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Resumen 

Las arañas son artrópodos que pertenecen a la clase Arachnida. Su veneno es una mezcla 

compleja de componentes con diferentes actividades biológicas entre los que se encuentran 

proteínas con actividad enzimática, péptidos, poliaminas, sales y ácidos entre otros. El veneno 

de las arañas está diseñado para causar daño a sus presas como parálisis, digestión y muerte, a 

través de la modulación de canales iónicos, receptores y enzimas. Las tarántulas, familia 

Theraphosidae,  por su gran tamaño son temidas por la gente. Sin embargo, estas no 

representan graves problemas al ser humano debido a que su veneno es en general poco tóxico 

a mamíferos. Aun así, el veneno de las tarántulas, y de otras familias de arañas, se ha estudiado 

debido a que poseen diversas propiedades biológicas, ya sea como analgésicos, antibióticos o 

insecticidas. Las tarántulas presentan un sistema de captura de presas y alimentación el cual se 

basa principalmente en insectos. La glándula de veneno de la tarántula Brachypelma smithi 

contiene los péptidos Bs1 y Bs2, ambos con estructura primaria idéntica en el N-terminal, pero 

diferente en el C-terminal. El péptido Bs1 inhibe el canal iónico de sodio dependiente de voltaje 

Para/tipE, y se expresa en el veneno de esta araña. El péptido Bs2 fue encontrado en el 

transcriptoma de la glándula de veneno, pero no fue detectado en el veneno propio. Con en el 

conocimiento previo de estos péptidos, en el presente trabajo se pretende sintetizar mediante 

herramientas de biología molecular ambos péptidos, con el objetivo principal de conocer si la 

estructura primaria de Bs1 y Bs2 difieren en la actividad en grillos (Achaeta domesticus).  

Palabras clave: insecticida, canal iónico, expresión heteróloga, Bs1, Bs2, purificación, 

plegamiento, pruebas biológicas. 
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1. Introducción 

Se sabe que la agricultura y la expansión de esta ejercen un efecto importante en el clima, los 

ciclos del agua, el carbono, el nitrógeno, las emisiones de gases de efecto invernadero y la 

biodiversidad (18). En México, la agricultura es catalogada como una de las principales 

actividades primarias (40) con una participación del 3.1% en el PIB (41).  De la misma manera, la 

agricultura propicia de recursos y de un hogar a diversos tipos de animales, entre ellos los 

artrópodos. Estos son organismos que comprenden distintos grupos, algunos de ellos por 

ejemplo los insectos, son muy importantes para la agricultura ya que enriquecen los suelos o 

polinizan algunas plantas para la obtención de frutos u otros productos de interés (19). Sin 

embargo, muchos de estos animales presentan problemas a la agricultura convirtiéndose en 

plagas. Las plagas son cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patógeno 

dañino para las plantas o productos vegetales (28) y se estima que estos contribuyen a la 

destrucción de aproximadamente el 14 por ciento de la producción global de cultivos anuales 

(11). En México se ha reportado una pérdida del 78% por causas climáticas, enfermedades, así 

como de las plagas (29). Algunas de las plagas que afectan más a México son el pulgón 

(Aphididae), la mosquita blanca (Aleyrodidae), picudo (Curculionidae), araña roja (Tetranychus 

urticae), gallina ciega (Phyllophaga sp.), mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y minador 

de hojas (Liriomyza sp.) (31). 

Para el control de las plagas se usan insecticidas sintéticos o químicos que contribuyen al daño 

ambiental y que pueden tener consecuencias en la salud (11). Estos insecticidas químicos no 

solo matan a la plaga, sino que también matan o pueden matar a organismos que no son su 

objetivo, como otros artrópodos, aves e incluso pequeños mamíferos (20). Otro tipo de 

problema que se presentan con el uso de insecticidas químicos es la resistencia que crean las 

plagas hacia estos químicos. Esta capacidad para desarrollar resistencia hacia ciertas toxinas les 

da a estos animales más oportunidades para poder sobrevivir en su entorno (30). 

Actualmente se están investigando alternativas más eficientes y seguras a un insecticida 

químico. Como los bioinsecticidas, que son agentes naturales o productos metabólicos 

provenientes de microorganismos y agentes patógenos de insectos como virus, bacterias, 

nematodos y protozoos, así como insecticidas de origen vegetal y animal (32). Una de las fuentes 

para nuevos bioinsecticidas son los componentes de venenos de arañas, debido a que las arañas 

son depredadores naturales de insectos, su veneno va dirigido a receptores y canales iónicos del 

sistema nervioso de los insectos lo cual puede generar una parálisis e incluso la muerte del 

animal (33).  
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2. Marco teórico  

2.1 Tarántulas 

2.1.1 Generalidades de las tarántulas 

Como todas las arañas, las tarántulas son animales de ocho patas, además de las patas tienen 

un par de apéndices cortos parecidos a patas llamados pedipalpos, uno a cada lado de los 

quelíceros. Su cuerpo está dividido en dos partes: cefalotórax y abdomen y que cuentan con un 

exoesqueleto y quelíceros por donde pueden inyectar su veneno. Sin embargo, las tarántulas 

cuentan con características que solo ellas tienen como lo son: el gran tamaño, esta es la 

característica más destacada de este grupo ya que sus cuerpos son más grandes de las arañas 

comunes, los pelos urticantes alrededor de todo su cuerpo y que son capaces de lanzar si se 

sienten amenazadas, los pulmones en forma de libro son característicos en este grupo de arañas 

(1, 2). Las tarántulas pertenecen a la familia Theraphosidae y a la fecha existen 985 especies (en 

147 géneros) que están ampliamente distribuidas alrededor del mundo (6).  

 

2.1.2 Generalidades del género Brachypelma 

El género Brachypelma presenta especies con una longitud corporal de entre 35-70 mm. Este 

género puede ser encontrado desde México hasta Costa Rica. Las especies de Brachypelma que 

habitan la zona del Pacifico de México tienen la|s patas marcadas con bandas de color rojo, a 

estas tarántulas se les conoce como Brachypelma de patas rojas. Las especies de Brachypelma 

que habitan en la zona del Atlántico de México y a través de Centroamérica tienen una 

coloración corporal oscura y con pelos rojos en el abdomen, a estas tarántulas se les conoce 

como Brachypelma de cadera o trasero rojo (2). Aunque existen especies como Brachypelma 

fossorium que no pertenecen a ninguno de estos dos grupos mencionados ya no cuentan con 

las características morfológicas necesarias para pertenecer y los análisis con el marcador COI se 

demostró que no pertenece al género Brachypelma o al nuevo género Tlitocatl y se propone 

reubicar a dicha especie en el género Stichoplastoris (Figura1) 
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Fig. 1. Distribución del género Brachypelma a lo largo de la República Mexicana basadas en especímenes 

de museo. Dicha distribución se indica como círculos: especies de patas rojas; cuadrados: especies de 

abdomen rojo; diamantes: Brachypelma fossorium, que no pertenece a ninguno de los dos grupos 

mencionados. Figura tomada y modificada de (35).  

 

Es difícil poder diferenciar a las tarántulas en los primeros estadios de los géneros Brachypelma 

y Aphonopelma. Pero cuando las tarántulas del género Brachypelma pasan a la etapa adulta, las 

características morfológicas son más notables y se pueden distinguir porque: los machos son 

más robustos y tienen patas más gruesas y fuertes, también tienen ganchos tibiales en las patas 

y vistos desde arriba tanto hembras como machos se observan más redondos. Los machos y 

hembras de este género tienen pelos urticantes estridulatorios (parecidos a plumas) (2). Además 

de las características previamente descritas, un rasgo crucial para identificar y diferenciar al 

género Brachypelma del género Aphonopelma es que el cefalotórax tiene una forma circular 

vista desde arriba y su cabeza no se ve levantada cuando es mostrada desde un costado (Figura 

2) (2). 
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Fig. 2. Pelos urticantes de las tarántulas. Las tarántulas pueden tener varios tipos de pelos urticantes. El 

género Brachypelma solo presentan las formas I y II. 

  

2.1.3 Brachypelma smithi 

 

La especie Brachypelma smithi es comúnmente conocida como tarántula mexicana de rodillas 

rojas, es endémica de México y habita la parte costera del estado de Guerrero, particularmente 

desde la cuenca del Río Balsas hasta Acapulco. Tanto hembras como machos presentan unos 

patrones de coloración en las patas en forma de anillos desde naranja pálido a rojos-naranjas, 

es por esto a lo que se debe su nombre común. Las hembras de esta especie son más grandes 

que los machos con una longitud promedio de 70 mm y los machos con 60 mm (Figuras 3 y 4) 

(2, 35).  

Fig. 3. Ejemplar macho de Brachypelma smithi.              Fig. 4. Ejemplar hembra de Brachypelma smithi. 
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2.2 Los venenos 

2.2.1 Descripción del veneno 

Los venenos son una sustancia (mezcla de moléculas toxicas) que al ser introducida dentro de 

un organismo vivo puede ocasionar alteraciones funcionales e incluso la muerte, esto se da 

dependiendo del grado de toxicidad que tenga el veneno (34). 

2.2.2 Presencia de veneno en los cinco reinos 

Los venenos han evolucionado como armas biológicas ya que los organismos que los poseen 

pueden utilizarlos como defensa en contra de depredadores o para la caza y alimentación. La 

presencia del veneno está en los cinco reinos y dependiendo del organismo sus actividades 

biológicas pueden variar. El veneno con el que cuentan estos organismos puede presentar 

actividad neurotóxica, hemolítica, miotóxica, citotóxica, actividad de inhibición de canales 

iónicos y estimulación de reacciones urticantes o de inflamación (3).  

 

2.2.3 El veneno en el mundo de las arañas 

El veneno de las arañas es una mezcla compleja de componentes bioactivos de naturaleza 

proteíca (enzimas y péptidos), poliaminas, sales y ácidos (4) que sirve principalmente para la 

captura de sus presas. El tamaño de las arañas es generalmente pequeño y su veneno en la 

mayoría de las ocasiones tiene efectos nulos hacia el ser humano debido a que este es utilizado 

para cuestiones de captura de presas y alimentación (3). Solo algunas especies de arañas son 

consideradas de alta importancia médica y en la salud pública como lo son los géneros 

Latrodectus y Loxosceles (45). En México generalmente se consideran de importancia médica 

estos dos géneros ya que causan el latrodectismo y el loxoscelismo, respectivamente. El 

latrodectismo es causado por la mordedura de la hembra del género Latrodectus al morder se 

inocula un veneno que está compuesto por diversas fracciones (46), este veneno está 

compuesto de moléculas de alto peso molecular, su fracción principal es la -latrotoxina (130 

kDa) que se une a receptores presinápticos para evocar la liberación de neurotransmisores 

ocasionando problemas neuromusculares (47). El loxoscelismo es caracterizado por la mordida 

de una araña del género Loxosceles que puede generar dolor local, dermonecrosis, etc. (48). No 

obstante, se ha descubierto en diversos estudios que veneno de las arañas puede tener 

diferentes actividades biológicas como analgésicos, insecticidas, importancia médica hacia los 

humanos, etc. (5, 46) 
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2.2.4 El veneno de las tarántulas 

Dado que el tamaño de las tarántulas es generalmente más grande, comparado con el de otras 

familias de arañas, parece que su sistema de captura de presas se basa en las ventajas que 

brindan sus dimensiones corporales más que a la toxicidad de sus componentes del veneno. Los 

venenos de las tarántulas contienen péptidos insecticidas dirigidos hacia receptores de canales 

iónicos que pueden bloquearlos, modularlos, inhibirlos o ser intermediarios en la conducción de 

iones (7). Además, estudios han demostrado que muchas de las actividades biológicas de estos 

venenos pueden presentar homologías, ya sea en algunas especies de tarántulas del mismo 

género o de especies diferentes (9).  

2.2.5 Venenos insecticidas 

El veneno de las arañas y escorpiones han evolucionado alrededor de millones de años en una 

relación presa-depredador que tienen con los insectos. Como estos animales se alimentan 

mayoritariamente de insectos, su veneno debe ser altamente efectivo para poder paralizarlos o 

matarlos, por lo que estos venenos han evolucionado para volverse más específicos hacia 

canales y receptores de iones de los insectos (10, 3, 11, 12). A continuación, se muestran las 

tablas 1 y 2, en donde se describe la actividad de algunos péptidos insecticidas pertenecientes 

a arañas y escorpiones. 

Tabla 1. Especies de arañas con actividad insecticida 

 

Tabla 2. Especies de escorpiones con actividad insecticida 

N.S. Nombre de la especie Nombre de la toxina Efecto biológico Referencia 

1 Leiurus quinquestria 
hebraeus 

LqhalphalT Inactiva canal de 
Na+ 

Gordon et al., 1996 

N.S. Nombre de la especie Nombre de la toxina Efecto biológico Referencia 

1 Oxyopes takobius Spiderina-1a u 
otTX1a 

Insecticida Nadezhdin et al., 2017 

2 Agelenopsis aperta Omega-Aga-IVA Inhibe canal de 
Ca++ 

Adams, 2004 

3 Hadronyche versuta Kappa-hezatoxin-
Hv1c o Kappa-HXTX-
Hv1c 

Actúa en canales 
iónicos NaV y CaV 

Maggio and King, 2002 

4 Eucratoscelus 
constrictus 

κ-TRTX-Ec2a Bloquea canales 
BKCa 

Windley et al., 2012 

5 Apomastus schlingeri Aps III Bloquea NaV Bende et al., 2013 
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2 Leiurus quinquestria 
hebraeus 

Lqh II Inactiva canal de 
Na+ 

Sautière et al., 1998 

3 Buthotus judaicus Bj-xtrlT Actúa en canal 
iónico de Na+ 

Oren et al., 1998 

4 Centruroides noxius Cn10 Actúa en canal 
iónico de Na+ 

Selisko et al., 1996 

5 Vaejovis mexicanus Péptido 24 Bloquea canal 
iónico de potasio 

Kv1.3 

Gurrola, G. et al., 2012 

 

2.3 Canales iónicos 

2.3.1 Descripción de los canales iónicos 

Los canales iónicos son estructuras proteicas que forman parte de la membrana celular, cuentan 

con propiedades para conducir iones (Na+, K+, Cl-, Ca2+) a través de la membrana, como ser 

altamente selectivos ante los iones y un estado cerrado que solamente cambia a abierto en 

respuesta a señales. Esta apertura implica cambios conformacionales de la proteína y pueden 

estar regulados a estímulos mecánicos, por ligando (moléculas químicas específicas) o por 

voltaje (variaciones de voltaje que hay en la célula). Existen canales iónicos que no están 

regulados y se encuentran abiertos con la célula en reposo (36). Con frecuencia, los canales 

iónicos son el lugar donde actúan fármacos, toxinas o venenos (13).  

 

2.3.2 Canales iónicos de sodio dependientes de voltaje 

Todas las células cuentan con una concentración de iones de sodio dentro y fuera de su 

membrana (5-15:145 mM). La membrana celular es impermeable a estos iones ya que cuentan 

con una carga, lo cual les impide entrar; estructuras como los canales iónicos de sodio tienen la 

función de introducirlos a la membrana. Estos canales son altamente selectivos con los iones ya 

sea por la carga que tengan o por los enlaces que pueda formar para poder causar un cambio 

en la estructura del canal y así poder difundir en la membrana. Cuando la membrana se 

encuentra altamente polarizada (reposo), el canal tiene una conformación cerrada; cuando la 

membrana se despolariza el canal puede cambiar a una conformación abierta; cuando la 

membrana pasa al estado de repolarización el canal se inactiva (Figura 5) (36).  
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Fig. 5. Canal iónico de sodio dependiente de voltaje, demostración grafica de las conformaciones abierto, 

cerrado e inactivo. Figura tomada de (36). 

Los primeros canales iónicos dependientes de voltaje que fueron reportados son los de 

calamares (Loligo sp.) y en estudios posteriores se encontraron en organismos tan simples como 

las bacterias hasta organismos complejos como los humanos (14).  

La familia de los canales iónicos dependientes de voltaje es esencial para la señalización y la 

comunicación de una célula con otra. Su estructura consiste en una subunidad alfa (α) que forma 

el poro para introducir a los iones sodio, compuesta de cuatro dominios: I, II, III, IV; y dos 

subunidades beta (β). Tanto eucariotas como procariotas cuentan con α-hélices en la parte 

transmembranal que se denominan como S1, S2, S3, S4, S5 y S6, estas se encuentran en los 

dominios del canal y tienen como función ser sensores que captan los cambios en el voltaje de 

la célula. Además, entre los segmentos S5 y S6 se encuentran bucles que van hacia el espacio 

extracelular. (14, 15). La hélice S4 es una pieza clave para la captación de las irregularidades del 

voltaje en la célula ya que cuenta con residuos de aminoácidos (de 4 a 8) con carga positiva (R o 

K) y estos son los responsables de captar los cambios en el voltaje (14). 

 

2.3.3 Interacciones de toxinas con los NaV 

Las neurotoxinas pueden ser producidas por plantas, animales y algunos microorganismos (3, 

16) y estas van dirigidas hacia los canales iónicos de sodio dependientes de voltaje por diversas 

estrategias. Se han definido siete sitios en los cuales una toxina puede unirse. Sitio 1: las toxinas 

se unen en la superficie del poro, bloqueando al canal; sitio 2: al unirse las toxinas hacen que la 

compuerta del poro se haga más selectiva y puede hacer cambiar la permeabilidad; sitio 3: las 
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toxinas inhiben la rápida inactivación del poro; sitio 4: al unirse las toxinas se facilita el estado 

de reposo del potencial de acción; sitio 5: al unirse las toxinas inhiben la activación del poro; 

sitio 6: es parecido al sitio 3 solo que el sitio de unión es diferente; sitio 7: inhiben la inactivación, 

cambian la activación dependiente de voltaje y ralentizan la cinética de activación y 

desactivación. Se sabe que los canales iónicos de sodio dependientes de voltaje son buenos para 

el desarrollo de nuevos bioinsecticidas ya que se ha demostrado que tienen una gran variedad 

de sitios de unión (CaV y K V no tienen tantos) y también porque los canales de los insectos son 

diferentes a los de los mamíferos, esto resulta ser beneficioso ya que con esto no se correría 

peligro de la baja especificidad que tienen los insecticidas químicos. Solo tres de estos sitios (s1, 

s3 y s4) previamente mencionados interactúan con toxinas insecticidas provenientes de arañas 

(Figura 6) (11, 12, 14). 

 

Fig. 6. Representación gráfica del canal iónico de sodio dependiente de voltaje y la interacción de 

diferentes toxinas con los sitios del canal. Figura tomada y modificada de (37). 

2.3.4 Canal iónico de sodio dependiente de voltaje de insectos y gen para/tip-E 

En las últimas décadas del siglo XX se hicieron diversos estudios sobre el canal iónico de sodio 

dependiente de voltaje de insectos en los que se descubrió que el locus para (parálisis) que se 
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encuentra en el comosoma X de Drosophila melanogaster, es un gen estructural del NaV de 

insectos que tiene un 67% de aminoácidos homólogos al NaV que se encuentra en el cerebro de 

rata. Este mismo gen cuenta con una subunidad auxiliar regualdora que se codifica por el locus 

de mutación de la parálisis inducida por temperatura al cual nombraron tip-E. Se demostró 

también que cuando el gen para se coexpresa con tip-E esto incrementa la amplitud de corriente 

y el rango de inactivación sin afectar directamente la dependencia de voltaje y tiempo de los 

NaV (49,50,51). El canal iónico de sodio dependiente de voltaje de los insectos cuenta con 

similitudes en la homología de secuencia con el canal iónico de sodio dependiente de voltaje de 

los vertebrados, en la actividad eléctrica y base iónica y en la estructura ya que ambos se 

encuentran formados por las mismas sub unidades y dominios, por el contrario existe una 

distinción farmacológica en el NaV de insectos ya que el veneno de depredadores naturales de 

estos (como los arácnidos) actúan solamente en los NaV de insectos y no de vertebrados (aunque 

existen sus excepciones) (45, 52, 53). 

 

3. Antecedentes 

Corzo et al. (2008) reportó que un péptido del veneno de la araña Brachypelma smithi presenta 

características moleculares comunes entre las especies de arañas de diferentes géneros. El 

veneno crudo de esta tarántula se fraccionó, obteniendo un péptido de 41 residuos de 

aminoácidos y 3 puentes disulfuro, con un peso molecular de 4,917 Da. Este péptido reveló la 

presencia de actividad insecticida en grillos domésticos (Achaeta sp.), modificando el canal 

iónico de sodio dependiente de voltaje para/tipE con una LD50 de 11 mg/g. Además, como dato 

adicional, se observó en este estudio que el péptido Bs1 presenta homología en la estructura 

primaria con los péptidos Magi1, Magi2 y HwTxVI  provenientes de la araña hexatelida 

Macrothele gigas de Japón y de la araña terafosida Ornithoctonus huwena, respectivamente. 

Este primer trabajo resulta crucial en la investigación actual para la elaboración de este proyecto 

de tesis ya que se está trabajando con el péptido Bs1 y Bs2 provenientes de la misma tarántula 

(B. smithi), Bs1 contenido en el venenos, y ambos Bs1 y Bs2 contenidos como transcritos en la 

glándula de veneno, obtenidos mediante una biblioteca de cDNA antes mencionada para su 

caracterización molecular.  

En un segundo trabajo reportado por Gentz et al. (2009) se realizó la comparación de péptidos 

y su actividad insecticida en venenos de diferentes grupos de arañas terafosidas. En este estudio 

se seleccionaron cinco venenos de arañas, tres tienen origen australiano (Coremiocnemis tropix, 
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Selenocosmia crassipes, and Selenotholus foelschei) y dos son de origen mexicano (Brachypelma 

albiceps y Brachypelma hamorii). El objetivo de este estudio fue desarrollar un sistema de 

bioensayos que permitiera a los candidatos de venenos de arañas ser identificados más rápida 

y efectivamente como fuente de componentes insecticidas. Para lograr este objetivo utilizaron 

grillos domésticos (Achaeta domesticus) y tenebrios (Tenebrio molitor), la razón por la que 

utilizaron estos insectos para los ensayos es que tienen una relación taxonómica con los insectos 

plaga además de su importancia como insectos holometábolos y hemimetábolos, 

respectivamente. Se demostró que los tenebrios parecen ser un mejor sistema de ensayos para 

las observaciones primarias del potencial de veneno, especialmente cuando la cantidad del 

veneno llega a ser limitada. Los autores concluyen que las arañas de origen mexicano (en este 

estudio) resultan ser ligeramente más letales que las que tienen un origen australiano. 

Este trabajo, ha sido  importante para la elaboración de este proyecto de tesis ya que se muestra 

que las arañas terafosidas son letales contra este tipo de insectos, y es importante la relación 

taxonómica entre las arañas que se muestran, ya que B. smithi es una araña del orden 

Theraphosidae y del mismo género (Brachypelma) que las utilizadas en este trabajo, de igual 

manera como en este trabajo tienen una alta letalidad se esperaría que los péptidos Bs1 y Bs2 

tuvieran una letalidad alta contra insectos.  

En un tercer trabajo reportado por Windley et al. (2012) estudiaron péptidos de venenos de 

arañas como bioinsecticidas. Se menciona que los bioinsecticidas son una nueva generación de 

insecticidas que utilizan organismos (ya sean genéticamente modificados) o los productos del 

metabolismo de estos organismos. Los venenos de las arañas han demostrado ser una rica 

fuente de péptidos que pueden causar parálisis o la muerte a los insectos, estas respuestas 

pueden ser observadas ya que las toxinas insecticidas tienen como objetivo a los canales iónicos 

(sodio, potasio, calcio, calcio activado por potasio) pero solamente siendo estos activados por 

voltaje, la bicapa lipídica, las terminales nerviosas presinápticas y los receptores de NMDA.  

Windley menciona la importancia fisiológica y las modificaciones hacia este canal que surgen 

cuando las toxinas provenientes del veneno de arañas interactúan con el canal. De igual manera, 

reportan que se han descrito toxinas de araña con actividad insecticida en cinco órdenes de 

insectos: Blattodea (cucarachas), Coleoptera (escarabajos), Diptera (moscas y mosquitos), 

Lepidoptera (mariposas y polillas) y Orthoptera (saltamontes, grillos y langostas), esta 

descripción de distintos órdenes es importante para la agricultura y el control de plagas. Además 

proponen que para que un péptido sea considerado insecticida, este debe contar con tres 

requisitos como: la potencia que tienen en el sitio blanco, la selectividad dirigida solamente a 
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insectos (de los cinco órdenes previamente descritos); la actividad que deben tener, debe ser 

dada por vía oral o por contacto, ya que las plagas se alimentan de los cultivos; y la estabilidad 

en condiciones de campo, puesto que los péptidos deberían de funcionar de la misma manera 

que cuando se expresaron en el laboratorio. Así mismo que perdure el bioinsecticida hasta que 

la plaga se vea controlada y que su degradación sea completa para no perjudicar a los campos y 

al medio ambiente como se ha venido haciendo con los insecticidas químicos. 

Este trabajo, también describe brevemente información para la elaboración del proyecto de 

tesis, siendo que las toxinas insecticidas pueden actuar en los canales iónicos dependientes de 

voltaje, por lo que es de nuestro interés la descripción de los canales NaV ya que los péptidos 

Bs1 y Bs2 se contempla actúen sobre este canal.  

Clement et al. (2015) estudiaron la comparación entre la expresión recombinante y la síntesis 

química de un péptido insecticida de araña rico en cisteína, mencionan que la expresión 

heteróloga y la síntesis química del péptido puede afectar en la obtención del rendimiento y el 

buen plegamiento de las moléculas bioactivas. Evalúan esta problemática comparando los dos 

sistemas de expresión con la producción de un péptido llamado Ba1 proveniente del veneno de 

la araña theraphosa Brachypelma albiceps. 

Para la evaluación de la expresión heteróloga del péptido Ba1 utilizan los plásmidos pQE40 y 

pET28a+, utilizaron las cepas provenientes de E. coli M15 y BL21, respectivamente, y para la 

síntesis química de Ba1 se utilizó la metodología Fmoc. El gen de Ba1 se clonó en el vector de 

expresión pQE40, resultando el péptido HisrDFHRBa1 y con el vector pET28a+ se obtuvo el 

péptido HisrBa1, ambos péptidos fueron inyectados en grillos domésticos (A. domesticus) a una 

concentración de 100 μg/L y 900 μg/L, respectivamente. Por la síntesis química se obtuvo el 

péptido sBa1 y fue inyectado en grillos domésticos (A. domesticus) 12.1 μg/L. 

Este trabajo concluyó que la síntesis química es una técnica más económica ya que no es 

necesaria la utilización de muchos reactivos y lleva menos tiempo. Por otro lado, la expresión 

heteróloga es una técnica que implica utilizar más reactivos, tiempo y recursos económicos. Sin 

embargo, es la técnica actualmente más utilizada y mejor descrita cunado se trata de sintetizar 

péptidos ricos en cisteína mayores a 40 aminoácidos. 

Este trabajo resulta importante para la elaboración de este proyecto de tesis, porque gracias a 

la comparación de las técnicas podemos elegir alguna que pueda ayudarnos a generar buenos 

resultados.  
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4. Justificación 

Las plagas son un gran problema para los cultivos agrícolas de México, en 2014 se reportó una 

pérdida del 78% causada por plagas, para el control de las plagas se utilizan insecticidas 

químicos, sin embargo, estos químicos propician el daño ambiental y a la salud. En los últimos 

años se han propuesto alternativas para reemplazar el uso de estos químicos por agentes más 

eficientes y seguros como los bioinsecticidas. 

En este proyecto se propone el uso de componentes de veneno de la tarántula Brachypelma 

smithi expresados heterologamente como bioinsecticida, puesto que las arañas son 

depredadores naturales de insectos y su veneno va dirigido específicamente hacia ellos. Dado 

que el uso continuo de tarántulas es inconveniente para esta investigación se propone la 

expresión heteróloga de los péptidos insecticidas Bs1 y Bs2 para su producción en masa y 

posterior evaluación. 

 

5. Hipótesis 

Los péptidos Bs1 y Bs2, expresados heterologamente, presentarán actividad insecticida en 

grillos. 

 

6. Objetivos 

6.1 Objetivo general 

Caracterizar y expresar de forma heteróloga los péptidos recombinantes Bs1 y Bs2, y evaluar su 

actividad insecticida en grillos. 

6.2 Objetivos particulares 

Expresar de forma heteróloga en E. coli los péptidos Bs1 y Bs2. 

Purificar y plegar adecuadamente los péptidos Bs1 y Bs2. 

Demostrar la actividad insecticida después de la expresión de los péptidos Bs1 y Bs2 en grillos 

domésticos 
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7. Diseño experimental 

 

 

 

8. Metodología 

8.1 Sistemas de expresión 

Los sistemas de expresión están conformados por los vectores de expresión y un organismo 

hospedero los cuales trabajan en conjunto para la obtención de productos recombinantes como 

proteínas. 

 

8.1.1 Vectores de expresión 

Los vectores de expresión son pequeñas moléculas de ADN circular que se encuentra en el 

citosol bacteriano, cuando una bacteria se reproduce los plásmidos pueden ser transmitidos a 

las células hijas, el tamaño del inserto que puede clonar es de 15,000 pares de bases; los 

bacteriófagos son virus que infectan a bacterias, estos se replican de forma autónoma pero 

utilizando recursos de la bacteria infectada para lograr hacerlo, el tamaño del inserto que puede 

clonar es de 23,000 pares de bases; los cósmidos son vectores híbridos entre el ADN de los 

plásmidos y los extremos de la secuencia de los bacteriófagos, el tamaño del inserto que pueden 

clonar es de 45,000 pares de bases (21). 
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8.1.2 Plásmido pQE30 

Como se ha mencionado con anterioridad los plásmidos son vectores de expresión. En este caso 

el plásmido pQE30 sirve para expresar proteínas recombinantes con 6 residuos de histidinas en 

su N-terminal para facilitar la purificación de la proteína (22, 27) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Representación gráfica de del plásmido pQE-30. 

 

8.1.3 Escherichia coli 

Escherichia coli es una bacteria con forma de bacilo que habitualmente habita en los intestinos 

de animales de sangre caliente, como el humano (38) y aunque algunas cepas llegan a ser 

patógenas para el ser humano hay cepas que han sido modificadas para realizar trabajos en el 

campo de la biotecnología como la clonación. La caracterización genética y fisiológica de esta 

bacteria ha presentado ventajas a las investigaciones biotecnológicas ya que gracias a esto es 

relativamente barato trabajar con esta bacteria. Algunas ventajas que conlleva el uso de E. coli 

son una mayor velocidad especifica de crecimiento (ya que es una bacteria mesófila), fácil 

manipulación genética, cuenta con una amplia gama de vectores de expresión estables, cuenta 

con una amplia gama de cepas disponibles. Algunas desventajas son que es potencialmente un 

patógeno, posee una membrana externa que dificulta la secreción de proteínas (Gram negativa) 

(26, 39). 
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8.2 Transformación de cepa Shuffle de E. coli 

Los plásmidos de secuencia corroborada con cada uno de los genes de Bs1 y Bs2, se usaron para 

transformar la cepa quimiocompetente Shuffle de E. coli. Se transformó siguiendo el siguiente 

protocolo:  

• Una alícuota de 100 µL de células quimio competentes Shuffle y 100 ng de cada uno de 

los plásmidos. 

• Incubar 30 minutos en hielo 

• Dar un choque térmico a 42°C por 40 segundos. 

• Incubar 5 minutos en hielo. 

• Agregar 200 µL de medio SOC. 

• Incubar a 37° C por 1 hora. 

• Se plaquearon 30 µL de las células transformadas en medio solido agar-medio LB con 

Ampicilina. 

• Incubar a 37°C toda la noche. 

 

8.3 Expresión de péptidos insecticidas 

Se eligió una colonia producto de la transformación de cada uno de los genes de trabajo y se 

inoculó en 25 mL de medio LB con 100 µg/mL de ampicilina, se incubó a 37°C toda la noche a 

180 rpm. De este cultivo se tomaron los 25 mL y se adicionaron a 1 L de LB con 100 µg/mL de 

ampicilina, y se incubó por 3 horas a 37°C a 180 rpm hasta alcanzar una densidad óptica de 0.8 

U (600 nm). En este punto se realizó la inducción de la expresión con isopropil-ß-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) en las siguientes condiciones: 

 

E. coli Shuffle/pQE30: Bs1: 0.5 mM IPTG a 16° C durante 24 h y 180 rpm 

E. coli Shuffle/pQE30: Bs2: 0.5 mM IPTG a 16° C durante 24 h y 180 rpm 

 

Después de la inducción de cada cultivo las células fueron cosechadas por centrifugación a 8,000 

rpm durante 20 minutos a 4°C en un rotor JA-14 (Modelo J2-21 Centrifuga, Beckman).  

El rompimiento celular se realizó por un proceso mecánico, con el equipo “One Shot Cell 

Disrupters” (Constant SystemsLTD) que está diseñado para romper selectivamente la pared 

celular permitiendo que los componentes intracelulares sean liberados y colectados. La presión 

ejercida sobre las células fue de 30 kpsi. Las fracciones solubles e insolubles se separaron por 
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centrifugación a 12,000 rpm durante 20 min a 4oC en un rotor JA-20 (Modelo J2-21 Centrifuga, 

Beckman). 

 

8.4 Análisis de expresión de los péptidos insecticidas Bs1 y Bs2 por electroforesis 

Se hizo un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% con el siguiente protocolo: 

• Gel separador 

o Lower Buffer: 1.5 mL 

o Acrilamida: 3 mL 

o Agua ultrapura (mili-Q): 1.5 mL 

o Persulfato de amonio 10%: 20 µL 

o TEMED: 5 µL 

• Gel concentrador 

o Upper Buffer: 0.63 mL 

o Acrilamida: 0.33 mL 

o Agua ultrapura (Milli-Q): 1.54 mL 

o Persulfato de amonio 10%:  12.5 µL  

o TEMED: 2.5 µL  

Para analizar las muestras de las células Shuffle inducidas, sin inducir y las fracciones soluble y 

fracción insoluble (cuerpos de inclusión) obtenidas previamente, para observar en qué fracción 

se encuentran los péptidos insecticidas Bs1 y Bs2. La electroforesis se corrió con un voltaje 

constante de 100 V. Los geles se tiñeron con una solución de azul brillante de Coomassie G250 

(BioRad) durante 2 h en agitación constante y a temperatura ambiente; posteriormente los geles 

se destiñeron con 10% ácido acético más 10% isopropanol durante 2 h a temperatura ambiente, 

y en agitación constante. 

 

8.5 Purificación de proteínas recombinantes 

La fracción insoluble (cuerpos de inclusión) obtenida con anterioridad se resuspendió en 5 mL 

de 6 M Cloruro de guanidinio (GdnHCl). 

Para la purificación de las proteínas se utilizó una columna de 12 mL (Supelco) en donde se 

agregaron 4 mL de resina Ni-NTA. La técnica consta de uso de una columna vertical con una 

matriz porosa de agarosa con níquel que usa como compuesto quelante al ácido nitrilotriacético 

(NTA) que formara enlaces covalentes con los residuos de aminoácidos (6 His). Posteriormente 
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las proteínas son eluidas con un Buffer de pH bajo o por competencia con imidazol. La proteína 

expresada a partir de pQE30 cuenta con una etiqueta de 6xHis en su extremo N-terminal, lo cual 

hace a la resina Ni-NTA óptima para que la proteína se pegue en ella.  

Se equilibró con 5 volúmenes de columna de 50 mM Tris-HCl pH 8 + 6 M GdnHCl, una vez 

equilibrada, los cuerpos de inclusión solubilizados se dejaron pasar por la columna y se recirculó 

dos veces para asegurar la unión de la proteína a la resina.  La columna se sometió a tres lavados 

para remover el pegado inespecífico: 

• El primer lavado se realizó con 10 mL de 50 mM Tris-HCl pH 8 + 6 M GndCl, recuperando 

5 fracciones de 1 mL cada una. 

• El segundo lavado se realizó con 10 mL de 40 mM Imidazol en 50 mM Tris-HCl pH 8 + 6 

M GndCl, recuperando 5 fracciones de 1 mL cada una. 

• El tercer lavado se realizó con 15 mL de 400 mM Imidazol en 50 mM Tris-HCl pH 8 + 6 M 

GndCl, recuperando las 15 fracciones de 1 mL cada una. 

 

8.6 Análisis de fracciones por electroforesis 

Las fracciones obtenidas fueron precipitadas por el método metanol-cloroformo para 

posteriormente ser resuspendidas y analizadas un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% 

(siguiendo el protocolo previamente descrito). La electroforesis se corrió con un voltaje 

constante de 100 V. Los geles se tiñeron con una solución de azul brillante de Coomassie R250 

(BioRad) durante 2 h en agitación constante y a temperatura ambiente; posteriormente los geles 

se destiñeron con 10% ácido acético más 10% isopropanol durante 2 h a temperatura ambiente, 

y en agitación constante. 

 

8.7 Western blot 

La técnica consiste en separar proteínas de una muestra por su peso molecular por medio de 

electroforesis, para posteriormente ser transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La 

membrana es incubada con suero o plasma que tiene anticuerpos que se unirán al antígeno 

presente en la membrana, los antígenos a su vez están unidos a la proteína de interés en el gel 

de poliacrilamida.  El complejo antígeno-anticuerpo se hace visible con el uso posterior de un 

anticuerpo secundario y el sustrato que le corresponda. Las bandas que se observan en la 

membrana deben ser concordantes a los anticuerpos presentes en la muestra (21). 

Inicialmente se corrió un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% con la muestra a 100 V. Una vez 

finalizado, el gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa siguiendo el siguiente protocolo: 
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• Hidratar en Buffer de transferencia 1 membrana de nitrocelulosa, 6 papeles filtro, gel 

SDS-PAGE. 

• En una cámara de transferencia (HEP-1 OWL) colocar 3 papeles filtro, la membrana de 

nitrocelulosa, el gel SDS-PAGE y 3 papeles filtro, comprimir un poco para la eliminación 

de burbujas. 

• Conectar el equipo a corriente eléctrica y dejar transferir por 1h a 400 mA a corriente 

constante. 

• Bloquear la membrana con 5% leche (semidescremada) + TBST 1x por 2 horas a 

temperatura ambiente y agitación constante. 

• Lavar la membrana 3 veces con TBST 1x 

• Agregar anticuerpo monoclonal anti-histidinas en una dilución 1:2000 por 1 hora a 

temperatura ambiente. 

• Lavar la membrana 3 veces con TBST 1x 

• Revelar la membrana con 1 mL de Buffer de revelado (Invitrogen) en agitación contante.  

• Una vez reveladas las bandas, lavar con agua ultrapura (Mill-Q). 

8.8 Cromatografía liquida de alto rendimiento (HPLC) 

La cromatografía líquida de alto rendimiento es una técnica que se utiliza para separar los 

componentes pertenecientes a proteínas. Como las cromatografías, cuenta con una fase 

estacionaria (columna) y una fase móvil. Cuando la muestra es inyectada, se hace pasar un 

gradiente de los solventes que eluyen a las proteínas, se dan interacciones químicas que de 

acuerdo con estas es como los contenidos de la muestra serán separados. Este tipo de 

interacciones pueden ser de intercambio iónico, de unión específica a grupos químicos, de 

tamaño o de interacciones hidrofóbicas. (22, 25). 

 

8.8.1 RP-HPLC 

Igual que las técnicas cromatográficas se basa en la unión de un compuesto mezclado con la fase 

móvil a una fase estacionaria y por contrario a las otras técnicas este cuenta con una fase 

estacionaria no polar y una fase móvil polar (generalmente agua y acetonitrilo o metanol) que 

funciona para separar analitos hidrofóbicos. Cuando los analitos entran en la columna, la fase 

móvil los transporta a través de esta y dependiendo de la afinidad que tengan los analitos con 

la fase estacionaria y la fase móvil es como se separarán, los analitos hidrofóbicos son los que 

serán retenidos con mayor fuerza por la fase estacionaria y los analitos hidrofílicos tendrán una 

fuerte afinidad con la fase móvil por lo que se eluirán con mayor facilidad.  
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Las interacciones hidrofóbicas, polares y iónicas son los tres mecanismos primarios que dictarán 

el comportamiento cromatográfico. Las interacciones hidrofóbicas son una interacción débil y 

transitoria entre la fase estacionaria no polar y los analitos, cuanto más hidrofóbico sea el 

analito, mayor serpa la retención de este en la fase estacionaria. Las interacciones polares son 

interacciones entre los grupos funcionales polares de los analitos con el ligando de la fase 

estacionaria, interactúan a través de puentes de hidrogeno y dipolo-dipolo. Las interacciones de 

intercambio iónico ocurren cuando hay un intercambio de iones y los analitos experimentan 

diferentes tasas de interacción. 

Las fracciones obtenidas por cromatografía de afinidad se unieron y esta mezcla se purificó por 

HPLC-RP usando una columna analítica C18 (Vydac #50491, 5 µm 300 Å 4.6 x 250 mm). En el 

proceso se usó solvente A (0.1% de ácido trifluoroacético-TFA- en agua) y como solvente B (0.1% 

TFA en acetonitrilo) en un gradiente de 20-50% de acetonitrilo en 60 minutos y a un flujo de 1 

mL/min. Las fracciones fueron colectadas manualmente por monitoreo a una absorbancia de 

230 y 280 nm. Las fracciones fueron secadas con Savant SpeedVac (Thermo Scientific).  

Los fracciones  colectados fueron repurificados por HPLC-RP usando una columna analítica C18 

difenilo (Restek cat. #9516575, 5 µm, 250*4.6mm), utilizando solvente A (0.1% de ácido 

trifluoroacético-TFA- en agua) y como solvente B (0.1% TFA en acetonitrilo) en un gradiente de 

0-60% de acetonitrilo en 60 minutos y a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones fueron colectadas 

manualmente por monitoreo a una absorbancia de 230 y 280 nm. Las fracciones fueron secadas 

con Savant SpeedVac (Thermo Scientific). 

 

Tabla 3. Comparación entre una columna analítica C18 común y una columna analítica C18 difenilo. 

Características columnas C18 

  C18 Común C18 Difenilo 

Hidrofobicidad baja baja 

Capacidad de aceptación de enlaces 
H 

alta alta 

Aromaticidad nula alta 

Selectividad catiónica pH 2.8 
baja baja 

Selectividad catiónica pH 7.0 
baja alta 
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8.9 Plegamiento in vitro 

Una proteína nativa es aquella que cuenta con propiedades que actúan en funciones biológicas 

específicas, cuando una proteína nativa pierde alguna de sus propiedades (estructura 

tridimensional alterada) se le llama que está desnaturalizada. Para poder renaturalizar alguna 

de estas proteínas se pueden utilizar compuestos que interactuaran con sus residuos de 

aminoácidos, esto logra que la proteína se pliegue y recobre sus propiedades y por ende su 

actividad (43). Algunas moléculas que pueden ayudar con el proceso de renaturalización son: la 

urea, el mercaptoetanol, la enzima disulfuro isomerasa, chaperonas moleculares y el glutatión 

(GSH) (44).  

8.9.1 DTT 

El reactivo DTT o Ditiotreitol es un agente usado comúnmente para reducir los puentes disulfuro 

de las proteínas y así desnaturalizarlas, también es usado para la preparación de muestras y 

desnaturalizarlas antes de un análisis electroforético (54). 

8.9.2 Glutatión GSH/GSSG 

El GSH es un tripéptido conformado por Glu-Gly-Cys, con bajo peso molecular y que cuenta con 

un grupo sulfhidrilo (-SH). Algunas de las funciones en las que participa dentro de la célula son: 

mantener balance redox de la célula, participar en procesos de detoxificación, controlar 

permeabilidad de la membrana y el transporte de aminoácidos. Cuando este compuesto es parte 

de las funciones del estado redox de la célula (GSH/GSSG), lo que hace es balancear especies 

oxidadas y reducidas dentro de la célula. De este balance dependen la activación de enzimas, 

síntesis de ADN y ARN, proliferación celular, plegamiento de proteínas, entre otras. Es por esto 

por lo que se usa el glutatión como reactivo para el plegamiento correcto de proteínas (44). 

El plegamiento se llevó a cabo siguiendo este protocolo: 

• Agregar en un tubo Eppendorf 

o 2M GndCl 

o 100 µg muestra a plegar 

o 10 μM GSH 

o 1 μM GSSG  

• Agitar suavemente hasta observar una mezcla homogénea  

• Dejar 24 h a a 4oC 
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8.10 Ensayos de actividad biológica 

8.10.1Ensayos de toxicidad en grillos (Achaeta domesticus) con muestras sin plegar 

Las fracciones obtenidas por HPLC-RP fueron resuspendidas en 30 µL de H2O y posteriormente 

cuantificadas en espectrofotómetro de masa NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) con A280.  

Estas fracciones serán inyectadas en grillos de 0.1 g. Se les inyectara entre el quinto y sexto 

segmento (de abdomen a cabeza). La inyección se hará con una jeringa Hamilton (10 μL). 

8.11 Digestión del péptido Bs1 con el factor Xa 

8.11.1 Factor Xa 

El factor Xa (NEW ENGLAND BioLabs) es una enzima proteasa que tiene como función romper 

los enlaces peptídicos de las proteínas/péptidos. La construcción de las toxinas pQE-30:Bs1 y 

pQE-30:Bs2 presentan un sitio de reconocimiento (IEGR) por la proteasa del factor Xa, el corte 

se generá en la parte C-terminal del residuo de arginina. La digestión se hizo siguiendo este 

protocolo: 

• Agregar 100 µg de proteína 

•  Buffer factor Xa (ver anexo 1) 

• 2 µL de factor Xa proteasa (cuantas unidades son en 2 µL 

• Volumen de reacción 100 µL 

• Incubar a 37°C por 2 horas  

• Al terminar el tiempo de incubación, centrifugar 3 minutos a 14,000 rpm 

Las fracciones digeridas fueron purificadas utilizando HPLC-RP usando una columna C18 difenilo. 

En el proceso se usó solvente A (0.1% de ácido trifluoroacético-TFA- en agua) y como solvente B 

(0.1% TFA en acetonitrilo) en un gradiente de 0-60% de acetonitrilo en 60 minutos y a un flujo 

de 1 mL/min. Las fracciones fueron colectadas manualmente por monitoreo a una absorbancia 

de 230 y 280 nm. Las fracciones fueron secadas con Savant SpeedVac (Thermo Scientific).  
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9. Resultados 

9.1 Péptido Bs1 

9.1.1 Transformación bacteriana  

Se transformaron células quimio competentes de la cepa Shuffle de la bacteria E. coli con el 

plásmido pQE-30 que contenía la secuencia del péptido insecticida Bs1 siguiendo el protocolo 

previamente descrito. Los resultados se muestran en la (figura 8) donde pueden observarse 

bacterias transformadas.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Transformación bacteriana cepa Shuffle de E. coli con plásmido pQE-30::péptido Bs1. 

  

 Como producto de la transformación de la reacción de ligación con células E. coli Shuffle 

quimiocompetentes, se obtuvieron varias colonias. Se procedió entonces a sembrar un inóculo 

de una colonia para purificar plásmido mediante el kit miniprep ROCHE y se envió a 

secuenciación para confirmar que efectivamente las clonas contaran con el péptido Bs1 (Unidad 

de Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca, Morelos), 

encontrando que la secuencia estaba correcta para el gen de la toxina Bs1. La secuencia del 

péptido Bs1 puede ser observada en la (figura 9).  

 

Fig. 9. Secuencia del péptido Bs1, en  Rojo se muestran las cisteínas y en negro los demás aminoácidos 

que conforman al péptido. 
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9.1.2 Expresión del péptido Bs1  

A partir de las células recién transformadas (E. coli Shuffle), se tomó una colonia y se inoculó en 

50 mL de medio LB + ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron durante 16 horas a 37°C con 

agitación. Al final de esta incubación se tomaron 15 mL del cultivo y se adicionó a 1 L de LB + 

ampicilina (100 µg/mL) incubándolo a 37°C y 230 rpm durante 3 horas, hasta que el cultivo 

alcanzara una densidad óptica aproximada de 0.8 unidades y en este momento se adicionó el 

inductor IPTG en una concentración de 0.5 mM. El cultivo inducido se incubó a 16°C y 230 rpm 

durante 18 horas. 

Para confirmar la expresión de las células se realizó un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. 

Los resultados  muestran que en  la expresión del péptido Bs1 se ve tanto en la fracción soluble 

como en  la fracción insoluble, esto puede significar que el péptido Bs1 fue mal plegado por E. 

coli y es por esto por lo que se observan en los cuerpos de inclusión (42). (figura 10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la expresión del péptido Bs1. MPM. Marcador de peso 

molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs1, carril 2: células inducidas Bs1, 

carril 3: cuerpos de inclusión Bs1, carril 4: fracción soluble Bs1. 
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9.1.3 Purificación del péptido Bs1 por cromatografía de afinidad a níquel, análisis 

electroforético y Western Blot 

 

La fracción soluble y los cuerpos de inclusión fueron purificados en una columna de afinidad a 

níquel utilizado una resina Ni-NTA (QUIAGEN) y se sometieron a dos lavados para eliminar el 

pegado inespecífico y a una elución, adicionando mayor concentración de imidazol (400 mM). 

Las fracciones fueron analizadas mediante un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% en 

condiciones reductoras y desnaturalizantes para confirmar que en dichas fracciones el péptido 

Bs1 se encontraran. En la figura 11 se muestra el gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la 

fracción soluble en donde se observa que no se encuentra el péptido Bs1 dentro del peso 

molecular aparente de 10 kDa en las elusiones realizadas. En la figura 12 se muestra el gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de los cuerpos de inclusión en donde se observa que el péptido 

Bs1 se encuentra en las fracciones eluidas, (carril 7 a 14) con un peso molecular aparente de 10 

kDa. Para confirmar la presencia del péptido en los cuerpos de inclusión un Western Blot 

utilizando un anticuerpo anti-histidinas, el cual es mostrado en la figura 13, en donde se puede 

observar que los anticuerpos se unieron a las histidinas del péptido y se transfirieron las bandas 

del gel a la membrana en las posiciones de los cuerpos de inclusión y las elusiones.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la purificación por Ni-NTA de la fracción soluble Bs1. 

MPM: Marcador de peso molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs1, carril 2: 

células inducidas Bs1, carril 3: cuerpos de inclusión Bs1, carril 4: fracción soluble Bs1, carril 5: recirculante 

Bs1, carril 6: primer lavado, carril 7: segundo lavado, carril 8-14: elusiones. 
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Fig. 12. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la purificación por Ni-NTA los cuerpos de inclusión Bs1. 

MPM: marcador de peso molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs1, carril 2: 

células inducidas Bs1, carril 3: cuerpos de inclusión Bs1, carril 4: recirculante Bs1, carril 5: primer lavado, 

carril 6: segundo lavado, carril 7-14: elusiones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Western Blot de la purificación por Ni-NTA de los cuerpos de inclusión Bs1. MPM: marcador de 

peso molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs1, carril 2: células inducidas 

Bs1, carril 3: cuerpos de inclusión Bs1, carril 4: fracción soluble Bs1, carril 5: recirculante Bs1, carril 6: 

primer lavado, carril 7: segundo lavado, carril 8-14: elusiones. 
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9.1.4 Perfil cromatográfico (HPLC-RP) de la expresión del péptido Bs1, análisis de masa 

molecular de cada fracción sin plegar y prueba de actividad biológica de fracciones sin plegar 

en grillos 

 

Las fracciones eluidas de la columna de afinidad a Ni, que mostraron el peso aparente de 10 kDa 

en el gel de SDS-PAGE 15% fueron unidas y purificadas por HPLC de fase reversa. En el perfil 

cromatográfico de la expresión del péptido Bs1 se obtuvieron tres fracciones (como se muestra 

en la figura 14) los cuales fueron colectados para obtener su masa molecular a través de 

espectrofotometría de masas (figura 15, 16 y 17 de cada fracción respectivamente). La masa 

teórica oxidada es 6,700.5 Da. Para la fracción Bs1-1 se obtuvo una masa experimental de 

6,700.4 Da y para la fracción Bs1-2 se obtuvo una masa experimenta de 6,700.0 Da, lo cual 

corresponde con masa teórica esperada de 6,700.5 Da para cada uno de estos, sin embargo, 

para la fracción 3 la masa experimental fue de 6,731.5 Da lo cual no correspondió con la masa 

teórica por lo que se descartó su uso para este proyecto. Las fracciones Bs1-1 y Bs1-2 fueron 

secados en un concentrador Savant SpeedVac (Thermo Scientific) para su posterior uso. 

 

Fig. 14. Perfil cromatográfico del pool de fracciones Ni-NTA Bs1, utilizando HPLC-RP, columna C18 analítica 

y un gradiente 20-50%B en 60 minutos. 1: fracción uno, 2: fracción dos, 3: fracción tres. 



29 
 

Fig. 15. Masa molecular de la fracción 1 del péptido Bs1. 

 

Fig. 16. Masa molecular de la fracción 2 del péptido Bs1. 
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Fig. 17. Masa molecular de la fracción 3 del péptido Bs1. 

 

 

Las fracciones 1 y 2 (fig. 14) que fueron repurificadas con la columna C18 (Vydac) se les probó 

la actividad biológica en grillos (A. domesticus) a diferentes concentraciones como se muestra 

en la tabla 4. La fracción Bs1-1 fue ensayada a una concentración inicial de 100 µg por grillo, 

donde se observó parálisis a las 5h después de la inyección, y muerte a las 24h después de la 

inyección por lo que se decidió aumentar la concentración de la dosis y observar si el tiempo de 

alguno de los síntomas aparentes se veía reducido. La fracción Bs1-1 inyectada a una 

concentración final de 150 µg por grillo no redujo el tiempo de parálisis, en cambio el tiempo de 

muerte si se vio reducido a 6 h. Se continuo aumentando la dosis de la fracción Bs1-1, sin 

embargo, se obtuvieron resultados similares hasta la concentración de 400 µg por grillo donde 

se observó una parálisis a las 2h y 15 minutos, y muerte a los 30 minutos. La fracción Bs1-2 fue 

ensayada a una concentración inicial de 100 µg por grillo, sin embargo, a esta concentración no 

se observó ningún síntoma aparente dentro del rango de 24h por lo que se decidió aumentar la 

concentración de la dosis y observar si el tiempo de alguno de los síntomas aparentes se veía 

reducido. La fracción Bs1-2 a una concentración final de 400 µg por grillo no presentó parálisis, 

en cambio, el tiempo de muerte se observó a las 3h después de la inyección. 
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Tabla 4. Ensayo de actividad insecticida de las fracciones 1 y 2 del péptido Bs1 en grillos. 

 

Las fracciones Bs1- 1 y Bs1-2 fueron repurificadas por HPLC-RP con una columna C18 difenilo 

(Restek), como se muestra en la figura 18 y 19 de cada fracción respectivamente, donde se 

observa que la fracción Bs1-1 y Bs1-2 están conformados con diferentes fracciones. En el perfil 

cromatográfico de la fracción Bs1-1 (figura 18) se observa que este se encuentra conformado 

por cuatro fracciones Bs1-0.1, Bs1-1.1, Bs1-1.2 y Bs1-0.3 de las cuales las fracciones Bs1-1.1 y 

Bs1-1.2 se tomaron como las fracciones principales debido a que cuentan con una masa 

molecular experimental de 6,700.0 y 6,700.0 Da respectivamente, las cuales corresponden a la 

masa teórica de 6,700.5 Da. En el perfil cromatográfico de la fracción 2 (figura 19) se observa 

que este se encuentra conformado por tres fracciones Bs1-2.1, Bs1-2.2 y Bs1-2.3 de las cuales la 

fracción 2.2 se tomó como la fracción principal ya que cuenta con una masa experimental de 

6,699.3 Da, la cual corresponde a la masa teórica de 6,700.5 Da.  

Las fracciones principales de cada fracción se utilizaron para probar su actividad en grillos (Tabla 

5). 

 

Fig. 18. Perfil cromatográfico de la repurificación de la fracción 1 del péptido Bs1, utilizando HPLC-RP, 

columna C18 difenilo y un gradiente 0-60%B en 60 minutos. 

Toxina 
recombinante 

Dosis 
(µg/grillo) 

Síntomas aparentes dentro de 24h 

Bs1-fracción 1 100 Parálisis 5h  Muerte 24h 

Bs1-fracción 1 150 Parálisis 5h  Muerte 6h 

Bs1-fracción 1 400 Parálisis 2h y 15 min Muerte 2h y 45 min 

Bs1-fracción 2 100 NP NP 

Bs1-fracción 2 400 NP Muerte 3h 

Control H2O NA NA 
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Fig. 19. Perfil cromatográfico de la repurificación de la fracción 2 del péptido Bs1, utilizando HPLC-RP, 

columna C18 difenilo y un gradiente 0-60%B en 60 minutos. 

 

Todas las fracciones Bs1-1.1, Bs1-1.2 y Bs1-2.2 obtenidas de la repurificación con la columna C18 

difenilo (Restek) de las fracciones Bs1-1 y Bs1-2 (fig. 18 y 19, respectivamente) se probaron a 

diferentes concentraciones, sin embargo, las únicas que resultaron con actividad fueron: la 

fracción Bs1-1.2 del fracción Bs1-1 la cual con una dosis de 400 µg por grillo se presentó  muerte 

hasta las 11h después de la inyección, y la fracción Bs1-2.2 del fracción Bs1-2 la cual con una 

dosis de 300 µg por grillo presento la parálisis a las 5h y muerte a las 6h después de la inyección 

por lo que se decidió aumentar la dosis hasta 400 µg por grillo, los grillos presentaron parálisis 

a las 6h y 30 minutos, y muerte a las 8h después de la inyección como se muestra en la tabla 5. 

Cabe resaltar que para cada dosis se inyectaron 3 grillos y el tiempo de síntomas aparentes 

dentro de 24h varió por lo que se hizo un promedio de los datos y es por esto que la hora de 

muerte de la fracción Bs1-2.2 a una concentración de 400 µg por grillo es mayor a la de 300 µg 

por grillo. 

 

Tabla 5. Ensayo de actividad insecticida de las fracciones 1.2 y 2.2 del péptido Bs1. 

Toxina 
recombinante 

Dosis 
(µg/grillo) 

Síntomas aparentes dentro de 24h 

Bs1- fracción 1.2 400 NP Muerte 11h 

Bs1-fracción 2.2 300 Parálisis 5h Muerte 6h 

Bs1-fracción 2.2 400 Parálisis 5h Muerte 8h 

Control H2O NA NA 
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9.1.5 Perfil cromatográfico del re-plegamiento del péptido Bs1 utilizando un par-redox y 

prueba de actividad biológica del péptido Bs1. 

 

El re-plegamiento del pool de expresión del péptido Bs1 se realizó a las condiciones descritas 

anteriormente en la metodología. Posteriormente se realizó un HPLC-RP, como se muestra en 

la fig. 20, en donde se obtuvieron dos fracciones: Bs1-1-plega y Bs1-2-plega las cuales fueron 

utilizadas para la prueba de actividad biológica como se muestra en la tabla 6. Ambas fracciones 

fueron probadas a una concentración inicial de 100 µg por grillo, empero solamente la fracción 

Bs1-1-plega fue la que mostro actividad paralizando los grillos a las 7h y 55 min y matándolos a 

las 8h y 40 min después de la inyección, comparando estos resultados con la tabla 4 podemos 

concluir que el re-plegamiento utilizando un par-redox  GHH/GSSG no contribuye a mejorar la 

actividad biológica del péptido ya que el tiempo en el que presentaron los síntomas los grillos 

fue mayor a comparación de la actividad del péptido plegado directamente obtenido de los 

cuerpos de inclusión.  

 

Fig. 20. Perfil cromatográfico del plegamiento del pool de expresión del péptido Bs1, utilizando HPLC-RP, 

columna C18 y un gradiente 0-60%B en 60 minutos 

 

Tabla 6. Ensayo de actividad insecticida de las fracciones 1 y 2 del pool de expresión péptido Bs1 re-

plegado utilizando un par-redox. 

Toxina 
recombinante 

Dosis 
(µg/grillo) 

Síntomas aparentes dentro de 24h 

1 100 Parálisis 7h y 55 min Muerte 8h y 40 min 

2 100 NP NP 

Control H2O NA NA 
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9.1.6 Perfil cromatográfico de la digestión del péptido Bs1 con factor Xa 

Se hicieron digestiones de las fracciones provenientes de las fracciones Bs1-1 y Bs1-2 del péptido 

Bs1 con el factor Xa y separando los productos utilizando HPLC-RP mediante una columna C18 

difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. La fracción Bs1-1.2 fue digerida por 1h a 37°C, 

como se muestra en el perfil cromatográfico figura 21, se muestra en la figura 22 una 

comparación entre la fracción Bs1-1.2 no digerida contra la fracción Bs1-1.2 digerida. Se hicieron 

dos digestiones de la fracción Bs1-2.2, la primera digestión fue por 1h a 37°C, en el perfil 

cromatográfico (figura 23) se observa que la enzima no digirió a la fracción por lo que se optó 

por hacer una digestión por 20h a 37°C, en el perfil cromatográfico (figura 24) se observa que la 

enzima digirió parte de la fracción, se muestra en la figura 25 una comparación entre la fracción 

Bs1-2.2 no digerida contra la fracción 2.2 digerida por 1h y la fracción Bs1-2.2 digerida por 20h 

en donde se puede observar que la absorbancia de fracción digerida va disminuyendo en su 

absorbancia por lo que se consideró que probablemente si había sido digerida, sin embargo, 

empero al obtener la masa molecular de la fracción 2.2 digerida por 20h se puede contemplar 

(figura 26) que la masa experimental (6,699.7 Da) es muy cercana a la masa teórica (6,700.4 Da) 

por lo que se confirmó que en realidad la enzima no corto a la proteína de fusión del péptido 

maduro Bs1. 

 

Fig. 21. Perfil cromatográfico de la fracción 1.2 digerida por 1h a 37°C del péptido Bs1 con el factor Xa 

utilizando HPLC-RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos 
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Fig. 22. Perfil cromatográfico de la fracción 1.2 no digerida contra la fracción 1.2 digerida por 1h a 37°C 

del péptido Bs1 con el factor Xa utilizando HPLC-RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 

minutos. En negro: fracción 1.2 digerida, en gris: fracción 1.2 no digerida. 

 

Fig. 23. Perfil cromatográfico de la fracción 2.2 digerida por 1h a 37°C del péptido Bs1 con el factor Xa 

utilizando HPLC-RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos 
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Fig. 24. Perfil cromatográfico de la fracción 2.2 digerida por 20h a 37°C del péptido Bs1 con el factor Xa 

utilizando HPLC-RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. 

 

Fig. 25. Perfil cromatográfico de la fracción 2.2 no digerida contra la fracción 2.2 digerida por 1h y la 

fracción 2.2 digerida por 20h del péptido Bs1 con el factor Xa utilizando HPLC-RP, columna C18 difenilo y 

un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. En gris: fracción 2.2 no digerida, en azul: fracción 2.2 digerida por 

1h, en negro: fracción 2.2 digerida por 20h. 
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Fig. 26. Masa molecular de la digestión de 20 horas del factor Xa de la fracción 2.2 del péptido Bs1. 

 

 

9.1.7 Prueba de actividad biológica del péptido Bs1 después de digestión con factor Xa 

Debido a que no hubo digestión por parte de la enzima, se decidió no probar la actividad en los 

grillos ya que se especula que darían resultados redundantes a los obtenidos con el péptido sin 

digerir y/o habría una interrupción en la actividad por parte de la digestión.  
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9.2 Péptido Bs2 

9.2.1 Transformación bacteriana  

Se transformaron células quimio competentes de la cepa Shuffle de la bacteria E. coli con el 

plásmido pQE-30 que contenía el péptico insecticida Bs2 siguiendo el protocolo previamente 

descrito. Los resultados se muestran en la (figura 27) donde pueden observarse clonas 

transformadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. Transformación bacteriana cepa Shuffle de E. coli con plásmido pQE-30 + péptido Bs2  

 

Posteriormente a la transformación se obtuvo la secuencia del péptido Bs2 mediante el kit 

miniprep ROCHE para confirmar que efectivamente las clonas contaran con el péptido Bs2. La 

secuencia del péptido Bs2 puede ser observada en la (figura 28).  

Fig. 28. Secuencia del péptido Bs2. Rojo: cisteína presente en el péptido, negro: demás 

aminoácidos que conforman al péptido.  

 

9.2.2 Expresión del péptido Bs2  

Al igual que la expresión del péptido Bs1, la expresión del péptido Bs2 se hizo en 1 litro de medio 

LB, una vez que la densidad óptica de las bacterias alcanzo una OD 600 nm de 0-8 se indujo con 

0.5 mM de IPTG, se mantuvo a una temperatura contante de 16°C por 18 horas. Para confirmar 

la expresión de las células se realizó un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. Los resultados se 

muestran en la (figura 29) en donde se pueden observar en el carril 2 que con la inducción con 

0.5 mM de IPTG la expresión del péptido Bs2 se ve favorecida. Se observa presente la proteína 
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en cuerpos de inclusión (carril 3), con un peso molecular aparente de 10 kDa, que el péptido Bs2 

aparezca en esta fracción puede significar que fue mal plegado por E. coli y es por esto por lo 

que se observan solo en los cuerpos de inclusión (42).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la expresión del péptido Bs2. MPM: Marcador de peso 

molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs2, carril 2: células inducidas Bs2, 

carril 3: cuerpos de inclusión Bs2, carril 4: fracción soluble Bs2. 

 

 

9.2.3 Purificación del péptido Bs2 por cromatografía de afinidad a níquel, análisis 

electroforético y Western Blot 

Los cuerpos de inclusión fueron purificados en una columna de afinidad a níquel con resina Ni-

NTA y se sometieron a tres lavados para el pegado inespecífico. Las fracciones eluidas y 

obtenidas por Ni-NTA fueron analizadas mediante un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% en 

condiciones desnaturalizantes para confirmar que en dichas elusiones el péptido Bs2 se 

encontrara. En la figura 30 se muestra el gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de los cuerpos 

de inclusión en donde ser observa que el péptido Bs2 se encuentra dentro de las eluciones 

realizadas (carril 7 a 14), a un peso molecular aparente de 10 kDa. Para confirmar por completo 

la presencia del péptido en los cuerpos de inclusión se realizó un Western Blot utilizando un 

anticuerpo anti-histidinas, el cual es mostrado en la figura 31. 
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Fig. 30. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% de la purificación por Ni-NTA de los cuerpos de inclusión 

del péptido Bs2. MPM: Marcador de peso molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin 

inducir Bs2, carril 2: células inducidas Bs2, carril 3: cuerpos de inclusión Bs2, carril 4: recirculante Bs2, 

carril 5: primer lavado, carril 6: segundo lavado, carril 7-14: elusiones. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 31. Western Blot de la purificación por Ni-NTA de los cuerpos de inclusión Bs2. MPM: marcador de 

peso molecular (BIO RAD), kDa: kilo Daltones, carril 1: células sin inducir Bs2, carril 2: células inducidas 

Bs2, carril 3: cuerpos de inclusión Bs2, carril 4: recirculante Bs2, carril 5: primer lavado, carril 6: segundo 

lavado, carril 7-14: elusiones. 
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9.2.4 Perfil cromatográfico (HPLC-RP) de la expresión del péptido Bs2  

 

Las fracciones eluidas por columna Ni-NTA (fig. 31) fueron unidas y purificadas por HPLC de fase 

reversa usando una columna C18 (Vydac). En el perfil cromatográfico de la expresión del 

péptido Bs2 se obtuvo una fracción principal (como se muestra en la figura 32), esta fracción 

tuvo una masa molecular experimental oxidada de 6,697.0 Da la cual concuerda con la masa 

molecular teórica de 6,698.5 Da.  

Fig. 32. Perfil cromatográfico del pool de fracciones Ni-NTA del péptido Bs2, utilizando HPLC-RP, columna 

C18 analítica y un gradiente 0-60 en 60 minutos. 1: fracción uno. 

 

9.2.5 Perfil cromatográfico (HPLC-RP) del plegamiento del pool de expresión Bs2 y prueba de 

actividad biológica del péptido Bs2 después de plegamiento 

Posteriormente la fracción 1 fue plegada por 5 días a 4°C y purificada por HPLC-RP (como se 

muestra en la figura 33) usando una columna C18 (Vydac).  

Fig. 33. Perfil cromatográfico del plegamiento de la fracción 1 del péptido Bs2, utilizando HPLC-RP, 

columna C18 analítica y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. 1: fracción uno, 2: fracción 2. 
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Se obtuvieron 2 fracciones principales y cada una de estas fue repurificada con una columna C18 

difenilo (Restek) debido a que se observó (en el péptido Bs1) que hay una mejor y más amplia 

separación de las fracciones. La fracción Bs2-1-plega está conformada por cuatro fracciones 

principales Bs2-1.1-plega, Bs2-1.2-plega, Bs2-1.3-plega y Bs2-1.4-plega, como se muestra en la 

figura 34, las cuatro fracciones fueron enviadas a masas. La fracción Bs2-1.2-plega obtuvo una 

masa experimental de 6,699.2 Da (figura 35), la fracción 1.3 obtuvo una masa experimental de 

6,699.4 Da (figura 36) y la fracción 1.4 obtuvo una masa experimental de 6,698.5 Da (figura 37), 

las cuales son similares a la masa molecular teórica de 6,698.5. La fracción Bs2-1.1-plega cuenta 

con la masa molecular experimental de 7,309.9 debido a esto fue que se descarto su uso para 

este proyecto.  

Fig. 34. Perfil cromatográfico de la repurificación de fracción 1 del péptido Bs2 plegado, utilizando HPLC-

RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. 1.1: fracción 1, 1.2: fracción 2, 1.3: 

fracción 3 y 1.4: fracción 4. 

 

Fig. 35. Masa molecular de la fracción 1.2 del plegamiento del péptido Bs2. 
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Fig. 36. Masa molecular de la fracción 1.3 del plegamiento del péptido Bs2. 

 

 

Fig. 37. Masa molecular de la fracción 1.4 del plegamiento del péptido Bs2. 
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Se ensayó la actividad de las fracciones Bs2-1.2-plega, Bs2-1.3-plega y Bs2-1.4-plega 

provenientes de la fracción Bs2-1-plega plegada (fig. 34) en grillos. Las fracciones Bs2-1.2-plega 

y Bs2-1.4-plega no presentaron ningún efecto en los grillos a una concentración de 200 y 250 µg 

por grillo, sin embargo, la fracción 1.3 a una concentración de 200 µg por grillo provoco que los 

grillos tuvieran una parálisis parcial de solo plas patas traseras por 5h, sin embargo, los grillos se 

recuperaron y no murieron por lo que se decidió aumentar la dosis a 250 µg por grillo con la cual 

los grillos se paralizaron completamente a las 3h y murieron 6h después de la inyección. Estos 

resultados se presentan en la tabla 8. 

 

Tabla 7. Ensayo de actividad insecticida de las fracciones Bs2-1.2-plega, Bs2-1.3-plega y Bs2-1.4-plega 

del péptido Bs2 re-plegado. 

Toxina 
recombinante 

Dosis 
(µg/grillo) 

Síntomas aparentes dentro de 24h 

1.2 200 NP 
 

1.2 250 NP NP 

1.3 200 Parálisis patas traseras por 5h  Recuperado 

1.3 250 Parálisis 3h  Muerte 6h 

1.4 200 NP NP 

1.4 250 NP NP 

Control H2O NA NA 

 

 

La fracción 2 se encuentra conformada por dos fracciones principales Bs2-2.1-plega y Bs2-2.2-

plega como se muestra en la figura 38.  

Fig. 38. Perfil cromatográfico de la repurificación de fracción 2 del péptido Bs2 plegado, utilizando HPLC-

RP, columna C18 difenilo y un gradiente de 0-60%B en 60 minutos. 2.1: fracción 1, 2.2: fracción 2. 
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Se ensayó la actividad de las fracciones Bs2-2.1-plega y Bs2-2.2-plega provenientes de la fracción 

Bs2-2-plega plegada (fig. 34) en grillos a una concentración de 100, 200 y 250 µg por grillo, sin 

embargo, las fracciones tuvieron un efecto nulo en estos.  

 

Tabla 8. Ensayo de actividad insecticida de las fracciones Bs2-2.1-plega, Bs2-2.2-plega del péptido Bs2 

re-plegado. 

Toxina recombinante Dosis (µg/grillo) Síntomas aparentes en 24h 

2.1 100 NP 

2.1 200 NP 

2.1 250 NP 

2.2 100 NP 

2.2 200 NP 

2.2 250 NP 
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10. Discusión  

La expresión heteróloga de proteínas recombinantes en bacterias, particularmente hablando de 

Escherichia coli, ha resultado tener ventajas significativas en los trabajos de investigación debido 

a que esta bacteria es la más estudiada y ha sido caracterizada genética y fisiológicamente, 

gracias a esto, se ha podido explotar su potencial y con los años ha llegado a ser el sistema más 

barato para la producción de proteínas recombinantes en comparación con otros sistemas como 

las levaduras. Las ventajas más importantes que conlleva el uso de esta bacteria para la 

expresión de proteínas recombinantes es la eficiencia transcripcional y traduccional, que, 

sumada al uso de cepas como lo es Shuffle, que promueven la formación de puentes disulfuro 

logran hacer que la proteína tenga un buen plegamiento y por ende conserve su actividad. 

Los venenos crudos provenientes de arañas mayoritariamente poseen actividad insecticida ya 

que son principalmente depredadores de esta clase de animales, su veneno puede causar 

parálisis o letalidad en los insectos. Las tarántulas a pesar de su gran tamaño, en su mayoría 

cuentan con péptidos con actividad dirigida únicamente a insectos. Existen péptidos de 

tarántulas con actividad insecticida que ya han sido caracterizados y son altamente estudiados 

como: atracotoxinas (, ), hainatoxinas, etc. Sin embargo, aún existen muchos péptidos 

provenientes de tarántulas que son poco estudiados, como lo es el caso de Brachypelma smithi 

que cuenta con dos péptidos: Bs1 y Bs2, esta es una tarántula endémica de las costas de 

Guerrero en México. México por su parte cuenta con una gran cantidad de especies de 

tarántulas endémicas del país, a las cuales se les podría sacar el provecho en el campo de la 

biotecnología estudiando sus venenos completos y los péptidos con actividad insecticida que los 

podrían conformar.  

 

En este trabajo se expresaron heterologamente los péptidos Bs1 y Bs2 en la cepa Shuffle de E. 

coli utilizando el plásmido pQE-30 con el objetivo de poder evaluar la actividad insecticida 

después de que los péptidos hayan sido expresados heterologamente. Para ambos péptidos se 

obtuvo una expresión en cuerpos de inclusión lo cual se traduce a un mal plegamiento por parte 

del sistema bacteriano además de que la proteína no cuenta con modificaciones post 

traduccionales y por lo que se asume que no se formaron correctamente los puentes disulfuro, 

y por ende la proteína puede verse comprometida en su actividad insecticida, sin embargo, se 

optó por probar la actividad con esos péptidos una vez purificados por Ni-NTA (solo las 

elusiones) y por HPLC de fase reversa con una columna C18 (Vydac) común. Para el péptido Bs1 

se obtuvieron dos fracciones principales, Bs1-1 y Bs1-2, las cuales con una concentración 

máxima de 400 µg por grillo presentaron una actividad significativa en estos, paralizándolos y 
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matándolos. Clement y colaboradores sugirieron en 2015 que hace falta un uso 

exponencialmente mayor de toxina recombinante para matar un solo grillo (100-900 µg por 

grillo) en comparación a la toxina nativa. Lo cual fue confirmado en los ensayos de actividad de 

los péptidos Bs1 y Bs2 ya que se necesitan aproximadamente entre 300 y 400 µg de toxina 

recombinante para matar a un solo grillo en comparación con la nativa que solamente necesita 

de 11 µg por grillo. Zlotkin en 1999 habló que en el canal iónico de sodio dependiente de voltaje 

de los insectos es similar al de mamíferos sIn embargo, este cuenta con un locus llamado para 

que es un gen estructural que casusa parálisis y es sensible a la temperatura, es por esto que 

podemos observar una parálisis total o solamente de patas traseras en los grillos cuando se les 

inocula las toxinas recombinantes Bs1 y Bs2.  

Las fracciones del péptido Bs1 y Bs2 obtenidas en columna C18 (Vydac) común fueron 

posteriormente repurificadas en columna C18 difenilo (Restek), las cuales mostraron una mejor 

separación de las fracciones haciendo hincapié en que el uso de la columna C18 difenilo para 

obtener fracciones mejor purificadas es una buena opción, sin embargo, se ha observado que 

entre más separadas se encuentren las fracciones menor actividad es la que se tiene y 

especulamos que es necesaria la unión de las fracciones para que tengan o conserven la 

actividad insecticida. También se ha observado que por el tiempo de retención algunas 

fracciones pueden corresponder a las originales, para un ejemplo más claro, la fracción Bs1-1.1 

puede pertenecer a la fracción Bs1-1 y la fracción Bs1-1.2 a la fracción Bs1-1.  

Cuando se hace un alineamiento de las secuencias de los péptidos Bs1 y Bs2 se puede observar 

que ambos péptidos en su lado amino terminal tienen una conformación idéntica de residuos 

de aminoácidos, sin embargo, en el lado carboxilo terminal es en donde se encuentran tanto 

cambios no conservadores (WW por CS) como cambios conservadores (C por S y S por T), todos 

estos aminoácidos pueden formar la estructura de -plegada y se podría decir que ambos 

péptidos pueden estar conformados por las mismas estructuras secundarias, empero, el cambio 

de posición de la última Cisteína que conforma a los péptidos (Bs1 posición 52, Bs2 posición 46) 

podría hacer que la estructura terciaria sea la que difiera y por ende una presente más actividad 

insecticida que la otra. En este caso, se observó que el péptido Bs1 es el que tiene más actividad 

insecticida que el péptido Bs2.  
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11. Conclusión 

11.1 Conclusiones Bs1 

• Se logró expresar el péptido Bs1 de forma heteróloga en la cepa SHuffle de E. coli. 

• Se lograron purificar 2 fracciones principales con la masa molecular experimental 

esperada (6,700.5 Da) del péptido Bs1 en una columna C18. 

• Se lograron purificar 3 fracciones principales con la masa molecular experimental 

(6,700.5 Da) del péptido Bs1 con columna C18 difenilo. 

• Se logró re-plegar el péptido Bs1 y probar su actividad en grillos, sin embargo, solo una 

fracción tuvo actividad. 

• Las fracciones obtenidas del péptido Bs1 sin un re-plegamiento mostraron tener más 

actividad que aquellas que obtenidas directamente de cuerpos de inclusión. 

 

11.2 Conclusiones Bs2 

• Se logró expresar el péptido Bs2 de forma heteróloga en la cepa SHuffle de E. coli. 

• Se logró purificar 1 fracción principal del péptido Bs2 en columna C18. 

• Se lograron purificar 5 fracciones principales con la masa molecular experimental 

esperada (6,705.4 Da) del péptido Bs2 en columna C18 difenilo. 

• Se logró re-plegar el péptido Bs2 y mostrar su actividad, sin embargo, solo una fracción 

tuvo actividad. 

 

 

 

12. Perspectivas 

• Determinar las masas moleculares de las fracciones obtenidas de la fracción 1.2 de la 

digestión del factor Xa del péptido Bs1. 

• Determinar las masas moleculares de las fracciones Bs2-2.1-plega y Bs2-2.2-plega. 
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Anexos 

Anexo 1:  Medios de cultivo 

Medio SOC (g/L) 

Reactivos Cantidad 

Glucosa 3.6 

KCl 0.186 

Triptona 20 

Cloruro de magnesio 
anhidro 

0.96 

NaCl 0.5 

Extracto de levadura 5 

 

 

 

 

 

Medio de expresión 

Reactivos Cantidad 

Triptona 10 g/L 

Extracto de levadura 5 g/L 

NaCl 10 g/L 

IPTG 0.5 mM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medio LB (g/L) 

Reactivos Cantidad 

Triptona 10 

Extracto de levadura 5 

NaCl 10 
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Anexo 2: Soluciones 

 

Solución para gel separador 

Reactivos Cantidad 

Lower Buffer 1.5 mL 

Acrilamida 3 mL 

Agua miliQ 1.5 mL 

TEMED 5 µL  

Persulfato de amonio 10% 20 µL  

 

Solución para gel concentrador 

Reactivos Cantidad 

Upper Buffer 0.63 mL 

Acrilamida 0.33 mL 

Agua miliQ 1.54 mL 

TEMED 2.5 µL  

Perfulfato de amonio 10%  12.5 µL  
 

Solución del primer lavado 

Reactivos Cantidad 

50 mM TrisHCl pH 8 + 6 M 
GndCl 10 mL 

  

Solución del segundo lavado 

Reactivos Cantidad 

40 mMm Imidazol en 50 mM 
TrisHCl pH 8 + 6 M GndCl 10 mL 

  

Solución del tercer lavado 

Reactivos Cantidad 

400 mM Iimidazol en 50 mM 
TrisHCl pH 8 + 6 M GndCl  15 mL 
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Anexo 3: Amortiguadores 

Buffer de transferencia 

Reactivos Cantidad 

Tris-base 25 mM 

Glicina 192 mM 

Metanol pH 8.3 20% 

 

Buffer de bloqueo 

Reactivos Cantidad 

Leche en polvo 5% 1 g 

TBST 1x 19 mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buffer PBS 

Reactivos Cantidad 

NaCl 140 mM 

Na2HPO4 7.2 mM 

NaH2PO4 . H2O 2.8 mM 

Buffer factor Xa proteasa 

Reactivos Cantidad 

Tris-HCL pH 8 20 mM 

NaCl 50 mM 

CaCl2 1 mM 

Solución para desteñir geles 

Reactivos Cantidad 

Ácido acético  10% 

Isopropanol  10% 
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