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1. RESUMEN

La especie de Megalopyge opercularis (JE Smith 1797), pertenece a la familia Megalopygidae,
llamadas polillas de franela. Todas las estadios de la polilla se caracterizan por presentar una
apariencia con gran pelaje, pero la oruga es la fase con importancia sanitaria, porque dentro del
pelaje que cubre la parte posterior del cuerpo de la oruga de M. opercularis se encuentran unas
espinas huecas, que contienen en la parte apical sustancias urticantes, la naturaleza quimica de los
componentes encontrados en el veneno fueron estudiados en el presente trabajo, analizando desde
la distribucién del modelo de estudio, asi como el aislamiento, separacion y anélisis citotoxico del
veneno. Con el desarrollo de adultos en el laboratorio, se logro analizar la microbiota de oruga y
polilla. Los resultados mostraron que la especie M. opercularis se encuentra distribuida en gran
parte del area metropolitana de N. L., México, localizando 50 puntos geograficos con la presencia
de la oruga. El veneno aislado de las espinas de la oruga M. opercularis, nos permiti6 obtener el
extracto acuoso del veneno que mantuvo activo el veneno corroborado en las pruebas de
funcionalidad. La actividad citotoxica mostrada con la linea Caco2, obtuvo un IC50 de 3.98
pg/mL, dentro de un rango establecido con venenos que han resultado con diferentes actividades
biolégicas y candidatos al desarrollo de farmacos. Uno de los componentes del veneno es un factor
de activacion de la profenoloxidasa, importante en la inmunidad de algunos insectos. En cuanto,
a la microbiota, se encontr6 una mayor diversidad de bacterias en la microbiota de la oruga en
comparacion con la polilla de M. opercularis, las bacterias encontradas tienen nichos importantes,
por lo que es interesante dilucidar su funcién con investigaciones complementarias con otras

especies relacionadas filogenéticamente.



ABSTRACT

Megalopyge opercularis species belongs to the Megalopygidae family, called flannel moths. All
the stages of the moth are characterized by presenting an appearance with great fur, but the
caterpillar is the phase with sanitary importance, because inside the fur that covers the back of the
body of the M. opercularis caterpillar there are hollow spines, containing stinging substances in
the apical part, the chemical nature of the components found in the venom were studied in the
present work, analyzing from the distribution of the study model, as well as the isolation,
separation and cytotoxic analysis of the venom. With the development of adults in the laboratory,
it was possible to analyze the caterpillar and moth microbiota. The results showed that the species
of M. opercularis is distributed in a large part of the metropolitan area of N. L., Mexico, locating
50 geographical points with the presence of the caterpillar. The venom isolated from the spines of
the caterpillar M. opercularis, allowed us to obtain aqueous extract of the venom that kept the
venom active, corroborated in the functionality tests. The cytotoxic activity shown with the Caco2
line, obtained an IC50 of 3.98 pg / mL, within an established range with poisons that have resulted
with different biological activities and candidates for drug development. One of the components
of the venom is an activating factor of prophenoloxidase, important in the immunity of some
insects. Regarding the microbiota, a greater diversity of bacteria was found in the caterpillar's
microbiota compared to the M. opercularis moth, the bacteria found have important niches, so it
is interesting to elucidate their function with complementary investigations with other species

phylogenetically related.



2. INTRODUCCION

Las polillas y mariposas forman parte del grupo de lepidopteros que se encuentran
ampliamente distribuidos en el planeta, se estiman 125,000 a 150,000, especies descritas
(Villas et al. 2016). Dentro de los cuales existen especies que se distinguen de los demas,
debido a que secretan sustancias venenosas como mecanismos de defensa (Herzig 2019).
Dichas sustancias no han sido estudiadas en su totalidad, tal investigacion seria de gran
importancia, porque permitird conocer su naturaleza quimica, marcando la pauta para un
posible uso en el area de farmacéutica o para la creacion de antidotos eficaces para

contrarrestar su efecto nocivo (Miller 2010; Costa y Simonka 2006).

En efecto, algunos lepidopteros presentan en sus estados larvarios estructuras que
contienen sustancias urticantes, que de forma intuitiva la usan como mecanismo de
defensa para ahuyentar a sus depredadores. Hasta ahora se conocen 12 familias que
presentan esta caracteristica de las cuales Saturniidae, Limacodidae, Megalopygidae,
Lasiocampidae, Arctiidae, Notodontidae y Lymantriidae, son las de importancia médica
porque accidentalmente entran en contacto con los humanos y algunos animales (Hossler
2010; Villas et al. 2016).

Megalopyge opercularis es una especie de polilla nocturna perteneciente a la familia
Megalopyridae (Hossler 2010; Avilan et al. 2010), conocidas como orugas de las polillas

franela por su aspecto lanoso, el estado larvario tiene diferentes nombres comunes “tree

asp” "woolly worm," "woolly slug," "opossum bug," "asp italiano", "insecto zariglieya",

“gatito” "perrito" “bicho peludo”, “chivilla”, “oruga peluche”( Pinson y Morgan 1991,
Eagleman 2008; Hossler 2010; Arquieta y Martinez 2014). EI estado larvario de M.
opercularis, en el continente Americano es considerada de las méas toxicas (Eagleman
2008), por su aspecto llamativo lanoso, en su cubierta de pelos, se encuentran las espinas

camuflajeadas que contienen veneno (Avilan et al. 2010).



Cabe destacar, que entre las especies de la familia Zygaenoidea (Megalopygidae), M.
opercularis es la mayormente distribuida, se encuentra en la region tropical del continente
Americano (Diaz 2005, Hossler 2010), principalmente en Estados Unidos, se han
reportado casos clinicos en Texas y en otros estados surefios en menor cantidad, como es

el caso de Louisianay Florida (Eagleman 2008, MacKinnon et al. 2015).

Del mismo modo, en Suramérica recientemente en Guayana francesa se ha estudiado la
presencia de M. opercularis (Torrents et al. 2015), en Argentina en el Noroeste, Noreste
y Centro, se encuentran varias especies de Megalopyge de importancia sanitaria(De Roodt
et al. 2000). También, se encuentra distribuida en Brasil (Spadacci-Morena et al. 2016),
Venezuela (Avilan et al. 2010), Costa Rica, Ecuador, Guatemala y México (Lepesqueur
2012). En particular en México se ha reportado, en varios estados la presencia de la oruga
de M. opercularis en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Nayarit, Tabasco,
Meérida, Quintana Roo, Oaxaca, Puebla, Michoacan, Morelos, Hidalgo, Nuevo Leon,
Jalisco (Hossler 2010, Bousquets et al. 2014, Arquieta y Martinez 2014).

Los sintomas que se han observado en pacientes, que tienen contacto con M. opercularis
se encuentran, erupciones provocadas por pelos y espinas, estas Ultimas contienen toxinas
que al tocar la piel, causan diferentes manifestaciones clinicas tales como ardor y dolor
local en la lesidn, eritema, linfadenopatia regional, dolor de cabeza y dermatitis (Haddad
y Lastoria 2014); ademés en algunos casos causa necrosis localizada, formacion de
pequefas vesiculas y reaccion linfocitica. EIl primer sintoma es el dolor palpitante, el cual
se desarrolla inmediatamente o en cinco minutos después del contacto con la oruga
(Eagleman 2008, Arquieta y Martinez 2014). Algunas personas pueden tener mareos,
vomitos, dificultad abdominal intensa, linfadenitis y a veces choque o estrés respiratorio.
Los sintomas dependeran de la cantidad de veneno al que estuvieron expuestos y pueden
persistir por varios dias si la dosis fue mayor (Eagleman 2008, Hossler 2010, Haddad et
al. 2015, Torrents et al. 2015).

El veneno irritante producido por las orugas de M. opercularis es producido en el interior
de la espina hueca por células glandulares. La Unica forma que tienen las espinas para
entrar por la piel es a través de la fractura de éstas (Avilan et al. 2010, Petrucco et al.
2014).



En cuanto al desarrollo de la espina, este consiste en el cambio de una seta ordinaria, que
se convierte en toxica por el desarrollo de una célula de la glandula de veneno, que se
extiende en el lumen de la seta. Las espinas son rigidas y se caracterizan por tener la
sustancia irritante en la parte terminal, por eso los accidentes en humanos, que causa
malestares al simple roce con la oruga (Battisti et al. 2011). Lo anterior descrito, nos
sefiala los sintomas muy similares a otros organismos, cuyos venenos han sido estudiados
y han sido utilizados para el desarrollo de farmacos, por lo tanto, el organismo (M.
opercularis), que es objeto de estudio en el presente trabajo de tesis, es importante
identificar la composicion del veneno, que aun no ha sido caracterizado, por lo cual no se

han logrado identificar las propiedades y posibles aplicaciones farmacéuticas.

De la misma manera, M. opercularis, representa un reto de estudio analizar sus cambios
en distribucion, actividad bioldgica y relacion con las bacterias que forman parte de su
microbiota, por ser un organismo poco estudiado, a pesar de sus caracteristicas evolutivas
sorprendentes. EI microbiota de los insectos es esencial para el crecimiento y desarrollo
de las especies (de O Gaio et al. 2011). La simbiosis entre insectos y microorganismos ha
contribuido, sin duda a su éxito de supervivencia, brindandoles la capacidad de degradar
los alimentos recalcitrantes, complementar las dietas deficientes en nutrientes, protegerse
de sus enemigos naturales y modular la expresion de su comportamiento social (Bouchon
et al. 2016; Douglas, 2015). Relacionar la composicion del microbiota, en diferentes
estadios del ciclo de vida de un insecto, puede representar una correlacién con varias
caracteristicas evolutivas, por lo cual el siguiente trabajo de tesis, cuenta con un aporte al

conocimiento de la microbiota en estado de oruga y polilla de M. opercularis.



3. ANTECEDENTES

Importancia farmacéutica de los venenos

En las dltimas décadas, los venenos de animales han presentado gran importancia en la
industria farmacéutica, a partir de estos se han desarrollado potentes analgésicos,
antihipertensivos, anticoagulantes, anestésicos y se han descubierto actividades bioldgicas
con posibles aplicaciones farmacoldgicas como son antibacteriana, anti protozoaria y
antiviral (Bailey y Wilce 2001, Okoro et al. 2015). Los venenos quimicamente son una
mezcla de péptidos y proteinas, los cuales son de utilidad en la naturaleza para la
alimentacion y sobrevivencia de los organismos que los secretan para combatir a sus
depredadores, estas desafiantes funciones, se han aprovechado para combatir diferentes

padecimientos en el area médica (Koh et al. 2006, Calvete et al. 2009).

Cabe resaltar, que uno de los farmacos mas representativo para el tratamiento de la
hipertension arterial, es el captopril, el cual se desarrollé a partir de veneno de serpientes,
fue la primera droga oral que funciona como inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE), especificamente actua en el sistema renina-angiotensina-aldosterona,
provocando una disminucion en la presion arterial, evitando accidentes cerebrovasculares
e infartos al miocardio. Esta droga proviene del veneno de Bothrops jararacd, una
serpiente originaria de Brasil, su compuesto activo es un péptido llamado BPP5a, péptido

potenciador de la bradiquinina (Bailey and Wilce 2001).

Del mismo género de serpiente la Bothrops moojeni, aporta en su veneno una proteina
“Batroxobin”, del f&rmaco comercial Defibrase, el cual se emplea para el tratamiento de
angina de pecho, infarto cerebral, y en accidente cerebrovascular isquémico, la proteina
actia como un inhibidor de protrombina y trombina. Ademas del veneno de especies de
Bothrops, se ha aislado la reptilasa es una proteina de 43 kDa, la cual ayuda para el
diagnostico de desdrdenes en la coagulacion sanguinea (Koh et al. 2006; Calvete et al.
2009; Carone et al. 2018).

También se cuenta con la Exenatida que es un agonista del receptor de GLP-1, empleado

como tratamiento adyuvante en la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que ha demostrado ser



tan eficaz como insulina glargina (IG) reduciendo la concentracion de hemoglobina
glucosilada, cuando se administra en combinacion con metformina o/y sulfonilureas
(Gordon et al. 2011). Es importante mencionar, que la proteina Exenatida se encuentra
en la saliva del monstruo de Gila que imita la accién del péptido 1 similar al glucagén,
una incretina importante en la homeostasis de la glucosa (Triplitt y Chiquette 2006), se
asocia ademés a una reduccion de peso y a una mayor incidencia de acontecimientos
adversos de tipo gastrointestinal ( Gordon et al. 2011). Otro péptido en su veneno, llamado
gilatida, probablemente mejora la memoria, se cree que ayuda a evitar a los depredadores
del Monstruo, ya que un depredador mordido puede recordar la experiencia insoportable,
esta propiedad podria ser empleada para los padecimientos de Alzheimer, la esquizofrenia
y el TDAH (Guardians y Bec 2010).

El cancer es una de las principales causas de muertes en todo el mundo, la ciencia ha
realizado grandes esfuerzos y numerosas investigaciones para buscar la cura de esta
enfermedad. Los venenos han jugado un papel importante en la produccion de
medicamentos para minimizar los sintomas de esta enfermedad y brindar un tratamiento
capaz de controlar la enfermedad como el Huachansu es un medicamento inyectado que
se obtiene de la extraccion de la piel y las glandulas parotidas del sapo (Bufo gargarizans),
se usa en pacientes con cancer de higado, colon o pancreas, presenta actividades
biolégicas de antitumoral, anti-VHB y de inmunomodulacion. En ensayos clinicos
demuestra mejora de la respuesta tumoral objetiva y reduccion de los efectos secundarios
relacionados con la quimioterapia; combinado con quimioembolizacion transarterial
TACE podria aumentar significativamente la tasa de respuesta objetiva y la tasa de
supervivencia a 2 afios, reduce la cantidad de derrame pericardico y mejora de la calidad
de vida del paciente (Wang et al. 2018).

Otro tratamiento para el cancer es Ziconotide, un analgésico no opioide, indicado para el
tratamiento del dolor cronico en pacientes, que requieren una terapia de analgesia
intratecal (IT), pero son intolerantes o refractarios a otros tratamientos analgésicos.
Ziconotide es un analogo sintético de la w-conotoxina MVIIA, un 25 — amino péptido
acido que se encuentra en el veneno de Conus magus. EI mecanismo de accion que

subyace al perfil terapéutico de la ziconotida se deriva de su bloqueo potente y selectivo



de los canales de calcio neuronales sensibles al voltaje de tipo N (NVSCC). El bloqueo
directo de N-VSCC inhibe la actividad de un subconjunto de neuronas, incluidos los
nociceptores primarios sensibles al dolor. Este mecanismo de accion distingue a la
ziconotida de todos los otros analgésicos, incluidos los analgésicos opioides (Miljanich
2004).

Composicion quimica de venenos

El veneno de las serpientes contiene activadores de protrombinas, las cuales se han
aislado, producido y comercializado, para su empleo en el estudio de disprotrombinemias,
en particular, la especie de Daboia russelli, contiene una toxina (RVV), la cual se emplea
para la deteccién del anticoagulante lGpico (LA), importante en diagndstico de la
enfermedad del Lupus, el examen de laboratorio se basa en que la enzima aislada del
veneno actue sobre el factor de coagulacion X, haciendo la conversion de protrombina a
trombina ( Koh et al. 2006).

En efecto, gran parte de la composicidn de los venenos de serpientes se encuentran la
familia de las a-neurotoxinas, las cuales pueden bloquear reversiblemente la transmision
nerviosa por competencia al unirse a los receptores nicotinico de acetilcolina (nAChRs),
que se encuentra en las membranas postsinapticas de los musculos esqueléticos y
neuronas, impidiendo la transmisidn neuronal, esta accion es empleada para ocasionar

asfixia en sus presas (Verheij et al. 1980).

Una vez aisladas del veneno de la mamba africana, las dendrotoxinas son componentes
que actuan blogueando los canales de potasio, ocasiona la liberacion de acetilcolina y la
subsiguiente transmision sinaptica en la unién neuromuscular, lo que lleva a una actividad
muscular excesiva, temblores y fasciculacion de la presa. En el laboratorio, se ha
investigado con los analogos de las dendrotoxinas, este efecto en la actividad muscular,
para elucidar las propiedades de reconocimiento molecular de diferentes tipos de los
canales de potasio, y las dendrotoxinas radiomarcadas han sido utilizado para identificar

otras toxinas que se unen a los canales de potasio (Schweitz et al. 1990).

Del mismo modo, en los venenos de serpientes se encuentran enzimas dependientes de

Ca?*, llamadas fosfolipasas 2 (PLA 2), las cuales catalizan la hidrolisis de los fosfolipidos,



en el organismo cuando se inyecta el veneno desencadena una serie de procesos
inflamatorios, que se caracterizan por una mayor permeabilidad microvascular, formacion
de edemas, reclutamiento de leucocitos en los tejidos, la nocicepcion y la liberacion de
mediadores inflamatorios que imitan una serie de trastornos inflamatorios sistémicos y

locales en los seres humanos (Verheij et al. 1980).

Es necesario resaltar, que los insectos del orden de los himenopteros comprenden algunas
especies cuyo veneno puede desencadenar reacciones alérgicas en los seres humanos, que
pueden abarcar desde reacciones relativamente leves hasta anafilaxias fatales (Bilo et al.
2019). Generalmente, las sustancias que producen los himendpteros estan compuestos de
aminas biogénicas y otras sustancias de bajo peso molecular, de péptidos basicos y de
proteinas (Miiller et al. 2010). Las principales especies de himenopteros, que han sido
sujetas de estudio por las reacciones que ocasionan sus picaduras en humanos pertenecen

a la familia de Apidae, Vespidae y Formicidae (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes de venenos de himendpteros

Especie Componente Referencia
Abeja Fosfolipasa A2 (Api m1), 16 (Mdller et al. 1997; Hoffman
Apis mellifera kDa 2003)

Hialuronidasa (Api m2), 43 kDa (Mdller et al. 1997)
Fosfatasa acida (Api m3), 45 (Grunwald et al. 2006)

kDa

Péptido melittin (Api m4), 2.9 (Hoffman 2003)

kDa

Proteina alergénica C (Api m5), (Blank et al. 2010; De Graaf
102 kDa 2009)

Proteina (Api m6), 7.9 kDa (Kettner et al. 2001)
Proteasa de serina (Api m7), 39  (Hoffman 2003)

kD

Dipeptidilpeptidasa, 102 kDa (Blank et al. 2010; De Graaf

2009)




Avispa Fosfolipasa Al (Ves v1), 33.5 (Blank et al. 2010; De Graaf
Vespula vulgaris kDa 2009)
Antigeno 5 (Ves vb), 23 kDa
Dipeptidilpeptidasa (Ves v3)

100 kDa
Hialuronidasa (Ves v2), 45 kDa  (Hemmer et al. 2004; Jappe et
al. 2006)
Hormiga Fosfolipasa Al (Sol il1), 37 kDa  (Hoffman 2003)
Solenopsis invicta
Sol i2, 14 kDa
Antigeno 5 (Sol i3), 24 kDa
Sol i4, 13.4 kDa

En especial el veneno de abeja (A. mellifera), ha sido mayormente estudiado por sus
propiedades terapéuticas, desde hace aproximadamente 3000 afios en la medicina oriental,
se ha usado como terapia alternativa ( Kwon et al. 2001, Silva et al. 2015, Zhang et al.
2018), estd compuesto por una gran variedad de péptidos, enzimas, aminas con actividad
biolégica y otros componentes no peptidicos, los efectos terapéuticos principales que
presentan son del tipo anti-inflamatorio, la ant-apoptotico, anti-fibrosis y anti-
arterosclerosis (Zhang et al. 2018).

Composicion quimica de los venenos de lepiddpteros

Los lepidopteros son insectos holometabolos tipicos, las mariposas y polillas
perteneciente a este orden cuenta con 150.000 especies descritas (Villas et al. 2016) se
logran distribuir en todas partes del globo terraqueo, que atraviesan las fases de huevo,
larva, pupa y adulto (Fig. 1). Presentan en su ciclo vital dos fases moviles, larva (oruga) y
adulto, con nichos caracteristicos. Por lo comun las larvas son fit6fagas; pueden ser
especializadas en una especie de planta concreta (monofagia) o en unas pocas relacionadas
(oligofagia) y raramente se alimentan de un numero elevado de diferentes hospedadores

potenciales (polifagia)( Costa y Simonka 2006).



En su estado larvario, causan dafios en cultivos de plantas por su alimentacién, cuando se
encuentran en estado adulto se alimentan en cambio de fluidos (néctar, agua, jugos
procedentes de frutas, 0 en ocasiones otros materiales liquidos), lo que les ayuda a cumplir
con la funcion de polinizador y perpetuacion de su especie, produciendo gran cantidad de
huevecillos que son colocados en las plantas hospederas. En fase de larva puede durar
entre semanas y afios, segun los casos. La fase de pupa se da con frecuencia en un refugio,
que puede ser un capullo total o parcialmente construido con seda por la oruga ( Garcia-
Barros et al. 2015).

4

Huevos Oruga Pupa Mariposa o polilla

Figura 1. Ciclo de vida de lepiddpteros

Las investigaciones acerca de los lepiddpteros se enfocan al estudio de plagas de
importancia econémica, sin embargo, varias especies de polillas pueden causar problemas
de salud importantes en los humanos y animales. Son aproximadamente 80 familias de
lepidopteros que causan envenenamiento (Tabla 2) (Diaz 2005, Gullan y Castro 2005).
Los accidentes que ocasionan los lepiddpteros son por la presencia de pelos o setas en la
etapa de larva u oruga, estos pelos o setas actian como un mecanismo de defensa biologica

contra los depredadores naturales.



Tabla 2. Principales familias de polillas que producen reacciones urticantes

Familia

Especies

Arctiidae

Lasiocampidae

Limacodidae

Lymantriidae

Megalopygidae
Morphoidae
Notodontidae

Nymphalidae

Saturniidae

Arctia sp., Arctia caja, Estigmene acrea, Euchaetes egle, Eutane
terminalis, Hyphantria cunea, Lophocampa caryae, Manuela
replana, Premolis semirufa, Pyrrharctia isabella, Spilosoma
glatignyi, Spilosoma lutea, Spilosoma virginica.

Dendrolimus sp. (also cocoons), Eriogaster lanestris,
Malacosoma

spp., Lasiocampa quercus

Acharia stimulea, Adoneta spinuloides Darna pallivitta Doratifera
sp. Euclea delphinii Isa textula Latoia lepida Natada nasoni
Parasa chloris Parasa Indetermina Thosea penthima Phobetron
pithecium Sibine stimulea

Acyphas leucomelas Dasychira sp. Euproctis sp. Leptocneria
reducta Lymantria dispar Orgyia sp.

Megalopyge opercularis, Norape ovina, Podalia sp

Morpho sp.

Anaphe venata, Epicoma sp., Ochrogaster lunifer, Thaumetopoea
pityocampa, T. processionea, T. wilkinson

Hypolimnas misippus, Nymphalis antiopia

Automeris io, Dirphia sp., Hemileuca oliviae, Hemileuca oliviae
H. maia Hylesia metabus (adult) Lonomia Achelous Lonomia
obliqua



Megalopyge opercularis

La especie de M. opercularis, pertenece a la familia Megalopygidae, llamadas polillas de
franela, porque sus fases de larvas y adultos son densamente peludos, se encuentra

establecida en la siguiente ubicacion taxonomica:
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Zygaenoidea (Megalopygidae)

Megalopyge opercularis
Carama crelata
Lagoa crispata
Megalopyge lanata
Megalopyge albicollis
Megalopyge radiata

La asignacion del nombre a la familia y género, de la especie Megalopyge, proviene de
las raices griegas Megalo (grande) y pygidium (grupa), por el tamafio y forma de las
orugas de esta especie, la especie de M. opercularis, se deriva de la palabra latina
operculum, puerto o tapa, referida a la salida del capullo (Lepesqueur 2012). La oruga de
tiene una apariencia caracteristica, por lo tanto, en las diferentes regiones donde habita se

le da nombres comunes caracteristicos, es conocida como "oruga de gato" "oruga de
puss”, "asp italiana”, "zarigiieya"”, "perrito”, y "babosa lanuda” (Diaz 2005; Avilan et al.

2010; Arquieta y Martinez 2014).

Dentro del pelaje que cubre la parte posterior del cuerpo de la oruga de M. opercularis se
encuentran unas espinas huecas (Fig. 2), que contienen en la parte apical el veneno que
produce, las espinas son producidas por la extension del tegumento, con una glandula de

células especializadas, que produce las sustancias urticantes, que responden a estimulos



sensoriales, las espinas son rigidas pero pueden ser rotas para inyectar el veneno, como
parte de un estimulo mecénico, el nimero y tamafio de las espinas van incrementando
conforme aumenta el tamafio de las orugas, este tipo de espinas es caracteristico de
Megalopygidae, Limacodidae, y Saturniidae, cuya principal funcion es defensa contra
depredadores (Battisti et al. 2011).

D Epidermal cells D Neural cells
D Trichogen {(hair-forming) cells D Secretory cells
D Tormogen (auxiliary) cells Integument

Figura 2. Espina caracteristica de M. opercularis (Battisti et al. 2011)

Ciclo de vida

Al igual que otros lepidopteros, M. opercularis, presenta las etapas caracteristicas huevo,
larva, pupa, crisalide, adulto; los huevos que produce la hembra de M. opercularis, son
pequerios de 0.6 mm de ancho por 1.2 mm de largo, ligeramente redondeados en los
extremos, color amarillo claro (Fig. 3), colocados generalmente en la planta huésped con
ayuda de la seda que secreta de la glandula de la polilla, que les ayuda a fijarse en un
sustrato adecuado (Hall 2013).



Figura 3. Huevecillos de M. opercularis

En el estadio de larva M. opercularis, sus instars son inciertas, algunos autores coinciden
que son entre 5y 6, con las siguientes medidas de larva ler estadio: 1.5 mm, 2do estadio:
2.3 mm, 3er estadio: 3.1 mm, 4to estadio: 3.6 mm, larva madura: 2.54 cm (1 pulgada); sin
embargo, otros estudios han identificado entre 8 y 10 estadios (Fig. 4 y 5). La confusion
en la identificacion de los diferentes estadios de larva, recae por el tamafio que presenta
la oruga (Khalaf 1975).

Figura 4. Etapa temprana de la oruga de M. opercularis

Figura 5. Etapa final de la oruga de M. opercularis
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El tamafio méas grande reportado hasta ahora es de 4 cm incluyendo la cola que aparenta
en los estadios finales, su aspecto algodonoso va incrementando conforme va creciendo,
las espinas se ven oscuras entre los pelajes y también su nimero aumenta conforme el
crecimiento de la larva, el tegumento de la oruga inicialmente es de un color amarillento
claro posteriormente va oscureciendo a un verde grisaceo, los pelos al igual viran de

amarillo, gris, café claro y oscuro (Fig. 6), conforme va mudando (Hall 2013).

Figura 6. Oruga de M. opercularis

El capullo que forma tiene un tamafio variado de 1.3 cm a 2.0 cm, presenta una pequefia
joroba que es donde se encuentra los pelos que pierden durante el proceso de
metamorfosis, al inicio los capullos son débiles por el hilado que lo conforma,
posteriormente envejece y se meteoriza, esta parte frontal se colapsa para formar una

almohadilla de seda aplanada en el sustrato frente al opérculo (Fig. 7) (Hall 2013).

Figura 7. Capullo de M. opercularis

En la etapa adulta las hembras son méas grandes que los machos, su color es amarillo las
alas delanteras son amarillas con algo de negro a lo largo de los margenes costales y
ondas de pelos blancos (escamas) en la base de 2/3 de las alas, los machos presentan mas
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marcado el color negro en las alas, para hacerlo mas llamativo a las hembras, las alas
posteriores de ambos sexos son uniformemente cremosas y amarillas. Miden 2.4 a 3.6
cm de diametro, en esta etapa no cuenta con espinas con veneno, aunque si presenta
pelaje, que son escamas profundamente divididas y que las bases no divididas son
tipicas de alas de otras polillas (Fig. 8) (Hall 2013).

Figura 8. Polilla de M. opercularis

a) Hembra b) Macho

Distribucion

El primer accidente causado por Megalopyge se registré en 1913 en San Antonio, Texas
(Pinson y Morgan 1991). El aspecto lanudo caracteristico de la oruga de M. opercularis
su tamafio, facilidad de acceso en el medio ambiente y la movilidad lenta, incita a los
nifos por curiosidad hacer contacto con el estado larvario, esto pone en riesgo a los
infantes haciéndolos mas susceptibles, por lo cual la aparicion en escuelas y parques ha
causado el cese de actividades, como sucedio en 1923, en escuelas publicas en San
Antonio, Texas y en 1951 en Galveston, Texas, originé el cierre de las dependencias
educativas (Diaz 2005).

La prevalencia de accidentes con orugas urticantes en Brasil, pais en el que se han
realizado estudios de esta incidencia, confirman mediante una encuesta no oficial en el
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Hospital Vital Brasil (Instituto Butantd), en S&o Paulo, en 1975-1979, se presentaron 568
casos de accidentes, en 52 accidentes, fue posible identificar el agente causal 14 fueron
provocados por Megalopyge Sp, 11 por Megalopyge Albicolisy 9 por Megalopyge Lanata
( Cardoso y Junior 2005). En 1996, el hospital de San Pablo, Brazil, registré 100 casos de

envenenamiento por Saturnaiidae y Megalopyge (Lamdin et al. 2000).

En otro pais de Suramérica, en Venezuela en el 2010, se describio el primer caso clinico
originado por la picadura de M. opercularis (gusano-pollo), considerado una nueva
entidad patoldgica que ocasioné al paciente sintomas muy severos, que incluian
reacciones sistémicas, asi como dolor intenso en la mano, irradiado a la parte alta del
brazo, edema restringido, cefalea, mareos, opresion retroesternal y sintomas parecidos al

choque anafilactico, que requirieron su hospitalizacion ( Avilan et al. 2010).

Recientemente en el 2015, se registrd6 3 casos en Guyana francesa, el agente causal
pertenecia al género Megalopyge sin embargo no se logré clasificar la especie y la
sintomatologia fue un poco anormal, los pacientes presentaron movilidad limitada y

requirieron aplicar anestesia local para mitigar el dolor (Torrents et al. 2015).

En México se tiene conocimiento de la presencia de Megalopyge en 1970, en la zona del
centro de Monterrey, Nuevo Leon, en afios recientes en 2015 y 2016 en Noviembre en
Jalisco, Nayarit y Tamaulipas y Nuevo Ledn, los medios de comunicacién han informado
la presencia de oruga en parques y escuelas de educacion basica, declaran alerta para evitar

accidentes (Fig. 9)

o

Figura 9. Distribucion de M. opercularis
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Importancia sanitaria

Las orugas de M. opercularis, se alimentan de diferentes especies de arboles, otra forma
de exposicion indirecta en humanos, se presenta cuando caen del follaje y en forma
accidental entran en contacto o cuando son oprimidas en el cuerpo, las lesiones

generalmente se presentan en cara, cabeza, brazos y cuello (Kuspis et al. 2001).

La importancia sanitaria de la oruga radica en los accidentes que ocurren con humanos, se
produce por la incrustacion de las espinas en la piel causando urticaria y dolor intenso en
los primeros 5 minutos, por sensaciones de ardor y dolor local linfadenopatia regional,
cefalea y dermatitis inflamatoria, también puede producir ndusea (y vomito), malestar
estomacal intenso, y problemas respiratorios. Ademas, se puede producir necrosis
epidérmica localizada y subsecuentes vesiculas, asi como convulsiones (Avilan et al.
2010; De Roodt et al. 2000; Torrents et al. 2015)

En la actualidad, no existe un tratamiento especifico para las lesiones ocasionadas por
Megalopyge, los médicos sugieren colocar compresas de agua fria y administrar
analgésicos orales, como la dipirona y si el dolor es muy intenso tramadol hidrocloruro se
ha empleado o lidocaina(Haddad y Lastoria 2014) , el malestar desaparece en unas horas
todo depende de la dosis de veneno inyectado y la susceptibilidad del paciente, en algunos
casos se crea inmunidad con el contacto constante, sin embargo; en otros la respuesta
inmunoldgica ha sido mas agresiva, conforme aumenta la exposicioén en un individuo.
Para reacciones anafilacticas con vasodilatacion periférica e hipotension, la adrenalina

subcutanea ha sido un tratamiento con éxito (Diaz 2005).

Estudios de caracterizacion quimica de venenos de especies relacionadas
filogenéticamente con M. opercularis

En el trabajo de investigacién de Quintana (2017), en las polillas de las familias
Megalopygidae (Podalia ca. fuscescens) y Saturniidae (Leucanella memusae y Lonomia
obliqua), se identifico en el extracto del veneno de su fase larvaria la actividad
caseinolitica, fosfolipasa A2 y hialuronidasa. Siendo la especie de Podalia ca fuscescens
la que tuvo mas actividad caseonolitia 15.12 + 3.39 U/mg proteina y de hialuronidasa con
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2.42 + 1.08 U/mg proteina , Lonomia obliqua destac6su actividad de fosfolipasa A2 de
27.81 + 15.87 U/mg proteina. Asi mismo el extracto del veneno de P. ca. fuscescensy I.
obliqua degradaron fibrina humana y disminuyé el tiempo de coagulacion provocado por
el calcio, y el veneno de L. memusae inhibid coagulacion plasmatica. Se determind la
secuencia de todas las proteinas que presentaron actividad procoagulatoria, determinando
la presencia de Lopap, activador de protrombina, y Losac en Lonomia obliqua y en
Leucanella memusae también se determin6 losac que es un activador del factor X
(Quintana et al. 2017).

Es importante resaltar, que la oruga urticante de Lonomia obliqua ha sido de mayor interés
cientifico por las reacciones en los procesos de coagulacion que desarrolla en los
organismos, al contacto con este insecto, puede llegar a causar sindrome hemorréagico
(Reis et al. 2001), trabajo con el extracto de los pelos y encontr6 que presenta actividad
procoagulante debido a un Factor X y a una actividad activadora de protrombina. Del
extracto del veneno se purificéuna serina proteasa 69 kDa Lopap (proteasa activadora de
protrombina de la obliqua de L. obliqua) que fue capaz de activar la protrombina de una

manera dependiente de la dosis, y los iones de calcio aumentaron esta actividad.

Estudios de microbiota en especies relacionadas filogenéticamente

Los insectos tienen importantes endosimbiontes bacterianos, que ayudan a su papel
ecologico y adaptacion evolutiva (Fromont et al. 2016; Smith et al. 2017), que son
bacterias relacionadas con la adquisicion de nutrientes, digestion, inmunidad,
competencia vectorial, susceptibilidad a patdgenos y especiacion (Bouchon et al. 2016;
Chen et al. 2016; Jehmlich et al. 2016]. Algunos estudios han demostrado que, en la
mariposa, fritillary de Glanville (Melitaea cinxia), existe una gran diversidad de
microorganismos que influyen significativamente en su tasa de crecimiento (Ruokolainen
et al. 2016).

La participacién de estos microorganismos ha sido evaluada en orugas y polillas de la
espalda de diamante (Plutella xylostella). Estos ayudan en la descomposicion de las
paredes celulares de las plantas, en la desintoxicacion de compuestos fendlicos y en la

sintesis de aminodcidos. Las especies bacterianas involucradas han sido identificadas
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como Enterobacter cloacae, E. asburiae y Carnobacterium maltaromaticum (Xia et al
2017). También hay evidencia de que el microbiota intestinal de estos insectos varia segin
su dieta, habitat, estilo de vida en el insecto huésped y etapa de desarrollo (Hossler, 2010;
Yun et al. 2014).

El estudio del microbiota de lepidopteros es fundamental para comprender mejor sus
interacciones y el papel ecoldgico que desempefian en el medio ambiente. Dado que, la
microbiota de M. opercularis no se ha determinado previamente, el objetivo de este
estudio ademas de elucidar los componentes del veneno de M. opercularis, también se
centro la investigacion en evaluar y comparar la composicion de su microbiota en la oruga

y la polilla.
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4. JUSTIFICACION

Existe en la actualidad una marcada tendencia a la investigacion en busqueda de nuevas
drogas de origen natural que permitiran disminuir o eliminar, algunos de los
padecimientos o enfermedades, que no cuentan con tratamiento idéneo para ellos,
teniendo como antecedentes que fuertes analgésicos, medicamentos contra el céncer,
farmacos para control de diabetes, entre otros, se han obtenido del veneno de organismos
marinos y terrestres, y que no existe informacion completa de la composicion del veneno
de Megalopyge opercularis, en el presente trabajo se plantea realizar caracterizacion de
las componentes de las segregaciones de sustancias urticantes producidas M. opercularis,
es de gran interés comprobar si en las sustancias venenosas que segregan estos artropodos
existen componentes que pudieran ser usados por la industria farmacéutica como

medicamentos para tratamiento del cancer o estimulante del sistema inmune.

Como fue antes mencionado, existe limitada informacidn de M. opercularis, por esto, en
este trabajo de investigacion se realizd la evaluacion del veneno, su actividad bioldgica y
estudio de la microbiota total del organismo, por la importancia de identificar qué factores,
han contribuido para el incremento de los efectos causados en el organismo, al ocurrir
accidentes con el veneno de la oruga, del estudio panoramico de M. opercularis, se espera
contribuir al avance de la industria farmacéutica y apoyar con un importante aporte sobre

la biologia de este organismo y sea un aporte para conocer su papel ecoldgico.
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5. HIPOTESIS

Los componentes del veneno de la oruga M. opercularis presentan diferentes actividades
bioldgicas, caracterizando el veneno permitira correlacionar los componentes y su

actividad especifica. El estudio del microbiota total de M. opercularis fortalecera la

investigacion de este lepiddptero, poco estudiado.
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6. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar el veneno de la oruga, evaluar la actividad biolégica y microbiota de M.

opercularis en dos estadios.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar areas de muestreo de M. opercularis.

Colectar las muestras de oruga M. opercularis.

Preservar las muestras mediante su cultivo en laboratorio.

Aislar el veneno de las espinas de la oruga M. opercularis.

Separar las proteinas mediante Cromatografia de Exclusion Molecular.
Caracterizar las fracciones mediante diferentes técnicas analiticas (MS, PAGE).
Evaluar el potencial citotoxico del veneno en células Caco?2

Determinar la microbiota de M. opercularis en oruga y polilla.
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8. MATERIAL Y METODOS
Obtencion de muestras

Las zonas de muestreo fueron seleccionadas con base a reportes en zonas residenciales,

que se realizaron a la autoridad de salud estatal y basqueda en redes sociales.

Preservacion de la muestra
Para llevar a cabo la colecta se utilizaron recipientes de polipropileno con malla de tela

como tapa que permitiera la ventilacion. Se colocaron ramas de arbol en donde se
encontraron las orugas para crear un habitat artificial y se rociaban de agua purificada con
un atomizador. Las muestras fueron separadas en base a color y tamafio, colocandolas en
tubos de 50 ml de polipropileno (Corning, CLS430828) y congeladas a -20°C, para su

posterior uso.

Obtencion de las espinas de M. opercularis

Las orugas fueron lavadas tres veces con agua destilada (CTR, 81273), para liberar las
impurezas de polvo y bajar la carga microbiana, después se colocaron en cajas de Petri de
plastico (SIGMA, P5481), con ayuda de unas pinzas y tijeras de diseccion se cortaron los
pelos y espinas, la mayor cantidad posible sin traer tejido epitelial, colocandolos en un
tubo de polipropileno de 50 ml, se pesaron en una balanza analitica (Sartorius, 124-1s),

posteriormente se afiadi6 los solventes para extraccion de proteinas.

Extraccién con agua destilada estéril

Se colocd un 0.1 gr de la muestra de pelos y espinas obtenidas en un tubo de polipropileno
de 15 ml (Corning, 430791), se le agregd 2 ml de agua destilada estéril (CTR, 81273), se
agitdé 2 min vigorosamente en un vortex (Labnet, X-200) después se sonicd (Branson,
1800), empleando agua con hielo, luego se centrifugddos veces por 5 min a 8,000 rpm
(Labnet, MPW 55) para eliminar los pelos y se paso el sobrenadante a un tubo de

polipropileno de 15 ml (Corning, 430791).

Extraccion del veneno con amortiguador RIPA
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Se coloco un 0.1 gr de la muestra de pelos y espinas obtenidas en un tubo de polipropileno
de 15 ml (Corning, 430791), se le agregd 2 ml de amortiguador RIPA (SIGMA-ALDRICH,
R0275), se mezclo6 vigorosamente en un vortex (Labnet, X-200), se incubd en hielo por 5
min, luego se centrifugddos veces por 5 min a 8,000 rpm (Labnet, MPW 55) para eliminar

los pelos y se paso el sobrenadante a un tubo de polipropileno de 15 ml (Corning, 430791).

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el empleo del reactivo Bradford
(Thermo scientific, 1856210), el rango de la curva de calibracion fue de 1-34 pg/mi
empleando como estdndar Albumina Bovina Seérica y el volumen de muestra analizada
fue 100 pl, la lectura fue realizada en un espectrofotometro (Biotek, Synergy HTX) a 595

nm de longitud de onda.

Precipitacion de proteinas con metanol- cloroformo

Se tomaron 500 pul de muestra del veneno y se colocaron en un microtubo de 2 ml al cual
se le agreg6 600 pl de metanol (Sigma aldrich, 494437) y 400 ul de cloroformo (Sigma
aldrich, 496189), se mezclo6 y se centrifugdé5 min a 8,000 RPM (Labnet, MPW 55) y se
descartd la parte superior cuidando de no arrastrar la interfase donde se encuentran las
proteinas luego adicionar 400 ul de metanol mezclar y centrifugar 3 min a 8,000 RPM,
posteriormente descartar el sobrenadante y secar usando un sistema de centrifugado a
vacio (Thermo Scientific, DNA120), resuspender las muestras en amortiguador de carga

y calentar durante 5 min a 100°C en un bafio seco de calentamiento (Labnet, D1100).

Visualizacion en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Las muestras se fueron analizadas en gel de SDS-PAGE al 15%, utilizando un gel
concentrador de 5%, como amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS (Biorad, 1610732)
en una camara de electroforesis (Biorad, Mini-PROTEAN II) con una corriente constante
de 2mA (Biorad, power pac HC) se tifio con 1% de Coomassie Brilliant Blue R-250
(Biorad, 1610406) en solucion de metanol al 45% -acido acético al 10% (Sigma aldrich,
494437, 695092) durante 4 h y se destifiocon los mismos solventes hasta visualizar el gel
, para digitalizar el gel se emple6 un escaner.
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Determinacion de la actividad proteolitica sobre el gel

Se realiz6 una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y no reductora. El ensayo

se llevd a cabo en un gel separador al 12% de acrilamida.

La muestra fue preparada con 10 pg/mL de muestra, 3 uL. de buffer de carga nativo y agua
destilada hasta obtener un volumen final de 15 pL. La electroforesis se llevo a cabo a
100V durante 2 h, con el uso de un buffer de corrida (Tris-Glicina). Como referencia se
utilizé un marcador de peso molecular de un rango de 10-250 kDa.

Después el gel obtenido fue lavado con Tritdn al 0.1% e incubado a 37°C; toda la noche,
en agitacion y en buffer de incubacién (Tris.HCI 50 mM, ZnCl> 1 mM y CaCl; 10 mM),
para su posterior tincion con negro amido, para la cual, primeramente el gel se sumergid
en una solucion de tefiido (0.1% de negro amido y 7% é&cido acético) durante 2 h,
posteriormente se elimina el exceso de negro amido mediante 2 a 3 lavados con &cido

acético al 7%.

Test de hipersensibilidad cutanea/evaluacion del veneno

Se verificé la presencia del veneno activo realizando una prueba de sensibilidad al mismo
empleando ratas egipcias a las cuales se les inyectd via subcutadnea 100 p 1 de extracto
crudo obtenido de M. opercularis y como control negativo PBS (0,14 M NaCl, 0,04 M
Tampon de fosfato, pH 7,2). Se midio el espesor de la zona de la reaccién (respuesta
inmune), mediante un calibre de baja presién a varios intervalos de tiempo (30 min, 12y
24 horas). Los resultados se expresaron en términos de milimetros de grosor (Lomonte et
al., 1993).

Digestion de proteinas en gel SDS-PAGE

Para digerir las bandas seleccionadas de proteinas de interés se siguié el método de
Shevchenko (Shevchenko et al., 1996, 2006) modificado parcialmente (Winkler y Garcia-
Lara, 2010). Después de la SDS-PAGE, se escindieron del gel aquellas bandas cuyo peso
molecular aparente coincidio con las bandas que mostraron actividad de proteasa en el gel

“espejo” (zimograma). Dichas bandas se cortaron posteriormente en cubos con
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aproximadamente 1 mm de longitud de borde. Los cubos se transfirieron a viales y se
lavaron con una solucién 1: 1 (v / v) de bicarbonato de amonio 125 mM vy acetonitrilo
(ACN) hasta decoloracion completa. Los pasos de reduccion y alquilacion se realizaron
mediante incubacion con DTT 10 mM y IAA 55 mM. Luego, los trozos de gel se
enjuagaron con ACN, luego y se secaron en una centrifuga de vacio. Después de secarse,
los trozos de gel se rehidrataron en una solucion de bicarbonato de amonio 50 mM que
contenia 10 ng / L de tripsina (PROMEGA, Madison, WI, EUA) y se incubaron durante
una noche a 37°C. Después de la digestion triptica, los péptidos se extrajeron agitando
durante 15 minutos con una solucién 1: 2 (v / v) de acido férmico al 5% / ACN a 37 ° C.
El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se secé en una centrifuga de vacio. Antes
del analisis mediante LC-MS / MS, los péptidos se disolvieron en 20 pul de acido formico
al 0,1% (v/v).

Nanoflow LC-MS/MS

Todos los experimentos se realizaron en un sistema de cromatografia liquida de nanoflujo
(LC) nanoAcquity (Waters, Milford, MA, EE. UU.) acoplado a una trampa lineal de iones
LTQ Velos Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) equipado
con una fuente de nano electroaspersion. El disolvente A consistio en &cido formico al
0,1% y disolvente B de ACN al 100% en acido formico al 0,1%. Tres microlitros de
proteinas digeridas se unieron a una precolumna (Symmetry® C18, 5 pm, 180 pum x 20
mm, Waters). Posteriormente se cargaron a una columna capilar dede UPLC de 10 cm
(100 um de ID de tamafio de particula BEH-C18 de 1,7 um). La temperatura de la columna
se controlo a 35 ° C. Los péptidos se separaron mediante un gradiente de 60 min a una
velocidad de flujo de 400 nL / min. El gradiente se programo de la siguiente manera: 3-
50% de disolvente B (mas de 30 min), 50-85% de B (mas de 1 min), 85% de B (durante
7 min) y 3% de B (mas de 22 min). Los péptidos se eluyeron a través de una punta de
silice recubierta estandar (NewObjective, Woburn, MA, EE. UU.). El espectrometro de
masas se operd0 en modo de adquisicion dependiente de los datos para alternar
automaticamente entre exploraciones completas (400-2000 m / z) y posteriores
exploraciones CID y MS / MS PQD en la trampa de iones lineal. EI CID se realiz6 usando

helio como gas de colision a una energia de colision normalizada del 40% y 10 ms de
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tiempo de activacion. La adquisicion de datos fue controlada por el software Xcalibur
2.0.7 (Thermo Fisher Scientific).

Identificacion de proteasa activa de M. opercularis

Para determinar la identidad de la proteasa mas activa en el extracto soluble de las espinas
de M. opercularis, se utilizé una estrategia de identificacion “target-decoy”, es decir,
utilizando una base de datos que contenga tanto secuencias “blanco” como secuencias
“falsas” (Elias y Gygi, 2007). Para ello, se generé una base de datos concatenada,
incluyendo todas las secuencias de proteasas pertenecientes a lepidopteros encontradas en
la base de datos de Uniprot KB. Para generar la base de datos, se utilizd la herramienta
disponible en el programaSearchGUI, donde se utilizan como secuencias “falsas” las

mismas secuencias de la base de datos, pero invertidas.

Por otra parte, se transformaron los datos adquiridos en el espectrémetro de masas (*.raw)
a un formato *.mzml, para poderlos analizar con el programa PeptideShaker v0.38.1
(Vaudel et al., 2015). Para llevar a cabo dicho anélisis, primero se realiz6 una busqueda
utilizando la herramienta SearchGUI (Vaudel et al., 2011), utilizando los motores de
busqueda OMSSA en su version 2.1.9 para windows de 32 bits (Geer et al., 2004) y
X!Tandem, en su version 13.2.1.1 (Craig y Beavis, 2004). Posteriormente, los datos de
esta busqueda se procesaron utilizando el programa PeptideShaker, en su versién 0.38.1,

utilizando tolerancias de 0.5 Da y valores de FDR menores al 1%.

Actividad citotoxica

La prueba de citotoxicidad se realiz6 empleando células CaCo-2 (ATCC® HTB-37™) y
utilizando el método colorimétrico para determinar el nimero de células viables con el
colorante MTS  ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt), las pruebas se realizaron partiendo de un paquete
celular de 5 x 10* células/ml utilizando medio DMEM/F12 (GIBCO/Thermo Fisher USA)
con 5% de suero fetal bovino GIBCO/Thermo Fisher USA. En una placa de 96 pozos
(Corning México), se colocaron en cada pozo 100 ul de esta solucién y otros con 100 ul
de medio sin células. Se incub6 durante 24 horas en una camara humidificada a 37°C y
con 5% de CO2. Se probaron diferentes concentraciones 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 8 pug/mL de
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veneno extraido de M. opercularis y se coloco ademas en testigos positivo 100 pl de medio
solo en los pozos con células y negativo 100 pl de medio solo en los pozos sin células de
las columnas. Se incubardn por 48 horas en condiciones de humedad controlada con 5%
de CO2 y 37°C. Se agregd 20 ul de la solucion CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega Corporation, Madison, WI1) a cada uno de los 96 pozos. Se
lee a una absorbancia a 490 nm en el lector de Elisa BioTek® micro plate reader (BloTek,
Winooski VT, USA). La citotoxicidad se estimo en términos de porcentaje de inhibicion

de crecimiento y expresando en 1C50.

Cromatografia de Exclusion Molecular (SEC)

Para la separacion de las fracciones del extracto crudo se empleé Cromatografia de
Exclusion Molecular (SEC), empleando un Akta Pure (GE Healthcare, Sistema de
cromatografia Uppsala, Suecia) equipado con un Superose ™ 12 10/300 columna de alto

rendimiento GL (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), empleando las condiciones descritas

en la tabla 3.
Tabla 3. Pardmetros de trabajo en la SEC
Parametro Condicion

Flujo 0.8 mL/min, Isocrético

Fase mavil Buffer de fosfatos 20 mM pH 7.2 +
150mM KCI

Software de analisis UNICORN 7.0

Columna Superose® 12 10/300
30cm x 10 mm, 11 pm

Extraccion de ADN para analisis de Microbiota

Las muestras congeladas de orugas y polillas fueron homogenizadas en tubos cénicos en
forma independiente con agua destilada y centrifugadas a 4500 RPM. Despues el ADN
fue extraido usando el kit QlAamp DNA Microbiome (QIAGEN, Hilden, Germany),
siguiendo el protocolo de fabricacion. Los éacidos nucleicos de cada muestra fueron
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cuantificados utilizando fluorémetro Qubit ® 2.0 (ThermoFisher Scientific, Wilmington,
DE, USA) y el reactivo Qubit dSDNA HS Assay (ThermoFisher Scientific). Las muestras

fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso.

Amplificacion del rRNA y secuenciacion por lon Torrent

La regidn hipervariable 16S de la subunidad ribosomal fue amplificado de 5 ng de ADN
microbiano usando el kit lon 16S Metagenomics kit (ThermoFisher Scientific) en dos
reacciones de PCR con un juego de primer (V1, V2, V4, V8y V3, V6-V7, V9, V67).
Los amplicones fueron purificados usando perlas magnéticas Agencourt® AMPure® XP
(Beckman Coulter, Inc, Atlanta, GA, USA) y después se cuantificd con Agilent High
Sensitivity DNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) en un analizador
Agilent® 2100 Bioanalyzer®. Después se tomaron 15 nanogramos para desarrollar ADN
bibliotecas usando el lon Plus Fragment Library Kit (ThermoFisher Scientific) siguiendo
el protocolo sugerido de fabrica. Las bibliotecas de ADN, se purificaron usando perlas
magnéticas Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter) y cuantificadas con Agilent
High Sensitivity DNA kit (Agilent Technologies) en un analizador Agilent® 2100
Bioanalyzer®. Posteriormente, cada muestra fue concentrada a 26 pmol y se realiz6 una
PCR con lon PGM™ Hi-Q™ OT2 kit (ThermoFisher Scientific) en un equipo
OneTouch™2 system (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) con posterior
enriquecimiento con el kit Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads en un equipo
de lon OneTouch™ES (Life Technologies). La secuenciacion de cada biblioteca
gendmica fue realizada en un Sistema lon PGM system utilizando el kit de secuenciacién
lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing kit (Thermo Fisher Scientific) en un chip 314 V2. Base
calling se realizd Torrent Suite™ version 4.4.2 (Life Technologies) y el FastQC version

3.4.1.1 (Life Technologies) para obtener archivos fastq files de cada muestra.

Andlisis de datos

Las secuencias obtenidas se exportaron a lon Reporter ™ version 5.2 (Thermo Fisher
Scientific). La agrupacion y las asignaciones taxonomicas a las unidades taxonomicas
operativas (OTU) se determinaron utilizando las bases de datos curadas MicroSEQ® 16S

Reference Library v2013.1 y Greengenes v13.5 (Life Technologies). La abundancia
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relativa de OTU (%) se calcul6 y compard con los mapas de calor entre las etapas de oruga
y polilla en diferentes rangos taxondmicos. La asociacion se probd (X2) y su tamaio del
efecto se midié con phi de Cramer (®c) [Cramér, 1946] usando PAST 3.16 [Hammer,
2001]. La mayoria de las comparaciones de datos y cifras se generaron en R (https://cran.r-
project.org/) utilizando funciones ad-hoc y codificacién de colores segin la comparacion.
La riqueza se calcul6 en el estimador Chao2 de la riqueza de especies [Chao, 1984; Chao,
1987] en EstimateS 9.1.0 [Colwell, 2013], que se recomienda para muestras pequefias
[Colwell y Coddington, 1924; Unterseher y col. 2008]. Estos valores se usaron como
referencia de la riqueza esperada de microbiota para estimar la cobertura de la muestra
(Sobs / SChao2). Se calcul6 la diversidad y se compararon los perfiles de orden de
diversidad de microbiota para cada etapa de desarrollo (oruga y polilla), obteniendo un
continuo de valores de diversidad que otorga el mayor peso al menor peso a las especies
raras y que representa mejor la complejidad de este parametro para una comunidad (p. Ej.
) [Téthmérész, 1995; Rényi, 1961]. Utilizamos el exponencial de la familia de
ordenamiento de la diversidad de Rényi [Hill, 1963], también conocida como la diversidad
de Hill [Hutcheson, 1970]. Particularmente estimados tres valores (nimeros de Hill)
[Hutcheson, 1970], donde a = 0, 1, 2, correspondiente a S (nimero de especies / OTU),
eH '(exponencial del indice de Shannon) y 1 / D (reciproco de el indice de Simpson),
respectivamente. Ademas, obtuvimos intervalos de confianza del 95% del procedimiento
de arranque (2,000 repeticiones). Los valores de diversidad eH 'y 1 / D se compararon
entre etapas con las pruebas t de Hutcheson [Chao, 2014]. Todos los anélisis se realizaron
en PAST 3.16 [Hammer, 2001]. La similitud se estim6 con el indice de similitud basado
en la abundancia Jaccard de Chao [Chao, 2005] y sus intervalos de confianza del 95% del
procedimiento de arranque (10,000 repeticiones) entre ambas etapas de desarrollo y para
cada rango taxonémico (especie a clase). Este indice se eligio ya que se recomienda para
muestras con un alto nimero de especies raras y para condiciones submuestreadas [Chao,

2005]. Todos los analisis se realizaron en EstimateS 9.1.0 [Colwell, 2013].
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9. RESULTADOS

Obtencion de muestras

La mayoria de las muestras se obtuvieron de la etapa tardia de la oruga M. opercularis,
(90-95%), con diametros de 2-3 cm de largo, los colores predominantes fueron el amarillo,
también se encontraron en color gris y café, caracteristicas de las diferentes mudas de la
especie de M. opercularis. Las orugas pequefias de 1-1.5 cm, se encontraron en su mayoria
en la parte alta del follaje de los arboles y fueron de color amarillo. Las orugas con colores
oscuros se encontraron principalmente en las partes bajas de los arboles, en los troncos

camuflajeadas (Fig. 10-12).

Se lograron armar tres lotes de cerca de cien orugas por cada uno de los muestreos, uno
obtenido de la colonia Valle de Santa Maria en Pesqueria (25°42°32.8” N 100°06°16.4 W
y 25°42°24.6” N 100°06°04.1 W), la colonia Puerta de Hierro, Monterrey (25°45°07.9”N
100°25°05.6 W), y centro de Santa Catarina, (25.676797, -100.459623) del estado de
Nuevo Leon, México (Fig. 10).

Figura 10. Orugas de M. opercularis en ramas de encino (Quercus)
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Figura 11. Oruga de M. opercularis en su habitat (hoja de encino Quercus)

Figura 12. Diferentes mudas de oruga M. opercularis
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Durante la busqueda de los ejemplares en estudio se encontraron 50 lugares en el area
metropolitana con presencia de M. opercularis, en 11 diferentes municipios pertenecientes
a esta zona (Tabla 3), 8 puntos geogréaficos en Apodaca, 1 en Cadereyta, 3 en Escobedo,
1 en Garcia, 5 en Guadalupe, 6 en Juarez, 12 en Monterrey, 6 en San Nicolas de los Garza,
1 en Santa Catarina y 3 en Santiago, siendo el &rbol de encino el principal habitat (Fig.
13). Los puntos posibles de muestreos no habian sido reportados anteriormente en alguna
publicacion cientifica, ni en la paginas de diversidad bioldgica, por lo cual se integraron
en la presente tesis para enriquecer la informacion descrita sobre la ecologia de M.
opercularis, ademas cabe destacar que las &reas donde se encontro la oruga, en la mayoria,
son zonas residenciales, fraccionamientos nuevos donde se han sembrado arboles de

encino como parte del ornamento (Fig. 21).

Tabla 4. Municipios del &rea metropolitana con presencia de M. opercularis

MUNICIPIO COORDENADAS GEOGRAFICAS
1  Apodaca 25°48'58.6"N 100°14'41.3"W, 25°45'03.0"N 100°13'40.0"W, 25°43'08.7"N
100°09'36.6"W, 25°45'01.4"N 100°12'10.3"W, 25°46'17.0"N 100°14'01.4"W,
25°47'47.9"N 100°12'57.9"W, 25°44'22.0"N 100°11'30.5"W, 25°47'11.9"N
100°14'28.2"W

2 Cadereyta 25°34'55.9"N 100°01'12.2"W
3  General 25°47'23.5"N 100°19'55.0"W, 25°47'58.4"N 100°18'22.3"W, 5°47'51.2"N
Escobedo 100°20'34.8"W
4 Garcia 25°46'09.1"N 100°25'42.0"W
5  Guadalupe 25°42'26.6"N 100°13'48.7"W, 25°3922.4"N 100°12'57.1"W, 25°39'43.1"N
100°15'22.7"W, 25°38'45.2"N, 100°12'25.8"W, 25°38'01.3"N 100°11'38.0"W
6  Juarez 25°38'47.8"N 100°08'11.7"W, 25°37'52.7"N 100°06'20.3"W, 25°40'02.0"N

100°06'41.0"W, 25°39'56.5"N 100°06'39.5"W, 25°38'19.6"N 100°05'38.1"W,
25°38'23.9"N 100°10'38.4"W

7  Monterrey 25°34'38.7"N 100°16'40.8"W, 25°44'50.7"N 100°22'47.8"W, 25°42'12.2"N
100°21'43.9"W, 25°39'06.9"N 100°16'50.6"W, 25°37'35.0"N 100°17'59.9"W,
25°36'49.3"N 100°15'41.7"W, 25°38'58.3"N 100°17'37.3"W, 25°35'25.4"N
100°15'33.4"W,25°40'38.7"N 100°17'26.6"W, 25°39'34.5"N 100°16'26.9"W,
25°36'03.5"N 100°1521.8"W, 25°47'08.6"N 100°22'32.0"W
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8  San Nicolés de 25°43'04.8"N 100°13'50.8"W, 25°43'36.1"N 100°18'42.9"W, 25°45'47.4"N
los Garza 100°15'42.7"W, 25°39'28.4"N 100°22'13.3"W, 25°40'48.4"N 100°24'26.3"W,
25°38'43.8"N 100°20'08.2"W
9  Santa Catarina 25°40'53.5"N 100°29'49.9"W
10 Santiago 25°28'37.9"N 100°10'42.6"W, 25°24'44.3"N 100°08'25.1"W, 25°30'00.0"N

100°12'00.0"W
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Figura 13. Distribucion de M. opercularis en la zona metropolitana de Nuevo Ledn, México
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Preservacion de la muestra

El proceso de congelacion de las muestras de oruga permitio la extraccion del veneno de
M. opercularis, se decidi6 usar los ejemplares de mayor tamafio (2.5-3 cm), para obtener
mayor cantidad de muestra, se realizo el corte de las espinas y el pelaje, con las orugas ya
congeladas (4°C), porque fue mas facil que a temperatura ambiente, sin congelacion el
pelaje, se perdia facilmente y no se podria recuperar la mayor cantidad de las espinas, que
se encontraban entre el pelaje, como fue imposible realizar la extraccion una por una de

las espinas, las cuales contienen el veneno de interés.

Debido a que experimentalmente se dificultd la extraccion de veneno y con el antecedente
bibliografico, que indicaban que se requeria gran cantidad de especimenes para la
extraccion de veneno de orugas de especies relacionadas, se plante6 como objetivo
obtener un cultivo de M. opercularis, por lo tanto, se seleccionaron algunas de las orugas
en el estadio més desarrollado, en 2-3 dias algunas desarrollaron capullo, con una longitud
de 3 cm, color amarillo claro (paja), presentando la tipo joroba caracteristica, en la que
dejan la muda de las espinas y pelos que pierden al momento de emerger del capullo (Fig.
13).

Figura 14. Capullo de M. opercularis desarrollado en condiciones de laboratorio

34



Después de 7 dias empezaron a emerger algunas polillas, el macho con un tamafio menor
comparado con la hembra, ambos de color amarillo, con patas en tono negro, en el caso
del macho (Fig. 14) se veia un area oscura en las alas mas vistoso, en esta etapa no
presentan espinas urticantes, las hembras midieron de 2-2.5 cm (Fig. 16) y los machos

median cerca de 2 cm. (Fig. 15).

Una de los inconvenientes para mantener un cultivo de M. opercularis fue que en limitadas
ocasiones, se logro que machos y hembras salieran del capullo sincronizadamente y que
se diera la fecundacién, aunado que la vida media de los adultos fue de 1-2 dias, en tres

ocasiones se logré que macho y hembra, copularan y la hembra ovopositara (Fig. 17 y 18).

Figura 15. Polilla Macho de M. opercularis
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Figura 16. Polilla macho de M. opercularis

Figura 17. Polillas de M. opercularis
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En promedio una hembra ovoposit6 cerca de 100 huevecillos (Fig. 18), llenos de pelillos
amarillos pegados con su saliva en conjuntos de 20 huevecillos (Fig. 19), el aspecto del
huevo fue amarillo, el didmetro era de 1 mm de largo y 9.5 de ancho, en esta etapa tampoco
se secretan sustancias urticantes, la eclosion de los huevecillos vario de 3-5 dias, después
de puestos en la paredes de los contenedores de plastico (Fig. 19 ) y en las mallas que los

protegian (Fig. 18).

Después de la eclosion de los huevos se mantuvieron las larvas con varios tratamientos de
dieta y bajo condiciones ambientales simuladas en el laboratorio, es decir, con ramas del
arbol donde se encontraban y rociando agua, sin embargo, no se logr6 mantener vivas las

orugas.

Figura 18. Polilla hembra de M. opercularis (ovipositando)
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Figura 19. Polilla hembra de M. opercularis (ovipositando)

Figura 20. Huevos de M. opercularis
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y

Figura 21. Oruga de M. opercularis eclosionada en laboratorio
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Espinas

Obtencion del veneno de M. opercularis

En el estereoscopio se colocaron las muestras de orugas, entre el pelaje se observaron,
pelos con las puntas mas oscuras, correspondientes a las espinas huecas caracteristicas de
M. opercularis, después de identificadas, se tratdé de extraer una por una con una pinza,
pero no permitia obtener gran cantidad y se tenia que realizar bajo el estereoscopio, por lo
tanto se decidio cortar todo el pelaje donde venian espinas y pelos. Como se puede
observar en la imagen (Fig. 22), la proporcién de pelos en comparacion con las espinas
puede ser de 30:1, por lo tanto se requirié obtener mucha cantidad de pelos de varias

muestras de orugas para asegurar el analisis.

Figura 22. Espinas de M. opercularis (Observado en estereoscopio)

En cuanto al empleo de extractos, el medio RIPA que especial para el lisado y la extraccién
de proteinas en células de mamifero para cultivos in vitro, no resultd el mas indicado para
el procedimiento de extraccion, por el pelaje que contenia la muestra y las burbujas

generadas por su uso, no ayudoa recuperar la mayor cantidad de proteinas, por lo cual, se
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realiz6 un extracto acuoso, obteniendo una concentracion de 188.27 pug/mL , comparado
con 67.34 pg/mL, obtenidos a partir de la extraccién con medio RIPA (Tabla 4, Fig. 23 ),
con parametros estadisticos de *n=3, r2= 0.9761 (fig. 23), despues de la extraccion se

corrié un gel de bis-acrilamida 15% .

Tabla 5 Extraccion de veneno de M. opercularis

EXTRACTO D. 0. (495 nm) CONCENTRACION

(ng/mL)
MUESTRA RIPA \ 0.168 67.34
MUESTRA ACUOSA \ 0.185 188.27
*n=3, r2=0.9761.
0.35
0.3 y.=0.0097x + 0.01.88
R? = 09761
0.25
o 0.2
2 015
0.1
0.05
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion pg/mL

Figura 23. Curva de calibracion ""Cuantificacion de proteinas'

Las muestras obtenidas de la extraccion con el amortiguador comercial RIPA y el extracto
acuoso, en la corrida electroforética, presentaron migracion semejante, solamente en el
caso del amortiguador, no se lograban observar las bandas bien definidas, en el extracto
acuoso separaron proteinas de un peso 10-125 kD, con bandas con mayor concentracion

0 con menos separacion electroforetica se presentaron en bandas menores a 37kD,
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Figura 24. Gel 15% acrilamida. MPM Marcador de Peso Molecular (10-250
kD), MA: Muestra extraida con Agua, MR: Muestra extraida con RIPA

Prueba confirmatoria de extraccién de veneno

Después de la extraccién acuosa del veneno y su visualizacion en los geles de
poliacrilamida, lo cual, permitié identificar su composicién proteica, fue necesario
confirmar que el extracto aun tuviera actividad, para verificar que el proceso de extraccion
no afecto la integridad de nuestro veneno, la colocacion del extracto de veneno en la parte
dorsal de la espalda de rata egipcia, permiti6 observar una respuesta inmune, caracterizada
por la inflamacion, enrojecimiento y necrosado del area de aplicacion, la cual, presentan
en la fase inicial de la reaccion que ocurre cuando se presentan la picadura de la oruga
urticante. EI control negativo, en esta ocasion se empled una solucion de PBS, en el tejido

cutaneo, no presentd reaccion inflamatoria. Se consider6 positiva para prueba de
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inflamacidn porque pasado el tiempo de 12 y 24 horas después de aplicado, presentd mas
de un 10% de incremento en el diametro de la ampula formada inicialmente, por lo cual
la prueba se considera positiva, para la prueba de inflamacion en rata egipcia (Figuras 25-
27).

Figura 25. Aplicacion del veneno de M. opercularis

43



Figura 26. Reaccion al veneno de M. opercularis en rata egipcia (12 horas)

Figura 27. Necrosis del tejido de rata en respuesta al veneno de M. opercularis en rata egipcia (24
horas)
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Actividad citotoxica del extracto crudo de M. opercularis

Con la finalidad de determinar la citotoxicidad del extracto de M. opercularis, se
realizaron bioensayos con células de cancer de colon (Caco2), se calcul6 la concentracién
inhibidora maxima media IC50, la media de tres ensayos fue 3.98 pg/mL, el porcentaje
de inhibicion fue directamente proporcional al incremento en la concentracion del extracto
de veneno en un rango de concentracién de 1.2-38.5 pg/mL, como se puede observar en
la curva de porcentaje de viabilidad, se present6 un 8.5, 16.4, 27.7, 61.1, 77.5y 96.5 %
de viabilidad a una concentracion de 38.5, 19.3, 9.6, 4.8, 24 y 1.2 pg/mL,

respectivamente. (Fig. 9).

Tabla 6. Actividad citotoxica de M. opercularis

Concentracion Absorbancia Abs Corregida %
(ng/mL) Viabilidad
38.5 0.25425 0.04 0.00 8.578895
19.3 0.2905 0.08 0.02 16.41885
9.6 0.34275 0.13 0.03 27.7192
4.8 0.49725 0.28 0.03 61.13364
2.4 0.573 0.36 0.05 77.51645
1.2 0.66075 0.45 0.05 96.49455
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Figura 28. Actividad citotdxica de M. opercularis

Cromatografia de Exclusion Molecular (SEC)

El protocolo empleado para la purificacion parcial del veneno de M. opercularis, incluyo
el empleo de la columna Superose® 12 10/300, 30 cm x 10 mm, con amplio rango de
fraccionamiento de moléculas con pesos moleculares entre 1000 y 300 000 Da, el cual
permitié obtener con el uso de amortiguador fosfatos, tres fracciones, la primera
recuperada obtenida a los 7 ml, la segunda de 22-25 ml y la tercera a 26 ml, la primera y

la tercera con mejor resolucion en los picos cromatograficos obtenidos (Fig. 29).

Figura 29.Separacion cromatogréafica del veneno de M. opercularis

46



Actividad citotdxica de las fracciones de M. opercularis

De las tres fracciones obtenidas se tomaron varias muestras de cada una para recuperar
la mayor cantidad de proteina, en el caso de la fraccion 1, que presento mayor resolucién
se tomo solamente una muestra, en la fraccion 2 se tomaron 5 muestras (B1-B5), por que
presentd menor resolucion y mayor area bajo el pico y por ultimo en la tercera muestra
se tomaron 3 fracciones (C1-C3), posteriormente, los resultados de los ensayos de
citotoxicidad, nos arrojaron mayor actividad citotoxica en la fraccion B4, seguido de B3,
B5y Cl.

Viabilidad
160.000
140.000
120.000

100.000

80.000
60.000
40.000
20.000
0.000
1A1 1B1 1B2 1B3 1B5 1C1 1C2 1C3

1B4 Mix Mix Mix A
Todo C's yB's

% de Viabilidad

Figura 30. Porcentaje de viabilidad presentado por las células CACo vs fracciones de veneno de M.
opercularis

Tabla 7. Actividad citotoxica de las fracciones del veneno de M. opercularis

Tratamiento Abs 1 Abs 2 R1 R2 Viabilidad SD cv
1A1 0.53 0.726 93.888 128.609 111.249 24.55 22.07
1B1 0.469 0.505 83.082 89.460 86.271 4.51 5.23
1B2 0.357 0.388 63.242 68.733 65.988 3.88 5.88
1B3 0.293 0.36 51.904 63.773 57.839 8.39 14.51
1B4 0.275 0.345 48.716 61.116 54.916 8.77 15.97
1B5 0.306 0.361 54.207 63.950 59.079 6.89 11.66
1C1 0.311 0.357 55.093 63.242 59.167 5.76 9.74
1C2 0.328 0.483 58.105 85.562 71.833 19.42 27.03
1C3 0.552 0.662 97.786 117.272 107.529 13.78 12.81
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Identificacién de composicion del veneno de M. opercularis

Como base en la informacién de la naturaleza del veneno de orugas urticantes, se realizé un
zimograma, el cual proporciond la separacidon y visualizacidon de la fraccién obtenida por SEC,
con la identificacién de actividad proteolitica, se seleccionaron las bandas para su posterior
secuenciacién peptidica. La banda que presentd actividad proteolitica en el zimograma
realizado, corresponde a un peso cercano a 45 kDa como se observa claramente en la

degradacién de la gelatina puesta como sustrato en el gel (Fig. 31 ).

Figura 31 Zimograma

A partir de la identificacion mediante LC-MS/MS obtuvimos dos posibles proteinas
candidatas: una proteasa proveniente de Amblyptila sp. AYK-2011 anotada como
involucrada en la biosintesis de pirimidinas (GIERA8 9NEOP), con un peso molecular
de aproximadamente 80 kDa y una proteasa de Lonomia obliqua, cuya actividad descrita
es la de factor 1 de activacion de la profenoloxidasa, con un peso molecular aproximado

de 42. 86 kDa. Considerando el tamafio de la banda que demostro actividad de proteasa,
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nos inclinamos por esta Ultima candidata.

Main Accession G1ERAS Q5|V|GE2
Description ~ Gene Name | Pyrimidine biosynthesis Prophenoloxidase activating
Chromosome (Fragment) factor 1 (Fragment)

(G1ERA8 9NEOP) (Q5MGE2_LONON)
MW [kDa] 80.865232 | 42.867162
Coverage [%0] 79.29 | 42.867162
Spectrum Counting 13974.331 20294.38

Protein Inference,
Secondary Accessions

Single Protein

Single Protein

Protein Group G1lERAS Q5MGE2
#Peptides 6 6
#Unique 5 6

#PSMs 7 7
Confidence [%0] 100 100
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Composicién de la microbiota de M. opercularis

La microbiota de M. opercularis en ambos estados (oruga y polilla) estd compuesta por 4
filum. La oruga tiene 4 filum, Actinobacteria con un 32.26%, seguidos de Proteobacteria
(31.33%) Firmicutes (24.51%) y Cianobacteria (10.66%); en la polilla, los filum
dominantes fueron Proteobacteria (54.6%), Cyanobacteria(24.92%), Actinobacteria

(12.8%) y Firmicutes (7.05%) (Tabla 8 y 9).

Tabla 8 Filum presentes en oruga de M. opercularis

Filum Porcentaje (%)
Actinobacteria 32.26
Proteobacteria 31.33

Firmicutes 24.51
Cianobacteria 10.66
Otros <1% 1.24

Tabla 9 Filum presentes en polilla de M. opercularis

Filum Porcentaje (%)
Proteobacteria 54.6
Cyanobacteria 24.92
Actinobacteria 12.8

Firmicutes 7.05
Otros <1% 0.63

Se identificaron siente clases en el microbiota de ambos estados de M. opercularis, las
clases fueron Actinobacteria, Alfaproteobacteria, Clostridia, Bacilli, Nostocoficideae,
Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria. Las mas abundantes fueron las
Actinobacterias con 32. 2 % en la oruga y Alphaproteobacteria 48.5%, en la fase adulta
de M. opercularis (Tabla 10y 11).
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Tabla 10 Clases presentes en oruga de M. opercularis

Clase

Porcentaje (%)

Actinobacteria

32.2

Alfaproteobacteria 24.3
Clostridia 12.3
Bacilli 12.1
Nostocoficideae 10.5
Gammaproteobacteria | 4.3
Betaproteobacteria 2.5
Otros 1.8

Tabla 11 Clases presentes en polilla de M. opercularis

Clase Porcentaje (%)
Alphaproteobacteria 48.5
Nostocophycideae 24.1
Actinobacteria 12.8
Bacilli 4.9
Gammaproteobacteria 4.3
Clostridia 2.1
Betaproteobacteria 1.8
otros <1% 1.5

En cuanto con el orden de M. opercularis, se encontraron un total de 12 tanto en la oruga
y la polilla, el orden maés representativo fue Actinomicetes con un 32 % en oruga y en
polilla fue Rhizobiales con un 30%, los otros ordenes presentes en ambos estadios fueron
Clostridiales, Rodobacterales, Nostocles, Bacillales, Rodospirales, Lactobacillales,
Pseudomonales, Sfingomonadales, Burkholderiales y Enterobacteriales, en menor

proporcién(Tabla 12 y 13).

Tabla 12 Ordenes presentes en oruga de M. opercularis

Orden Porcentaje (%)
Actinomicetes 32.0
Clostridiales 12.3
Rodobacterales 11.4

Nostocles 10.5

Bacillales 9.5

Rhizobiales 5.7
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Rodospirales 4.1
Lactobcillales 2.6
Pseudomonales 2.6
Sfingomonadales | 2.5
Burkholderiales | 2.3
Enterobacteriales | 1.0
Otros 3.4

Tabla 13 Ordenes presentes en polilla de M. opercularis

Orden Porcentaje
Rhizobiales 30
Nostocales 24.09
Actinomycetales 125
Rhodobacterales 1.7
Caulobacterales 5.1
Bacillales 3.7
Sphingomonadales 3.1
Pseudomonadales 3.0
Rhodospirillales 2.6
Clostridiales 2.1
Burkholderiales 1.8
Lactobacillales 1.2
otros <1% 3.14

Un analisis detallado mostré que la diversidad en los filos estaba dominada por las familias
Micrococcaceae (11.86%) y Rhodobacteraceae (11.36%) la etapa de oruga, mientras que
en la etapa de polilla Nostocaceae (24%) y Methylobacteriaceae (21%) predominaron.
De las 41 familias encontradas en total en ambos estados (oruga y polilla), el 29.26% se
compartié entre ambas etapas (12 familias), con el 26.80% (11 familias) solo en la oruga
y el 29.26% % (12 familias) solo en polilla (Tabla 14 y 15).

Tabla 14 Familias presentes en oruga de M. opercularis

Familia Porcentaje (%)
Micrococcaceae 11.86
Rhodobacteraceae 11.36
Nostocaceae 10.53
Peptostreptococcaceae 7.59
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Propionibacteriaceae 5.52
Clostridiaceae 4.29
Geodermatophilaceae 4.02
Xanthobacteraceae 3.9
Staphylococcaceae 3.85
Planococcaceae 3.05
Nocardioidaceae 2.81
Sphingomonadaceae 2.41
Acetobacteraceae 2.29
Intrasporangiaceae 2.16
Bacillaceae 1.92
Rhodospirillaceae 1.8
Pseudomonadaceae 1.54
Streptococcaceae 1.53
Comamonadaceae 1.32
Corynebacteriaceae 1.24
Moraxellaceae 1.07
Streptomycetaceae 1.03
Enterobacteriaceae 0.97
OTROS<1% 11.94

Tabla 15. Familias presentes en polilla de M. opercularis

Familia Porcentaje
(%0)
Nostocaceae 24
Methylobacteriaceae 21
Rhodobacteraceae 8
Geodermatophilaceae 5
Caulobacteraceae 5
Rhizobiaceae 5
Sphingomonadaceae 3
Micrococcaceae 2
Propionibacteriaceae 2
2
Peptostreptococcaceae
Xanthobacteraceae 2
Comamonadaceae 2
Pseudomonadaceae 2
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Paenibacillaceae
Staphylococcaceae
Aurantimonadaceae
Acetobacteraceae
Rhodospirillaceae
otros <1% 12

RlRlR R

En la oruga y la polilla de M. opercularis, la microbiota estaba compuesta de 13 géneros
enorugay 9 en polilla, 8 generos (36.36%) exclusivos el orugay 4 (18.18%) en la polilla,
compartiendo 5 géneros (22.72.1%). Los géneros mas dominantes fueron en oruga con
10.6% Paracoccus (Fig. 32) y ,Methylobacterium con 20.9 en polilla de M. opercularis
(Fig. 33).

Corynebacterium Kocuria

1%  Geodermatophilus | 3%

BaC|IIus 5%
1" Planomicrobium
1%
\ Staphylococcus
3%
Streptococcus
2%

Clostridium
4%
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Roseomonas
[0)

Acinetobacter
1%

Pseudomonas
1%

Figura 32 Géneros presentes en el microbiota de la oruga de M. operularis
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Figura 33 Géneros presentes en el microbiota de la pollia de M. operularis
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10.DISCUSION

Inicialmente el objeto principal del presente proyecto de investigacion, fue elucidar la
composicion quimica del veneno de M. opercularis, sin embargo; como fue avanzando la
investigacion hubo un viraje hacia el estudio de M. opercularis, desde una perspectiva
bioldgica, conociendo su distribucidn, gracias al hallazgo de este espécimen en varios
puntos de la zona metropolitana y la apertura a preservar la especie de polilla en un
ambiente controlado que permitiera obtener mayor cantidad de muestras. Ayudo observar
las caracteristicas anatomicas de M. opercularis, realizando una comparacion con lo
reportando en la literatura, asi mismo, logramos identificar la microbiota de la especie M.

opercularis en oruga y polilla, sefialando las principales diferencias en su composicion.

Respecto a los 50 sitios de muestreo, localizados en el &rea metropolitana, donde se
reportaron orugas de M. opercularis, pertenecen a 11 diferentes municipios Apodaca,
Cadereyta, Escobedo, Garcia, Guadalupe, Juarez, Monterrey, San Nicolas de los Garza,
Santa Catarina y Santiago, todos del estado de Nuevo Leon, México, esta informacién
obtenida sobre la distribucion de la oruga no ha sido reportada, la Unica informacion
reciente cientifica que existe sobre la presencia de M. opercularis en México, fue descrito
por Arquieta y Martinez, en 2014, que sefialaron que M. opercularis, se encuentra en
estado de Nuevo Leon desde hace afios y muestra evidencia fotografica de la polilla
franela en Monterrey N. L., en mayo del 2009 y la oruga en el Cerro de La Silla, en Cd.
Guadalupe, N. L., en octubre de 2013, siendo hasta el 2015, que empezé a reportar con
mayor frecuencia en el area metropolitana de Monterrey, por casos de “picadura” de la
fase larvaria (Arquieta y Martinez 2014). Cabe destacar que la informacion sobre la
localizacion de M. opercularis en el estado de Nuevo Ledn y otros estados de la republica
Mexicana, ha aumentado segun registro de paginas de diversidad en linea y reportes en
noticias locales, es importante consideran los datos obtenidos en este trabajo y
complementarlos, para la evaluacion de factores ambientales, que influyen en el

comportamiento de la distribucion de M. opercularis.
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Otros datos importantes a discutir es la anatomia observada en el cultivo de M. opercularis
en condiciones de laboratorio, comparada con lo reportado por Lepesqueur en 2012, quien
investigo ampliamente la familia Megalopygidae, su biologia, diversidad y su
biogeografia en Brasil, los huevecillos son elipsoides o cilindricos, estan dispuestos en
filas individuales (Pereira en el 2003) o también en disposicion de linea doble (Scoble
1995), su color es amarillento y cubierto de cerdas desde el extremo del abdomen de la
hembra, en los resultados obtenidos en el cultivo al igual que lo reportado, la apariencia
amarillay con pelaje se presento, pero varié la cantidad de filas fueron de 4-5. La influenza
del lugar puede modificar este patrén, debido a que la oviposicion fue realizada en cajas
de pléstico y no en éarboles como es natural (Lepesqueur 2012). Del mismo modo, en
publicaciones antiguas, se describe la ovoposicion, que estd formada por una masa
compuesta de 30 a 50 huevos cilindricos amarillos, de 1.2 x 0.6 x 0.6 mm, dispuestos
paralelos entre si (Smith 1797), las medidas estan cercanas a lo reportado en este trabajo,
solo varia en la cantidad de masa ovopositadas, fueron cerca de 20, dispersos en varios
lugares del contenedor del cultivo y en total fueron aproximadamente 100 huevecillos,

puestos por una sola hembra.

Las orugas colectadas en el muestreo, formaron capullo, lo hicieron en diferentes tiempos,
algunas a las 24, 48 o 72 horas, después de colocarlas en el ambiente de laboratorio; a
pesar de colocar ramas del mismo arbol huésped, las orugas no consumieron el alimento,
los capullos tenian una longitud de 2.5 cm, color amarillo claro (paja), presentando la
tipo joroba caracteristica, en la que dejan la muda de las espinas y pelos que pierden al
momento de emerger del capullo, segun lo reportado en la literatura, el capullo que forma
tiene un tamario variado de 1.3 cm a 2.0 cm, presenta una pequefia joroba, menciona al
inicio los capullos son débiles por el hilado que lo conforma, posteriormente envejece y
se meteoriza (Hall 2013), caracteristicas también observadas en los capullos desarrollados

en la fase inicial del cultivo de M. opercularis en el laboratorio.

En la etapa adulta de M. opercularis, las hembras y los machos fueron de color amarillo,
el macho con un tamafio menor comparado con la hembra, con patas en tono negro, en el
caso del macho se veia un area oscura en las alas mas vistoso, las hembras midieron de 2-

2.5 cm y los machos median cerca de 2 cm. Coincide con lo descrito por Hall en el 2013,
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describid la polilla de M. opercularis, siendo las hembras son méas grandes que los machos,
su color es amarillo, las alas delanteras son amarillas con algo de negro a lo largo de los
margenes costales y ondas de pelos blancos (escamas) en la base de 2/3 de las alas, los
machos presentan mas marcado el color negro en las alas, para hacerlo mas llamativo a
las hembras, las alas posteriores de ambos sexos son uniformemente cremosas y amarillas
(Hall 2013). En otro estudio se confirma que las polillas miden de 2.4 a 3.6 cm de didmetro
(Covell 2005). Como se puede apreciar el desarrollo de M. opercularis no se ve afectado
significativamente en condiciones de laboratorio, las magnitudes y caracteristicas fisicas

son similares a lo ya reportado por la literatura.

Acerca de la obtencidn de veneno de M. opercularis, se recuperd una concentracion de
188.27 pg/mL mediante la extraccion acuosa, en trabajos de investigacion similares, con
organimos relacionados filogenéticamente como es Lonomia obliqua, Premolis semirufa,
Podalia, Leucanella; también ha logrado obtener concentracion optima que permite el
analisis de su extracto de espinas (da CB Gouveia et al. 2005; Boas et al. 2015; Quintana
et al. 2017). Las proteinas observadas en el gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, mostraron un rango amplio, respecto a su peso molecular de 10 a 125
kDa. En especies relacionadas filogenéticamente se han encontrado proteinas con
variedad de funciones fisioldgicas y pesos dentro de este rango mostrado en los resultados,
uno de los componentes del extracto obtenidos de las espinas urticantes de Lonomia
obliqua (2006) que reporto Lopap, un activador de protrombina de 69 kDa, serina
proteasa, de 30 kDa, cisteina proteasa de 34.7 kDa, lectinas de 30 y 33.9 kDa, proteina
con actividad antibacterial de 10.2 kDa (Veiga et al 2005), en otro trabajo con la misma
especie Lonomia obliqua, en la misma especie L. oblicua se ha determinado la presencia
de una afibrinogenasa (Pinto et al. 2014) y por ultimo en Lonomia sp., se encontrd una

fosfolipasa (Pifiango y Guerrero, 2001),

En relacion con el aporte de la prueba de sensibilidad al veneno y la citotoxicidad a este
proyecto, en forma general ayudo a identificar la calidad del extracto, para su posterior
identificacion, el proceso de inflamacion presentado en el experimento de la rata egipcia
es un signo caracteristico de la “picadura” de M. opercularis causando una dermatitis

inflamatoria y una necrosis epidérmica localizada (Avilan et al. 2010). Por otro lado, la
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actividad citotoxica mostrd concentracion inhibidora maxima media IC50 de 3.98 pg/mL,
en contraste con otros extractos de insectos como el caso de la Abeja (Apis cerana indica),
organismo muy estudiado por sus multiples propiedades con potencial farmacéutico, la
IC50 en células HeL a fue de 2.5 pg/mL, en WiDr fue de 2.68 pg/mL y en Vero3.53 pug/mL
(Plasay et al. 2016) y otro artrépodo también ampliamente estudiado por sus propiedades
curativas es el Escorpion (Scorpio maurus) que en pruebas de citotoxicidad con células
SNU-1 present6 una IC50 de 39.1 pg/mL (Ahn et al. 1997 ), como se puede observar la
IC50 obtenida en este trabajo con veneno de M. opercularis es baja y equiparable con

otros artrépodos, que han sido la base para el desarrollo de farmacos.

Por otra parte, el tema medular de este trabajo de investigacion fue la elucidacion de los
componentes del veneno de M. opercularis, con la prueba de zimograma, mostro que una
de las proteinas que formaba parte del veneno extraido, tenia como mecanismo de accion
de proteasa, seguido de la secuenciacion peptidica que identific a un tipo de enzima
activadora llamada Profenoloxidasa Activating Protein (ppA), la cual es responsable de la
activacion del sistema proPO, regulada por la cascada de activacion de profenoloxidasa,
importante en el sistema inmune de algunos insectos y crustaceos marinos, proporciona
inmunidad innata, mediante un proceso llamado melanizacion, el cual protege a las
especies de patdgenos como virus, bacterias y hongos, ademas de ayudar en la
cicatrizacioén de tejidos dafiados, el proceso de melanizacién como su nombre lo indica se
basa en la produccion del pigmento melanina, el cual, es pardo-negro que tiene esas
funciones biologias de proteccion y reparacion (Vera 2017).

En cuanto a la informacion obtenida de las pruebas de microbiota, mostraron la
abundancia del filum Proteobacteria (54.6% en la polilla y 31.33% en la oruga), el cual
segun otros estudios reportados, participa en funciones de digestion, asimilacion de
nutrientes, el uso de ciertas sustancias fotoquimicas, la sintesis de aminoacidos, vitaminas
y la desintoxicacion de insecticidas en varias especies de insectos; particularmente en
polillas como Pieris rapae (blanquita del repollo) (Robinson et al. 2010) y algunos
filogenéticamente relacionados con M. opercularis como Lymantria dispar (Broderick et
al. 2004), Helicoverpa armigera (Xiang et al. 2006) y Spodoptera littoralis (Chen et al
2016). El filum Firmicutes también encontrado en la microbiota de M. opercularis en un
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7.05% en la polillay 24.51% en la oruga, participa en procesos de digestion de celulosa 'y
hemicelulosa en lepiddpteros (Anand et al. 2010). Los resultados son similares a los
reportados en los estudios de las polillas nocturnas de Busseola fusca (Snyman et al. 2016)
y Helicoverpa armigera (Priya et al. 2016), lo que sugiere que las poblaciones bacterianas

brutas son independientes de la especie.

El andlisis de las clases indico una proporcion de Actinobacterias con 32. 2 % en la oruga,
siendo la mas abundante, esta clase se producen en muchos habitats diferentes, incluidos
los entornos humanos y animales, y en insectos como hormigas, abejas y avispas, donde
pueden desempefar papeles protectores. En la triatomina, Rhodnius pallescens, las
actinobacterias son la clase predominante en el intestino medio (Montoya et al. 2017). Los
estudios sobre lepiddpteros como la chinche de fuego europea (Pyrrhocoris apterus) y el
colorante de algoddn africano (Dysdercus fasciatus) revelaron la importancia de la
microbiota para la supervivencia del organismo (Salem et al. 2013). Las contribuciones
de las actinobacterias como simbiontes factibles suministran nutrientes como las
vitaminas B en el huésped (Salem et al. 2013). Relacionado con los orden encontrados en
M. opercularis, Actinomicetes estaba en mayor proporcion 32 % en oruga y en polilla fue
Rhizobiales con un 30%, los otros ordenes presentes en ambos estadios fueron
Clostridiales, Rodobacterales, Nostocles, Bacillales, Rodospirales, Lactobacillales,
Pseudomonales, Sfingomonadales, Burkholderiales y Enterobacteriales, en menor
proporcion. De los cuales el orden Bacillales en un estudio similar, en el microbiota
intestinal en larvas y adultos de Bombus pascuorum, el orden de Bacillales se encontro
exclusivamente en larvas (Parmentier et al. 2016), con este resultado que consiste en

diferentes insectos sugirié un papel importante en el desarrollo de la etapa de larva.

El estudio de la microbiota encontré en mayor proporcion las familias Micrococcaceae
(11.86%) y Rhodobacteraceae (11.36%) la etapa de oruga, y en la polilla Nostocaceae
(24%) y Methylobacteriaceae (21%), los géneros mas dominantes fueron en oruga con
10.6% Paracoccus y Methylobacterium con 20.9%. En general, algunas de las bacterias
que forman parte de las familias y géneros mencionados anteriormente, provienen del
suelo y los arboles, lo que sugiere su incorporacion al microbiota a través de la dieta y el

habitat en el que se desarrollan; en este caso, las muestras tratadas en esta investigacion
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de M. opercularisen todas sus etapas se encuentran en los arboles de Quercus (Green,
2006; Bahrndorff et al. 2016; de O Gaio et al. 2011). La etapa de oruga en comparacion
con la con la polilla, presentd mayor cantidad de especies de bacterias, es decir mayor
diversidad. Se sabe que las orugas requieren mas energia para su crecimiento y desarrollo.
Nuestros resultados sugieren que la mayoria de las especies de bacterias estan
involucradas en la asimilacion de nutrientes, M. opercularis, como su nombre lo indica,
es una gran orugay tiene entre 5-6 mudas (Bishopp, 1923), que requieren un alto consumo
y sintesis de proteinas que permitirle producir su piel y seda con las que construyen su
capullo y &cidos grasos esenciales para realizar su metamorfosis (Cookman et al. 1984).
La polilla, como otros polinizadores, se alimenta de néctar con un alto contenido de
carbohidratos necesarios para su corta vida (Wong y Kato, 2017), en la que su funcion

principal es reproducirse.
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11.CONCLUSIONES

La especie de M. opercularis se encuentra distribuida en gran parte del area metropolitana
de N. L., México, localizando 50 puntos geograficos con la presencia de la oruga, este tipo
de informacion se puede utilizar para realizar modelos de distribucion con variables

geograficas y climaticas para predecir los habitats de M. opercularis.

La metodologia de extraccion de espinas de la oruga M. opercularis, nos permitié obtener
extracto acuoso del veneno que mantuvo activo el veneno corroborado en las pruebas de

funcionalidad.

El veneno de oruga de M. opercularis present6 actividad citotdxica con la linea Caco2,
teniendo un IC50 de 3.98 pg/mL, dentro de un rango establecido con venenos que han

resultado con diferentes actividades biologicas y candidatos al desarrollo de farmacos.

Uno de los componentes del veneno de M. opercularis es un factor de activacion de la

profenoloxidasa, importante en la inmunidad de algunos insectos.

En este estudio, se encontr una mayor diversidad de bacterias en el microbiota de la oruga
en comparacién con la polilla de M. opercularis, las bacterias encontradas tienen nichos
importantes, por lo que es interesante dilucidar su funcion con investigaciones

complementarias con otras especies relacionadas filogenéticamente.
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12.PERSPECTIVAS

El trabajo de investigacion presentado anteriormente marca la pauta para diversas
investigaciones, con base en lo obtenido de los lugares de muestreo, se sugiere realizar
algun modelo de distribucién con el fin de identificar factores ambientales, los cuales
puedan influir con el crecimiento de la poblacion de M. opercularis en la zona
metropolitana de Nuevo ledn, ademas si la presencia de este organismo puede representar
un severo problema sanitario en un futuro o si influye negativamente en la poblacion de

otros organismos que se encuentran en el mismo habitat.

En cuanto al aislamiento del veneno y su caracterizacion, se sugiere continuar con la
separacion de fracciones para lograr obtener mas informacion sobre la composicion
quimica de este. Y lograr correlacionar que componente 0 mezcla de este produce la
actividad citotdxica. Ademas, sera conveniente probar el veneno de M. opercularis, sobre
otras células de cancer y analizar su posible efecto anticancerigeno. La actividad
antimicrobiana seria de interés analizar del veneno obtenido de la oruga de M. opercularis,
considerando que este efecto se ha estudiado con especies que producen sustancias

urticantes o venenosas.

Con relacion al microbiota encontrado en adulto y oruga de M. opercularis , se observaron
una mayor variedad de especies en la oruga comparada con la polilla, la informacién
obtenida de las especies demuestra que se su funcion se relaciona con la asimilacion de
nutrientes y proteccion, se sugiere realizar la determinacion de microbiota separando la
parte interna y externa de los especimenes, para determinar ademas una posible

correlacion con la produccion de veneno en las espinas de la oruga.
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