola, 

2002 y un oligonucleótido 3’stopAL1 conteniendo un sitio de corte para  EcoRI usando 

el plásmido TOPO-LS1 (Flores-Espínola, 2002) como DNA templado. La secuencia 

codificante al péptido AL1 amplificó con éxito la banda de 111pb que se purificó con un 

95% de recuperación. Posteriormente, el fragmento amplificado fue digerido con la 

enzima EcoRI para generar el extremo 3’cohesivo necesario para la clonación. Esta 

secuencia amplificada codificante al péptido AL1 fue visualizada en un gel de agarosa al 

2% como se muestra en la Figura 12B donde se observa la banda 109pb esperada a una 

concentración aproximada de 20ng/l. 

 

La ligación plásmido-inserto mostró 75 colonias posibles clonas positivas con el 

inserto (colonias blancas), de los que se seleccionaron 20 colonias para el aislamiento 

del DNA plasmídico con el método de minipreparación por lisis alcalina descrito en 

materiales y métodos. Se obtuvieron de 1-8g totales de los DNAs plasmídicos que 

fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La Figura 12C 

muestra cuatro de las clonas obtenidas con el DNA plasmídico con una movilidad 

electroforética menor que el vector plasmídico que indica la posible presencia del inserto 

(carriles 3-6).   
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Figura 12. Construcción del plásmido recombinante pMAL-AL1. La construcción del plásmido 

pMAL-AL1 consistió en la obtención del vector plasmídico digerido con XmnI y EcoRI de 6700pb (A) y 

el inserto codificante al péptido AL1 amplificado mediante PCR y digerido con EcoRI de 109pb (B). La 

transformación de la ligación vector-inserto permitió la obtención de varias clonas recombinantes (C). En 

A, el carril 2 contiene el plásmido pMAL sin digerir, el carril 3 contiene el plásmido pMAL digerido con 

la enzima EcoRI de 6700pb y el carril 1 contiene el marcador de peso molecular /PstI. En B el carril 1 

contiene la secuencia de 109pb codificante al péptido AL1 amplificada mediante PCR y el carril 2 tiene el 

marcador de peso molecular HyperLadder IV. En C el carril 2 contiene el plásmido pMAL (sin inserto) los 

carriles 3-6 contienen los DNAs plasmídicos de las clonas recombinantes obtenidas y el carril 1 contiene 

el marcador /PstI.   

 

 

pb 

pb 



 

29 

12.2 Caracterización de las clonas recombinantes pMAL-AL1 

 

 

Los DNAs plasmídicos de las cuatro clonas seleccionadas fueron caracterizados 

mediante digestión con las enzimas de restricción DdeI y MspI. La Figura 13A muestra 

la digestión con la enzima DdeI que mostró el patrón de bandas esperado generando 11 

bandas en el plásmido pMAL sin inserto utilizado como control y en las cuatro clonas 

recombinantes mostró 13 bandas ya que contenían un sitio extra de restricción para la 

enzima DdeI que corta la banda de 713bp liberando dos fragmentos de 449 y 375pb. El 

recuadro en la Figura 13A muestra la banda de 661pb y la ausencia de la banda de 713pb 

en las cuatro clonas recombinantes (carriles 3-6).  

 

Estos resultados muestran el patrón de bandas esperado en las cuatro clonas que 

incorporaron la secuencia codificante AL1. Se utilizó el programa computacional DNA 

Strider 1.3 para confirmar el patrón de bandas obtenido con las enzimas de restricción. 

 

Por otro lado la digestión de las clonas recombinantes con la enzima MspI 

mostraron la banda de 1361pb en lugar de 1264pb del vector sin inserto como se puede 

observar en el recuadro de la Figura 13B (carriles 3-6).  

 

Ademas, la secuencia nucleotídica de las clonas recombinantes fue confirmada 

mediante la secuenciación de las clonas 1 y 2 donde el análisis de la secuencias 

nucleotídicas de los insertos codificantes a AL1 mostraron una similitud de 100% con la 

secuencia esperada (Anexo I). 
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Figura 13. Caracterización de las clonas pMAL-AL1 con enzimas de restricción. En A las clonas 

fueron digeridas con la enzima DdeI que origina un sitio extra de restricción fragmentando la banda de 

713pb en 449 y 375pb, el recuadro muestra la banda de 661pb en las clonas positivas, el carril 2 contiene 

el plásmido pMAL digerido con la banda de 713pb, los carriles 3 al 6 corresponden a las clonas digeridas 

sin la banda de 713pb y el carril 1 contiene el marcador  de peso molecular /PstI. En B se utilizo la 

enzima MspI para la caracterización de las clonas recombinantes, en el carril 2 se encuentra el plásmido 

pMAL digerido que muestra una banda de 1264pb y los carriles 3-6 contienen las clonas recombinantes 

digeridas que muestran una banda de 1361pb como indica el rectángulo señalando las clonas positivas y el 

carril 1 contiene el marcador  de peso molecular /PstI. 

 

 

12.3 Construcción de los plásmidos recombinantes pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 

 

Los plásmidos pTWIN1 y pTYB11 se construyeron utilizando los vectores de los 

kits comerciales IMPACT-TWIN e IMPACT-CN Protein Fusion and Purification 

System (New England BioLabs Beverly MA, USA) respectivamente. Estos vectores 

plasmídicos fueron digeridos con las enzimas SapI y PstI. La Figura 14A muestra la 

visualización en gel de agarosa 0.8% de las bandas esperadas de 6544pb para pTWIN y 

de 7348pb para pTYB mostrando una buena calidad electroforética del vector 

plasmídico sin degradación aparente a una concentración aproximada de 280 y 400 ng/l 

respectivamente.  

 

 

 

661 
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Figura 14. Construcción de los plásmidos recombinantes pTWIN-AL1 y pTYB-AL1. En A la 

construcción de los plásmidos pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 consistió en la obtención de los vectores 

plasmídicos digeridos con SapI y PstI originando una banda de 6544pb para pTWIN y una de 7348 para 

pTYB, los carriles 2 y 4 contienen respectivamente los plásmidos pTWIN y pTYB sin digerir, los carriles 

3 y 5 contienen los plásmidos pTWIN y pTYB digeridos con las enzimas SapI-PstI y el carril 1 contiene el 

marcador de peso molecular /PstI. En B el inserto codificante al péptido AL1 fue obtenido mediante 

alineamiento usando los oligonucleotidos específicos, el carril 2 contiene la secuencia codificante al 

péptido AL1 amplificada mediante PCR de 111pb como control de peso molecular, los carriles 3 y 4 

contienen el oligonucleótidos 5’ y oligonucleótido 3’ respectivamente y el carril 5 contiene estos  

oligonucleotidos alineados el carril 1 contiene el marcador de peso molecular HyperLadder I. La 

transformación de la ligación vector-inserto permitió la obtención de varias clonas recombinantes pTWIN-

AL1 (C) y pTYB-AL1 (D), el carril 1 corresponde a los plásmidos pTWIN en C y pTYB en D y el resto 

de los carriles corresponden al DNA plasmídico de las clonas recombinantes obtenidas. 
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Para la obtención del inserto que codifica al péptido AL1 se realizó el 

alineamiento de los oligonucleótidos como se describió previamente en materiales y 

métodos. El alineamiento de los oligonucleotidos visualizado en un gel de agarosa al 

1.2% mostró una banda de 109pb como se esperaba a una concentración 

aproximadamente de 100ng/l (Figura 14B). 

 

Las ligaciones vectores-inserto permitieron el aislamiento del DNA plasmídico 

de las colonias recombinantes con el método de minipreparación por lisis alcalina 

previamente descrito. Los DNAs plasmídicos recombinantes obtenidos fueron de 1-8g 

totales para cada clona; de las que se seleccionaron 8 del plásmido de pTWIN-AL1 

(Figura 14C; carriles 2 al 9) y 5 clonas de pTYB-AL1 (Figura 14D; carriles 2 al 6).  

 

La confirmación  de las secuencias fue confirmada mediante secuenciación de 

cinco clonas de pTWIN-AL1 y dos de pTYB-AL1. El análisis de la secuencia 

nucleotídica de los insertos en estos plásmidos mostró una similitud de 100% con la 

esperada. (Anexo I). 

 

 

12.4 Caracterización de las clonas recombinantes pTWIN-AL1 y pTYB-AL1 

 

 

Los DNAs plasmídicos de las clonas recombinantes pTWIN-AL1 fueron 

caracterizados mediante digestión con las enzimas de restricción diagnósticas HincII, 

BstNI y NlaIV. El patrón de bandas obtenido fue el esperado para siete de las ocho 

clonas caracterizadas con la enzima HincII que generó 5 fragmentos de DNA siendo las 

bandas más prominentes de 3211, 2182 y 1258pb para las clonas positivas, el plásmido 

pTWIN digerido (carril 3) mostró cuatro bandas de 3211, 2182, 909 y 658 como se 

indica en la Figura 15A.  

 

Además la digestión con BstNI de las clonas recombinantes positivas mostró que 

incorporaron la secuencia codificante AL1 ya que pierden el sitio de restricción para la 

enzima BstNI que genera la banda de 486pb (recuadro) en el plásmido pTWIN sin 

inserto (Figura 15B, carril 9) y libera el fragmento de 141pb de peso y la banda de 

2306pb (recuadro) en todas las clonas analizadas (Figura 15B carriles 2-8).  

Posteriormente, estas sietes clonas recombinantes fueron digeridas con la enzima NlaIV 

que mostró que cinco clonas correspondieron al patrón de bandas esperado (ver Figura 

15C; carriles 3, 4, 5, 7 y 8) con la desaparición de los sitios de restricción de corte que 

dan lugar a las bandas de 790 y 489pb en el plásmido pTWIN sin inserto (carril 9). Las 

clonas de los carriles 2 y 6 no mostraron el patrón de bandas por lo que en total se 

obtuvieron cinco clonas con el patrón esperado para el plásmido recombinante pTWIN-

AL1.  
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Figura 15. Caracterización del plásmido pTWIN-AL1 con enzimas de restricción. En A las clonas 

recombinantes de pTWIN-AL1 fueron digeridas con la enzima HincII la cual genera 5 fragmentos de 

DNA siendo las bandas más prominentes de 3211, 2182 y 1258pb para las clonas positivas, el carril 2 

contiene el plásmido pTWIN sin digerir y digerido (carril 3) que muestra cuatro bandas de 3211, 2182, 

909 y 658, los carriles 4 al 11 contienen las clonas recombinantes digeridas donde se índica la banda de 

1258pb en las clonas positivas y el carril 1 contiene el marcador /PstI. En B las clonas fueron digeridas 

con la enzima BstNI, las clonas positivas pierden un sitio de restricción que genera la banda de 486pb, los 

carriles 2 al 8 corresponden a las clonas recombinantes digeridas donde se índica el fragmento de 2306pb 

obtenido en lugar de la banda de 2447pb, el carril 9 contiene el plásmido pTWIN sin el inserto digerido y 

el carril 1 contiene el marcador  de peso molecular /PstI. En C las clonas fueron caracterizadas con la 

enzima NlaIV, el carril 1 corresponde al plásmido pTWIN donde se indican los fragmentos de 790 y 

489bp que no fueron cortados en las clonas recombinantes positivas en los carriles 3-5 y 7-8. El carril 9 

corresponde al marcador de peso molecular /PstI. 

 

 

Por otro lado, los DNAs plasmídicos de las clonas recombinantes de pTYB-AL1 

fueron caracterizados mediante digestión con las enzimas de restricción diagnósticas 

HhaI, AccI, NotI y PstI. Se eligieron 2 clonas para la caracterización con la enzima HhaI 
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como muestran en la Figura 16A (carriles 3 y 4) que muestra la banda de 824pb 

(recuadro) generada por la presencia de un sitio de restricción adicional para HhaI que 

no se observa en el vector sin inserto que contiene las bandas de 1073, 941, 676 y 597pb 

(carril 2). La presencia del inserto en estas clonas fue confirmado mediante la digestión 

con la enzima AccI que generó dos bandas de 3875 y 3581pb respectivamente en las 

clonas positivas con la secuencia que codifica al péptido AL1 (Figura 16B; carriles 3 y 

4). Estas clonas perdieron el sitio de restricción para AccI que genera la banda de 463pb 

liberada por el vector sin inserto como se muestra en el carril 1 de la Figura 5B. 

Finalmente, la presencia del inserto AL1 se analizó mediante una doble digestión con las 

enzimas NotI y PstI que generó dos bandas de 6808 y 604pb respectivamente en el 

plásmido pTYB sin inserto (Figura 16C; carril 1) mientras que las clonas positivas que 

incorporaron el inserto codificante AL1 mostraron la banda esperada de 574pb como se 

puede observar en la Figura 16C (carriles 2 y 3). En todos los casos se utilizó el 

programa computacional DNA Strider 1.3 para confirmar el patrón de bandas obtenido 

con las enzimas de restricción. 

 

Finalmente, para confirmar la presencia de la secuencia nucleotídica codificante 

a AL1 se enviaron a secuenciar una clona cada uno de los plásmidos recombinantes de 

pMAL-AL1 de pTWIN-AL1 y pTYB-AL1. El análisis de la secuencia nucleotídica de 

los insertos codificantes AL1 en los diferentes plásmidos mostró una similitud de 100% 

con la secuencia nucleotídica esperada (Anexo I) 
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Figura 16. Caracterización del plásmido pTYB-AL1 con enzimas de restricción. En A las clonas 

recombinantes pTYB-AL1 fueron digeridas con la enzima HhaI, la cual genera un fragmento de 824 pb en 

las clonas positivas, el carril 2 contiene el plásmido pTYB sin inserto digerido, los carriles 3 y 4 

corresponden a las clonas positivas y el carril 1 contiene el marcador HypperLadder IV. En B la digestión 

con la enzima AccI corroboró la integración del inserto, la cual genera dos fragmentos de 3875pb y 

3581pb respectivamente y la desaparición de un sitio de restricción que genera la banda de 463pb, el carril 

2 contiene el plásmido pTYB y los carriles 3 y 4 las clonas positivas y el carril 1 contiene el marcador de 

peso molecular HypperLadder IV. En C las clonas fueron caracterizadas mediante doble digestión con las 

enzimas NcoI y PstI. El carril 1 contiene el plásmido pTYB digerido observándose las dos bandas 

esperadas de 6808pb y 604 pb, los carriles 2 y 3 corresponden a las clonas positivas que generan los dos 

fragmentos esperados de 6882pb y 574pb y los carriles 4 y 5 corresponden a los marcadores de peso 

molecular pUC18/MaspI y /PstI respectivamente. 
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12.5 Expresión de las proteínas de fusión MBP-AL1,  INTEINA1-AL1 e 

INTEINAC-AL1  

 

La expresión de la proteína de fusión MBP-AL1 en la Figura 17A mostró el 

tamaño esperado de la proteína de 46 kDa como se esperaba (carril 5) mientras que la 

expresión del plásmido pMAL sin el inserto mostró una proteína de fusión MBP--gal 

con un peso molecular de 50.8 kDa (carril 3). La expresión de la proteína de fusión 

MBP-AL1 mostró una buena calidad electroforética y la proteína de fusión sin 

degradación aparente.  

 

La expresión de las proteínas de fusión INTEINA1-AL1 e INTEINAC-AL1 en la 

Figura 18 muestra el análisis electroforético de la expresión de las proteínas de fusión en 

gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5% con la proteína de fusión de INTEINA1-AL1 

de 38 kDa (carril 5) como se esperaba mientras que la expresión de la INTEINA 1 

mostró una proteína de fusión de 78 kDa como se muestra en el carril 3. Por otro lado, la 

expresión de la proteína de fusión INTEINAC-AL1 en la Figura 19 mostró la proteína 

de fusión de 58 kDa como se esperaba (carril 5) mientras que la expresión del plásmido 

pTYB sin inserto mostró la INTEINAC de 55 kDa como se puede observar en el carril 3. 

 

12.6 Purificación de la proteína recombinante MBP-AL1  

 

La proteína de fusión MBP-AL1 de 46 kDa se obtuvo en las fracciones 6 a 9 

como se muestra en la Figura 17B (carriles 4-7). La fracción No. 8 (carril 6) contenía la 

concentración más elevada de la proteína de fusión MBP-AL1 correspondiente a 

1.67mg/ml y las otras fracciones mostraron concentraciones variables de la proteína de 

fusión entre 0.6 y 0.7mg/ml. En total se obtuvieron 11.36mg de la proteína de fusión 

MBP-AL1 purificada por litro de cultivo inducido. 
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Figura 17. Expresión y purificación de la proteína de fusión MBP-AL1. En A el análisis de la 

expresión en electroforesis SDS-PAGE al 7.5% muestra en el carril 2 el extracto celular sin inducir de 

pMAL sin la secuencia codificante al péptido AL1, en el carril 3 el extracto celular pMAL inducido con 

IPTG muestra la  proteína de unión a maltosa MBP--gal fragmento  con un peso molecular de 50.8 kDa 

y en los carriles 4 y 5 se muestra el extracto celular sin inducir de la clona recombinante positiva pMAL-

AL1 e inducido con IPTG que muestra la proteína de fusión MBP-AL1 con un peso molecular de 46 kDa. 

El carril 1 contiene el marcador de peso molecular Broad Range. En B la purificación de la proteína de 

fusión MBP-AL1 se muestra mediante cromatografía de afinidad. En el carril 1 el marcador de peso 

molecular Broad Range, en el carril 2 el extracto celular de pMAL-AL1 sin inducir y en el carril 3 

inducido con IPTG. Los carriles 4 al 7 corresponden a las fracciones eluidas No. 6, 7, 8 y 9 

respectivamente conteniendo la proteína de fusión MBP-AL1 purificada de 46kDa.  
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Figura 18. Expresión de la proteína de fusión INTEINA1-AL1. La secuencia codificante de 

INTEINA1 fue fusionada al extremo N-terminal del péptido AL1. El análisis de la expresión de esta 

proteína de fusión mediante electroforesis SDS-PAGE al 10% muestra en el carril 2 el extracto celular no 

inducido de pTWIN y en el carril 3 el extracto celular inducido con IPTG. Se observan las proteínas 

INTEINAS con un peso molecular de 78 kDa, en el carril 4 y 5 el extracto celular sin inducir de la clona 

recombinante positiva y extracto celular inducido con IPTG respectivamente se muestra la proteína 

recombinante INTEINA1-AL1 con un peso molecular de 38 kDa y en el carril 1 el marcador de peso 

molecular Broad Range.  
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Figura 19. Expresión de la proteína de fusión INTEINAC-AL1. La expresión de la proteína de fusión 

mediante electroforesis SDS-PAGE al 7.5% muestra en el carril 2 el extracto celular no inducido de pTYB 

y en el carril 3 el extracto celular pTYB inducido con IPTG donde se observa la INEINAC con un peso 

molecular de 55 kDa. Los carriles 4 y 5 muestran el extracto celular sin inducir e inducido con IPTG 

respectivamente la expresión de la proteína recombinante IINTEINAC-AL1 con un peso molecular de 58 

kDa y en el carril 1 el marcador de peso molecular Broad Range.  
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13. DISCUSIÓN 
 

 

En la producción de proteínas terapéuticas, la elección de un sistema de 

expresión que proporcione altos niveles de las proteínas recombinantes depende de 

muchos factores como la expresión intracelular, extracelular, modificaciones post-

traduccionales, la actividad biológica de las proteínas de interés (Goeddel, 1990 y 

Hodgson, 1993), así como los costos de producción. Entre los diferentes sistemas de 

expresión ampliamente usados se encuentran los procarióticos, las levaduras, células de 

insectos y mamíferos (Marino, 1989; Gates et al., 1996; Gold, 1990; Hodgson, 1993; 

Nicaud, 1986; Olins, et al., 1993 y Shatzman, 1995).  

 

 La bacteria Escherichia coli ha mostrado poseer numerosas ventajas para la 

producción de niveles altos de expresión de proteínas recombinantes ya que es uno de 

los microorganismos huéspedes más usado, más económico y probablemente el más 

estudiado a nivel molecular ya que dispone de una vasta batería de métodos de 

manipulación genética in vitro como ejemplo se tienen las DNA polimerasas usadas en 

PCR las cuales fueron aisladas de bacterias termófilas, ahora producidas en E. coli al 

igual que la mayor parte de las enzimas de restricción (Madigan et al., 1999). Del mismo 

modo, muchas de las proteínas y péptidos utilizadas industrialmente son producidas en 

bacterias entre las que destacan la insulina, hormonas humanas, moduladores 

inmunitarios y vacunas (Watson et al., 1992). Por lo anterior, decidimos seleccionar los 

sistemas de expresión procarióticos para la producción del péptido de bajo peso 

molecular AL1 del  veneno de la hormiga P. triplarinus como proteína de fusión 

recombinante en los sistemas pMAL, IMPACT-TWIN e IMPACT-CN.  

 

En esta tesis expresamos con éxito en tres sistemas de expresión diferentes el 

péptido AL1 como proteína de fusión bajo condiciones controladas de laboratorio. La 

selección del sistema pMAL en Escherichia coli se basó en las características de este 

sistema de expresión y purificación de proteínas, los genes son insertados río abajo del 

gen malE de E. coli, el cual codifica para la proteína de unión a maltosa (MBP) 

resultando en la expresión de una proteína de fusión (Guan, 1987 y Maina, 1988). Este 

vector posee el promotor Ptac, un promotor muy fuerte e inducible por IPTG y para 

completar la funcionalidad del sistema, contiene además el gen lac Iq que codifica el 

represor Lac I, lo que produce un alto nivel de expresión de las secuencias clonadas 

(Amann, 1985 y Duplay, 1984) y una purificación rápida de la proteína de fusión con 

afinidad a maltosa (Kellerman, 1982) ya que puede producir hasta un 40% de proteína 

bacteriana total (New England Biolabs 1993-NEB-:expresión and purification of 

proteins from cloned genes; 3.02 Manual). La utilización de este sistema de expresión 

pMAL permitió la expresión de la proteína de fusión MBP-AL1 con una buena calidad 

electroforética y sin degradación aparente. La proteína de fusión MBP-AL1 fue 

purificada por cromatografía de afinidad con lo cual se obtuvo una concentración de 

11.36mg/de proteína de fusión por litro de cultivo. Lo que corresponde a un 10% de 

proteína de fusión purificada por litro de cultivo bacteriano. Esta baja producción de la 

proteína de fusión con los péptidos pequeños expresados como producto final puede ser 
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debida a que fueron degradados o incorporados dentro de la bacteria se afecto de alguna 

forma el metabolismo bacteriano.  

 

El vector pMAL contiene una secuencia que codifica para el sitio de 

reconocimiento de cuatro aminoácidos Ile, Glu, Gly y Arg (IEGR) de una proteasa 

específica Factor Xa y el sitio de reconocimiento se localiza al extremo 5’ del sitio 

múltiple de clonación. Por lo que las proteínas de interés pueden ser separadas de MBP 

después de la purificación (Nagai y Thogersen 1984 y 1987). Se ha observado en 

algunos casos que la unión a la proteína de fusión que reconoce la proteasa Xa está 

inaccesible (Nagai et al., 1985; Quinlan et al., 1989; Eaton et al., 1986 y Wearne, 1990),  

por lo que se puede tratar diversas estrategias alternativas como incrementar la 

temperatura, cambiar buffers, concentración de las sales, adición de  detergentes etc.  

(Ellinger, 1991).            

 

Debido a lo anterior, los ensayos de corte con la proteasa factor Xa para liberar el 

péptido AL1 de la proteína de fusión (MBP-AL1) se realizaron usando diversos 

tratamientos como: variaciones de temperatura de incubación: a 4, 25, y 37oC, tiempos 

de corte variables de 2, 4, 8 y hasta 24 horas, introducción de detergentes como el Tritón 

X-100, sustancias desnaturalizantes ó caotrópicas como SDS, HCL de guanidina y urea 

y finalmente se utilizaron variaciones en los tiempos de ebullición de 5, 10, 15 y 20 

minutos para eliminar las estructuras secundarias y terciarias en la proteína de fusión que 

pudieran estar afectando el corte. 

 

Todos los tratamientos anteriormente descritos fueron realizados en paralelo con 

los respectivos controles para descartar algún problema técnico, sin embargo en todos 

los casos el péptido AL1 no fue liberado de la proteína de fusión MBP-AL1 (a diferencia 

de los controles). El análisis del índice de hidropatía de la proteína de fusión mostró que 

la secuencia de  reconocimiento Ile, Glu, Gly y Arg de la proteasa Xa en la proteína de 

fusión probablemente se ve afectada debido a que los aminoácidos del extremo amino 

terminal del péptido AL1 son altamente hidrofóbicos, lo que probablemente impidió que 

la proteasa Xa accedería al sitio de reconocimiento para el corte del péptido AL1. 

Además, debe ser importante considerar el peso molecular de la proteína de fusión con 

respecto al péptido/proteína de interés (pPEPTIDE 2004 Cloning Vector Manual, 

Molecular Biologische Technologie).  

 

Debido a la ausencia del corte del péptido AL1 de la proteína de fusión MBP-

AL1 se seleccionaron otros sistemas IMPACT-TWIN e IMPACT-CN ya que requieren 

de un solo paso para la obtención de la proteína purificada. En estos sistemas la proteína 

de fusión es separada mediante un corte químico. La liberación del péptido de interés de 

una proteína de fusión mediante un corte químico ofrece mayores ventajas que la 

utilización de proteasas como Factor Xa ó Trombina debido a que estas enzimas tienen 

una vida activa limitada, deben ser almacenadas bajo condiciones estrictas de 

temperatura entre los -20oC o -80oC y no son tan específicas en sus sitios de corte 

pudiendo digerir nuestra proteína de interés. Esto representa una gran ventaja sobre el 

sistema de expresión pMAL ya que las proteasas requieren condiciones específicas y son 

susceptibles al impedimento estérico para que se lleve a cabo el corte (Chong et al., 

1996, 1997, 1998; Xu y Perler, 1996 y  Xu et al., 1993)    
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Los sistemas IMPACT (Purificacion Mediada por la Inteina con Afinidad de 

unión a quitina) fueron usados como una alternativa más para la producción del péptido 

AL1 ya que proporcionan una obtención de proteínas o péptidos rápida sin el uso de 

proteasas que son más costosas y menos específicas para cortar en el sitio esperado. Los 

vectores IMPACT utilizan el promotor T7 (Wahl, 1997) y la expresión de la proteína de 

fusión INTEINA1-AL1 con una expresión similar a la obtenida con la proteína de fusión 

MBP-AL1. La expresión de la proteína de fusión  INTEINAC-AL1 mostró un nivel de 

expresión mas bajo comparado con el obtenido por los otros dos sistemas anteriormente 

descritos 

 

El extracto INTEINA1-AL1 fue preparado para el corte del péptido AL1 

adicionando el buffer de corte con un pH 7 ya que el cambio de pH y temperatura induce 

el corte de la unión peptídica entre el último aminoácido de la Inteina y el primer 

aminoácido del péptido AL1 produciendo una ciclización de la Asn C-terminal para 

formar el grupo succinamida con el consiguiente corte de la unión peptídica. Los 

resultados obtenidos en el corte del péptido AL1 de la proteína de fusión INTEINA1-

AL1 muestran la falta de corte en estas condiciones para la liberación del péptido AL1. 

Además, la proteína de fusión INTEINAC-AL1 fue tratada para el corte del péptido AL1 

en condiciones reductoras y tampoco se pudo liberar el péptido AL1 de las proteínas de 

fusión. Consideramos, que probablemente la falta de corte de las dos proteínas de fusión 

usando dos tratamientos diferentes se deba a la conformación que adquiere el péptido 

AL1 (3.3 kDa) al estar fusionado a las INTEINAS que son proteínas de alto peso 

molecular  (35 y 55 kDa respectivamente) comparadas con el péptido de bajo peso 

molecular (AL1), lo que probablemente dificulta las reacciones químicas para el corte 

con pH y DTT.  
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14. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis mostraron la:  

 

 Clonación de la secuencia nucleotídica codificantes al péptido en los vectores 

procarióticos pMAL, pTWIN y pTYB 

 

 Expresión de las proteínas de fusión MBP-AL1, INTEINA1-AL1 e INTEINAC-

AL1 

 

 Purificación de la proteína de fusión MBP-AL1 usando cromatografía de 

afinidad con columnas de amilosa. 

 

 Falta de corte del péptido de bajo peso molecular AL1 de las proteínas de fusión 

MBP-AL1, INTEINA1-AL1 e INTEINAC-AL1.   
 

Debido al potencial terapéutico que presentan algunos péptidos provenientes de 

venenos animales es de suma importancia el estudio y desarrollo de nuevas drogas que 

permitan una mejor calidad de vida ante las diferentes enfermedades. Debido a lo 

anterior, la producción a futuro del péptido AL1 a gran escala requiere optimizar las 

condiciones de liberación en suficientes cantidades de este péptido de bajo peso 

molecular, para determinar el análisis funcional y su potencial anti-inflamatorio como un 

producto farmacológicamente prometedor en el tratamiento de pacientes con diversas 

enfermedades inflamatorias así como Artritis Reumatoide. 
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16. APÉNDICE 

 

 

Solución Cantidades    Final 

Acetato de Sodio 3M (pH 5.2 y pH 7.0)  

Acetato de Sodio 

Agua destilada  

Ajustar el pH a 5.2 con ácido acético a 7.0 

Esterilizar mediante autoclave 

1L 

408.1g 

800ml 

3M 

Agar LB  

Bacto-triptona  

Bacto-extracto de levadura  

NaCl  

Bacto-agar  

Esterilizar mediante autoclave 

1L 

10g 

5g 

10g 

15g 

 

Ampicilina 10 mg/ml (100X)  

Ampicilina 

Aforar con agua destilada 

100ml 

1g 

100ml 

10 mg/ml 

Bromuro de Etidio 10mg/ml  

EtBr 

Disolver en agua destilada 

100ml 

1g 

100ml 

10mg/ml 

BSA (2mg/ml) 

BSA 

NaCl 

40ml 

0.08g 

40ml 

2mg/ml 

 

0.15M 

Bufer 1  

Tris-HCl pH 8.5 (1M) 

NaCl 

EDTA 

1L 

20ml 

29.22g 

0.372g 

 

20mM 

500mM 

1mM 

Bufer 2 

Tris-HCl pH 8.5 (1M) 

NaCl 

EDTA 

Maltosa 

1L 

20ml 

29.22g 

0.372g 

0.09g 

 

20mM 

500mM 

1mM 

10mM 

Bufer de Corte DTT 

Tris-HCl pH 8 (1M) 

NaCl 

EDTA 

DTT (1M) 

30ml 

1.02ml 

1.47g 

0.018g 

2.55ml 

 

20mM 

500mM 

1mM 

50mM 

Bufer de Corte pH 6-7 

Tris-HCl pH 6-7 (1M) 

NaCl 

EDTA 

1L 

20ml 

29.22g 

0.372g 

 

20mM 

500mM 

1mM 
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Bufer SB 20X 

Hidroxico de Sodio (NaOH) 

Ácido Bórico (H3BO4) 

Nota.-Disolver el hidróxido de sodio en 700ml de 

agua destilada, agregar ¾ partes de ácido bórico y 

esperar la disolución, medir el pH y adicionar 

lentamente el resto del ácido conforme disminuya 

el pH a 8.5. 

Aforar 

1L 

8g 

51g 

 

10mM 

0.8M 

Buffer de cargado 2X  

Tris-HCl pH 6.8 

2--Mercaptoetanol 

SDS 

Azúl de Bromofenol 

Glicerol 

  

100mM 

4% 

1% 

0.02% 

24% 

Cloruro de Calcio 100mM (0.1M) 

CaCl2 

Agua destilada 

Esterilizar mediante autoclave 

 

1.48 g 

100ml 

0.1M 

Cloruro de Sodio   NaCl  5M  

NaCl  

Aforar con agua destilada 

Esterilizar mediante autoclave. 

1L 

292.2g 

800ml 

5M 

Dithiothreitol Cleland´s reagent DTT 1M 

DTT  

Acetato de sodio (pH 5.2) 

Esterilizar mediante filtración (filtros Millipore) 

  

 

1.54g 

10ml 

 

 

0.01M 

Dodecyl Sulfato de Sodio SDS 10%  

SDS 

Disolver en de agua destilada, calentando a 68°C. 

Ajustar el pH a 7.2 con HCL  

Aforar a 1L 

1L 

100 g 

900ml 

10% 

HEPES 1M, pH 7.5 

HEPES 

Disolver en agua destilada 

Ajustar el pH a 7.5 con KOH  

Esterilizar mediante  autoclave 

100ml 

23.83g 

100ml 

1M 

IPTG 

IPTG 

Aforar con agua destilada 

50ml 

1.19g 

48.81ml 

0.1M 

Jugo azul  6X 

Azul de bromofenol 

Xilencianol 

Glicerol 

 

 

 

 

0.25% 

0.25% 

30% 
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Medio de cultivo LB (Luria-Bertani)  

Triptona 

Extracto de Levadura 

Cloruro de Sodio (NaCl) 

 

1L 

10g 

5g 

10g 

 

 

 

Medio SOC 

Triptona 

Extracto de levadura 

Cloruro de Sodio (NaCl) 

Glucosa (C6H12O6) 

 

 

 

 

1% 

0.5% 

1% 

20mM 

PSA 

Persulfato de Amonio 

Aforar con agua destilada 

100ml 

10g 

10% 

RNAsa 

RNAsa 

Aforar con agua destilada 

5ml 

0.045g 

10mg/ml 

Solución de teñido de azul de Comassie Brilliant 

Brilliant Blue 

Methanol 

Aforar con agua destilada 

(500ml) 

1.25g 

227ml 

 

Solución decolorante  

Metanol  

Ac acético 

Aforar con agua destilada 

1L 

400ml 

70ml 

 

Solución I 

Tris-HCl (pH 8.0) 

EDTA (pH 8.0) 

200ml 

5ml 

4ml 

 

25mM 

10mM 

 
Solución II 

NaOH 10N 

SDS 

200ml 

5ml 

2g 

 

0.2N 

1% 

Solución III 

Acetato de Potasio (KOAc) 

Ácido acético (CH3COOH) 

100ml 

29.4g 

11.5ml 

 

TBE 10 X 

Tris Base 

Acido Bórico 

EDTA pH 8.0  

Disolver en agua destilada 

1L 

108 g 

55g 

40ml 

800ml 

 

 

 

0.5M 

Tris-Glicina 5% 

Tris base 

Agua destilada 

Glicina 

SDS 10% 

Aforar 

500ml 

7.55g 

400ml 

47g 

25ml 

5% 
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Tris-Glicina 5X 

Tris base 

Agua destilada 

Glicina 

Ajustar el pH a 8.3 

SDS 10% 

Aforar 

1L 

15.1g 

500ml 

94g 

 

50ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tris-HCl 1M, pH 7.6-9.5 

Tris-base 

Agua destilada  

Ajustar el pH con HCl 

Aforar  

Esterilizar mediante autoclave 

1L 

121.1g 

800ml 

1M 

Tris-HCl pH 6.8, 1.5M 

Tris base 

Agua destilada  

Ajustar pH con HCl 

Aforar  

Esterilizar mediante autoclave 

200ml 

36.33g 

100ml 

1.5M 

 


