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3. MATERIAL Y METODOS GENERALES
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3.1. INSECTOS

A lo largo de esta tesis se han estudiado diversos aspectos de cinco especies del orden
Lepidoptera, tres pertenecientes a la familia Noctuidae (S. exigua, S. littoralis y S.
nonagrioides), una de la familia Castniidae (P. archon) y finalmente una especie de
ropalécero incluida dentro de la familia Pieridae (Pieris brassicae). Las técnicas utilizadas

en dicho estudio se encuentran detalladas a continuacion.

3.2. ESTUDIO DE LA MORFOLOGiA DE LA ANTENA:
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La microscopia electréonica de barrido (Scanning electron microscope, SEM) permite
obtener una imagen de la superficie de una muestra mediante el escaneo de la misma
utilizando la transmision de electrones a alta energia. Dichos electrones interaccionan
con los atomos que componen la muestra produciendo asi sefales, las cuales contienen
informacién acerca de la topografia, composicion asi como otras propiedades de la
superficie de la muestra. El modelo de microscopio utilizado para la captacion de las
diferentes imagenes de las antenas fue un Stereoscan 360 (Leica Instruments Ltd,
Cambridge, UK). Se extrajeron un minimo de dos antenas por sexo y especie y se
depositaron sobre un soporte metalico fijado con un material adhesivo. Previamente a la
captacién de las imagenes, las muestras se cubrieron con oro. Este tratamiento es
preciso para obtener una buena conductividad de la muestra para la transmision de
electrones asi como para la mejora de la resolucion y del contraste. Asi pues, la gran
profundidad del enfoque, la elevada resolucion y la facilidad de preparacion y observacion
de la muestra, convierte esta técnica en un instrumento de gran utilidad para el

conocimiento de la morfologia y estructuraciéon de antenas de insectos.

3.3. ESTUDIO DE LA RESPUESTA ANTENAL:
ELECTROFISIOLOGIA

La electrofisiologia se define como el estudio de las sefales eléctricas que se encuentran
en los sistemas biolégicos. Esta ciencia se divide en dos tipos, intracelular, cuando el
registro se realiza en el interior de la célula y extracelular, cuando éste se lleva a cabo
fuera de la célula, es decir, el electrodo de registro no llega a penetrar en esta ultima con
lo que la sefial obtenida es mas pequefia. Las diferentes técnicas de electrofisiologia

empleadas a lo largo de esta tesis han sido de registro extracelular, las cuales son
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suficientemente idéneas para obtener informaciéon acerca de la actividad de los

receptores antenales frente a las diversas moléculas odoriferas utilizadas en los ensayos.

3.3.1. Electroantenograma

El electroantenograma (EAG) es una técnica de elevada efectividad para el estudio de
moléculas odoriferas, mediante la cual se registra y cuantifica la respuesta bioeléctrica de
la antena de un insecto frente a un estimulo de tipo quimico, es decir, el sumatorio de los
potenciales de recepcion producidos por la despolarizacion de las células olfativas de la
parte antenal estimulada. Para medir la diferencia de potencial, se cortan ambos
extremos de la antena y se colocan en dos electrodos, uno de registro y otro de
referencia, los cuales estan conectados a un amplificador de alta impedancia que permite

detectar diferencias de potencial que normalmente varian entre 0.1y 10 mV*°,

Desde el desarrollo de esta técnica por Schneider®?, el EAG se ha utilizado ampliamente

en el estudio de los mecanismos olfativos de los insectos®°

y en la caracterizacion de
los componentes de feromonas sexuales y atrayentes sintéticos®®. Como se ha
comentado con anterioridad, cuando una antena percibe un estimulo quimico activo, se
desencadena un proceso de intercambio ionico por parte de los receptores olfativos
situados en las dendritas de las neuronas olfativas de las sensilas, con la generacion
posterior de una serie de potenciales de accidon que transmiten la informacion de la
molécula captada a los glomérulos antenales, los cuales se encuentran localizados en los
I6bulos antenales del deutocerebro. La amplitud de la respuesta obtenida en EAG es
proporcional a la concentracion del estimulo aplicado, siendo ésta mayor cuanto mas
elevada es la concentracion hasta que se alcanza un nivel de saturacién de los

receptores antenales.

Ademas de la concentracion del estimulo, la amplitud de la respuesta antenal obtenida
depende de varios factores como pueden ser la especie y el sexo. Generalmente la
respuesta de machos de lepidopteros nocturnos es mayor que la mostrada en hembras.
También influyen otros factores como la condiciéon de la antena y la naturaleza del

estimulo entre otros.

3.3.1.1. Descripcion del equipo de EAG utilizado

El sistema que se encuentra en nuestro laboratorio posee un par de electrodos unidos

(Figura 3.1), los cuales se encuentran ajustados a un amplificador (x 100) de alta
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impedancia conectado a una interfase (Interface Data Acquisition Board, Type IDAC-1,
Syntech, Kirchzarten, Alemania) conectada a su vez a un ordenador. ElI amplificador
unido a los electrodos asi como la fuente de estimulo se hallan protegido frente a
cualquier senal eléctrica de origen externo mediante una caja de Faraday (70 x 65 x 60
cm). El ensamblaje de las distintas partes del equipo de EAG asi como la caja de
Faraday se encuentran conectados a la terminal de tierra del edificio.

La estimulacién de la antena se lleva a cabo mediante un controlador de estimulos CS-01
de Syntech, al cual se halla conectado un pedal que permite generar los diferentes
estimulos. Finalmente la adquisicion de datos se realiza por ordenador mediante la
interfase y el programa EAG 2.3 desarrollado por Syntech que permite la adquisicion y
analisis de las despolarizaciones obtenidas. Con posterioridad, distintas partes del equipo
han sido sustituidas por otras mas actualizadas a fin de mejorar la sefal registrada. La
interfase IDAC-1 se ha suplantado por una IDAC-2 para poder trabajar con una versiéon
de software mas moderna, lo cual ha conllevado a la consiguiente utilizacion de una
nueva version del programa utilizado con anterioridad, EAGPro igualmente desarrollado
por la empresa Syntech. En la figura 3.2 se muestra un esquema de un sistema de EAG

similar al encontrado en nuestro laboratorio.

Figura 3.1. Detalle de los electrodos utilizados en los diferentes registros de EAG.
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Figura 3.2. Esquema de un sistema de electroantenografia.

Los diferentes ensayos presentados a lo largo de esta tesis se han llevado a cabo
mediante la utilizacion de la antena. La antena de un insecto previamente anestesiado
con CO, se diseccionaba, se cortaban ambos extremos y se ponian en contacto con una
solucion conductora Spectra 360 (Parker Laboratories Inc., Hellendoorn, Paises Bajos) a
fin de evitar la desecacion de la misma. Después, la antena se situaba en el electrodo
colocado a una distancia de 0,5 cm de la fuente de estimulo. Como dispensador del
agente estimulante empleado se utilizaba un tubo de vidrio con tres salidas (Figura 3.3),
una conectada a una corriente de aire himedo continuo a temperatura ambiente, otra a
una corriente de aire complementaria para mantener constante el flujo de aire vy
finalmente el tercer orificio, localizado mas proximo a la antena, donde se situaba la
fuente de estimulo. Esta se disponia en un trozo de papel de filtro (Whatman, Maidstone,
UK) plegado a modo de abanico y tras la posterior evaporacion del disolvente se
introducia en una pipeta Pasteur. La duracion de los estimulos aplicados era de 0,4 seg
con un margen de al menos 40 seg entre estimulo a fin de favorecer la completa

recuperacion de los receptores antenales y evitar asi su saturacion. De manera previa se
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estimulaba la antena con un blanco, en este caso hexano que fue el disolvente en el que
se encontraban disueltos los diferentes compuestos feromonales asi como los extractos
utilizados. Para cada agente estimulante se hacian tres insufladas, a la media de las tres
respuestas obtenidas se restaba la media de las tres respuestas obtenidas frente al
blanco, obteniendo de esta manera una respuesta total frente al agente estimulante
ensayado. Para el analisis estadistico se realizaba en primer lugar un analisis de la
varianza de un factor seguido de una prueba F para analizar la homogeneidad de las

varianzas y posteriormente se contrastaba con el test t de Student.

Para la completa eficacia de este sistema, los resultados adquiridos deben
complementarse con alguna otra técnica de electrofisiologia asi como con un ensayo de
tipo comportamental, como el tunel de viento que permite estudiar la capacidad de
atraccion de los compuestos probados en EAG y con ensayos de campo, que
reconfirman si el atrayente efectivo en tunel lo es también en condiciones

medioambientales naturales.
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Figura 3.3. Esquema de un vidrio de tres salidas utilizado como dispensador del agente
estimulante en EAG. C. Entrada conectada a una corriente de aire continuo. Co. Entrada
conectada a una corriente de aire complementaria. E. Entrada donde se coloca la pipeta Pasteur
que contiene la fuente de estimulo. I. Salida de aire hacia el insecto.

3.3.2. Cromatografia de gases acoplada a deteccién
antenografica (GC-EAD)

Esta técnica desarrollada originariamente por Moorhouse et al.?’

, permite conocer qué
compuestos de una muestra, como puede ser un extracto de glandula feromonal,

provocan cierta actividad sobre la antena de un insecto. La cualidad principal de este
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procedimiento es justamente la rapida localizacién de los compuestos que estimulan las
sensilas olfativas de un insecto, descartando de esta forma aquellos compuestos que no

tienen actividad bioldgica.

Un compuesto que provoque una actividad antenal no tiene por qué influir en el
comportamiento, aunque la observacion de una elevada intensidad de respuesta frente a
un compuesto, indica una alta probabilidad de que influya de cierta manera en el
comportamiento. Asi pues, esta técnica permite dar una cierta prioridad a los compuestos

a utilizar posteriormente en un ensayo comportamental.

El GC-EAD, como el nombre indica, consiste basicamente en la separaciéon de una
muestra por una parte hacia el detector del cromatdgrafo de gases (GC) y por otra hacia
el sistema de EAG. ElI GC permite la separacion y determinacién de la abundancia
relativa de los compuestos hallados en una muestra, ya sea extracto feromonal o0 mezcla
sintética, éstos, segun su polaridad quedan mas retenidos por la columna y salen a un
tiempo de retencién determinado, el cual es constante segun las condiciones utilizadas;
este parametro permite posteriormente identificar los compuestos. Por otra parte, el EAG,
como se ha comentado anteriormente, permite conocer cuales de estos compuestos
estimulan la antena. La separacion del efluente se realiza al final de la columna, donde
parte se dirige al detector y parte va a parar a un dispositivo conectado a una corriente de
aire continuo que es el que llega a la antena. El cambio de potencial que ocurre en la
antena como consecuencia de la actividad de los diferentes compuestos pasa a un
amplificador el cual lleva la sefial amplificada a un ordenador. Con ayuda de un software
especial se obtiene un registro de ambas sefiales. La observacion de cambios de
potencial de ambas partes de manera sincrénica, se traduce en la sensibilidad olfativa de

un insecto frente a un compuesto con un tiempo de retencién determinado.

3.3.2.1. Descripcion del equipo utilizado

Del equipo utilizado a lo largo de los diferentes capitulos, la parte del EAG ha sido
practicamente la misma a lo largo del desarrollo de esta tesis salvo en ultima instancia
que como comentado anteriormente fue ligeramente modificada. Por otro lado, la
referente al cromatégrafo de gases en un principio se utilizé un Carlo Erba serie Vega
modelo 6000 (Carlo Erba Instruments, Milan, Italia). Este cromatografo utilizaba
hidrogeno como gas portador y el flujo de gases se debia regular manualmente. Para
obtener una buena sefial de registro el flujo de los gases se debian fijar a las siguientes
condiciones: H, 60 KPa, Make up (N,) 50 KPa, Aire 100 KPa, gas portador 130 KPa y
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finalmente Make-up Il (No) a 230 KPa. Este equipo se empled para los primeros
experimentos realizados con la especie P. archon, pero fue sustituido por otro modelo
mas actual, un Focus GC (Thermo-Instruments, Barcelona, Espafia) con helio como gas
portador y con todos los gases fijados de manera digitalizada, excepto el Make up I, que
se establecid6 manualmente a 230 KPa. Ambos cromatdgrafos se encuentran dotados de
una valvula en el interior que permite regular la proporcion de muestra hacia el detector
del cromatoégrafo y hacia el EAG. El detector en ambos cromatdgrafos es un detector de
ionizacion de llama (FID) el cual es sensible a todas las moléculas organicas. La columna
utilizada en todos los casos fue una HP-5 (Agilent Technologies, Madrid, Espafna) de 30
m x 0,25 mm i.d. y las ramas que conducen al FID y al EAG fueron de columna capilar de
silica fundida desactivada de 35 cm de longitud x 0,25 mm i.d. Para evitar problemas de
condensacion, el tubo capilar que se dirige al EAG, pasa por el interior de un tubo de
cobre sobre el que se enrolla una resistencia térmica que permite calentarlo hasta una
temperatura maxima de 230°C. Tras pasar por el tubo de cobre calentado, el capilar de
silica que va hacia el EAG, se inserta dentro de un tubo de vidrio de 5 x 2 cm. Por la parte
superior de este tubo, se hace pasar una corriente de aire continua que lleva los
compuestos eluyentes de la columna cromatografica a la antena del insecto, colocada a
una distancia minima del vidrio a fin de conseguir la excitacion del mayor nimero posible

de receptores (Figura 3.4).

El tratamiento de datos se llevd a cabo originariamente a través del programa EAD 2000
(Syntech) que permite el registro simultaneo de dos canales, uno para el EAG y otro para
el FID, pero sustituido con posterioridad por el EAD 2.3, que es una version mas

actualizada.

El GC-EAD se ha convertido en una herramienta muy util en estudios dirigidos a la
identificacion de nuevas feromonas de insectos y otros compuestos semioquimicos

activos.
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Figura 3.4. Esquema de un sistema de GC-EAG similar al instalado en nuestro laboratorio.

3.3.3. Registro en sensila unica

La técnica de registro en sensila unica (SSR) es similar al EAG pero en lugar de medir la
suma de despolarizaciones de toda la antena, registra la actividad bioeléctrica de una
Unica sensila olfativa, permitiendo asi conocer cémo estan organizados los receptores
feromonales en las sensilas asi como la abundancia de los mismos. Esta técnica ha sido
de gran ayuda en la investigacién en el ambito de las feromonas, como la identificiéon de

68, 69

los compuestos feromonales y de sus antagonistas naturales’®.

3.3.3.1. Descripcion del equipo utilizado

Esta parte del trabajo se realiz6 en Alemania en el departamento de neuroetologia del
Max-Planck Institute of Chemical Ecology en Jena y se utilizé para estudiar los tipos de

sensilas hallados en la especie S. exigua.

Para evitar vibraciones, los micromanipuladores donde se sujetaban los electrodos, la
fuente de luz, la lupa binocular (Leica S8 APO) asi como el soporte donde se colocaba el

insecto se encuentraban sobre una mesa neumatica. A su vez, todo el equipo se hallaba
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protegido de las sefales eléctricas externas mediante una caja de Faraday. El equipo
consistia en dos electrodos, uno de referencia y otro de registro, ambos de tungsteno. En
nuestro caso se trabajo con el insecto entero a fin de obtener un registro mas prolongado.
Los machos utilizados se introdujeron en puntas de pipetas de 100-1000 pL y la cabeza
se inmovilizd con cera dental, una vez fijada la punta sobre un portaobjetos mediante un
poco de cera, la antena se fijo con goma ecoldgica Erkogum (Erkodent, Pfalzgrafenweiler,

Alemania), de tal forma que se consiguio inmovilizar completamente la antena.

El electrodo de referencia se puso en contacto con el abdomen del insecto y el de registro
en la base de la sensila. El extremo del electrodo de registro se afilé para atravesar la
base de la sensila y realizar asi el registro de las neuronas halladas en ella. Para afilar los
electrodos se introdujeron en un sistema de Syntech que contenia una solucion de KNO,
y a la que se aplicé una corriente de 7 V. El grado de afilamiento de la punta se controlo
mediante una lupa binocular y una vez afilado el electrodo de registro se dirigid con
ayuda de un micromanipulador hasta establecer contacto con la base de la sensila. Para
confirmar el establecimiento de un contacto se utilizaron unos altavoces conectados al
amplificador que permitian discernir entre un contacto con la base sensilar y el ruido de
fondo. Este contacto se traduce en una secuencia repetitiva de sonidos, a modo de
latidos, correspondientes a los potenciales de accion asociados a la actividad espontanea

de las células sensoriales de la sensila.

La antena se mantuvo en contacto con un flujo de aire continuo. La duracion del estimulo
aplicado fue de 1 seg con un margen de aproximadamente 0,4 min entre estimulo. Cada
uno de los agentes estimulantes utilizados se dispuso en un papel de filtro (Whatman)

introducido en una pipeta Pasteur.

Los datos se registraron y analizaron mediante el programa Autospike 3.7 de Syntech.
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3.4. TUNEL DE VIENTO

En el estudio de las feromonas no sdlo es suficiente la identificacion de los compuestos
que constituyen la mezcla feromonal y la determinacién de la actividad de los mismos,
sino que es necesario el estudio de la capacidad de atraccion de los distintos
componentes feromonales. Estos compuestos son emitidos en una determinada
proporcion que induce un comportamiento especifico en los machos receptores. En
polillas macho la captacién de varias moléculas de feromona desencadena una serie de
pautas de comportamiento sucesivos, como son el enderezamiento de la antenas vy
vibracion de las alas, que confirma la actividad de las moléculas captadas, vuelo en zig-
zag contra el viento, a modo de orientacion a lo largo de la pluma feromonal,
aproximacién a la fuente de atraccion y evaginacién de los penachos de sedas situados

en las valvas del final del abdomen que finaliza con los intentos de copula.

Desde la percepcion de la mezcla feromonal hasta el desencadenamiento de la respuesta
comportamental, el mensaje feromonal debe ser interpretado y traducido en una
respuesta motora. Durante la orientacién hasta la fuente feromonal, el macho es capaz
de discernir diferentes concentraciones de feromona. Aumentos de la concentracién de
feromona son codificados como valores crecientes de potenciales de acciéon que se
dirigen hacia el cerebro®. Finalmente el sistema nervioso central es el encargado de

integrar el patrén de potenciales de accion para poder asi identificar el olor percibido.

Para realizar dicho estudio en condiciones de laboratorio se utiliza el tunel de viento, el
cual es un modelo fisico del ambiente en el que la feromona es transportada por una
corriente de aire formando una traza que se ensancha por turbulencia y difusién a medida
que avanza la corriente’’. La ventaja principal de este sistema es que se pueden realizar
diversos ensayos de manera continua a lo largo del tiempo sin depender de las
variaciones climaticas. Asi mismo, las condiciones de humedad, temperatura y velocidad
del aire pueden ser reproducidos dia a dia, sin encontrar una variacion diaria en los

resultados, a diferencia de lo que ocurre con las pruebas de campo.

El modelo de tunel de viento que se encuentra en las instalaciones del CSIC es de vidrio
con forma rectangular (180 cm de longitud x 55 cm de anchura x 50 cm de altura).
Dispone de un ventilador en un extremo que recoge aire de la camara que pasa a través
de un filtro de lana de vidrio y lo impulsa hacia el tinel y en el otro hay un extractor que
conduce el aire contaminado al exterior. Las pantallas regulan las turbulencias del aire
permitiendo un régimen laminar. Al interior del tunel se accede mediante dos puertas

correderas. Tanto la velocidad del ventilador, como la del extractor se encuentran
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reguladas de forma simultanea por un reostato controlado manualmente. En el extremo
cercano al ventilador se pone la fuente de atracciéon y en el extremo opuesto el soporte
donde se situan los insectos para que inicien la salida. En un lateral se encuentra un tubo
fluorescente de luz roja de 58 W envuelto a su vez de varias laminas de papel de filtro
para reducir la intensidad de la luz. En la figura 3.5 se observa un esquema de este

modelo.

g lrf'[

Figura 3.5. Esquema de un tunel de viento (v: ventilador, f: filtro de lana de vidrio, p: puertas
correderas, ex: extractor, pa: pantalla). Abajo foto del tinel de viento instalado en el laboratorio.

En todos los ensayos, la velocidad del viento fue fijada a alrededor de 20 cm/seg y una
intensidad luminosa de 1 lux, para medir este parametro se utilizé un luxémetro (PANLUX
electronic 2 7905-1007Y0). La temperatura media fue de 25+2°C y la humedad relativa
43110%.

Previamente a la ejecucion de los ensayos, en el caso de que el tunel no haya sido
utilizado durante un periodo de tiempo prolongado, debe procederse a la limpieza del
mismo con el fin de evitar contaminaciones. Para ello se utiliza alcohol al 70% en el caso
de las paredes, soporte donde se situan los insectos, las cajas donde se disponen las

hembras o la fuente de atraccion. Para el lavado de los filtros de las pantallas situadas en
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el conducto entre el ventilador y el tunel se realiza un bafio con una solucion jabonosa
seguido de varios lavados con agua hasta la completa desaparicién de restos de jabon.
Este proceso de limpieza de filtros se debe realizar cada mes para evitar posibles
contaminaciones debido al empleo continuado de feromonas. Igualmente, tras la
finalizacion de las diferentes pruebas, se procede a la limpieza de todo el sistema
también con alcohol al 70% y se deja circular una corriente de aire durante media hora

con el fin de evitar una posible contaminacién del sistema.

El comportamiento de los insectos frente a la liberacion de feromona o la respuesta frente
a la misma se encuentra regulado por via neural y hormonal. Asi pues, una polilla hembra
libera feromona en un tiempo determinado durante la escotofase, periodo que suele
coincidir con el periodo de maxima respuesta por parte del macho. Si un macho es
sometido a una composicién y concentracion 6ptima de feromona fuera del periodo de
emisién no se apreciara respuesta alguna en cuanto a induccién de vuelo se refiere o
eésta se vera muy disminuida. Por esta razon los ensayos de tunel de viento deben
realizarse en el periodo de tiempo donde la hembra realiza el comportamiento de

llamada.

3.5. ANALISIS DE LAS PROTEINAS ANTENALES MEDIANTE
TECNICAS PROTEOMICAS

La protedmica es la ciencia que se encarga del estudio del proteoma, entendiendo éste
como el conjunto de proteinas que se expresan en una célula, tejido, organismo o fluido
biolégico en un momento determinado bajo unas condiciones especificas. Las proteinas
no soélo pueden sufrir diferentes modificaciones postraduccionales sino que a su vez, el
nivel de expresion puede variar en funciéon de varios parametros como cambios en el

entorno o el estado fisiolégico celular entre otros.

El consiguiente estudio del proteoma requiere del uso de varias técnicas que permitan
separar, cuantificar, identificar y caracterizar las proteinas (Figura 3.6). A lo largo de esta

tesis se han utilizado diferentes técnicas protedmicas explicadas a continuacion.
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Figura 3.6. Esquema del procedimiento basico seguido para el analisis de las proteinas antenales.

3.5.1. Electroforesis bidimensional

La utilizacién de la electroforesis bidimensional permite el analisis de mezclas proteicas
complejas. Mediante esta técnica las proteinas se separan primeramente en base a su
carga mediante isoelectroenfoque (IEF) y posteriormente en funcién de su tamano
molecular mediante electroforesis en geles de acrilamida con dodecil sulfato sdédico
(SDS-PAGE). Ambas técnicas combinadas permiten detectar una gran cantidad de

proteinas pudiendo llegar a resolver mas de 10000 especies proteicas’?.

3.5.1.1. Preparacion de la muestra

Una separacion electroforética bidimensional util, reproducible e interpretable depende de
una preparacion optima de la muestra a analizar. La separacion electroforética requiere
que las proteinas a separar se encuentren en solucién durante todo el procedimiento. Por
ello se utilizan varios agentes en la preparacién de la muestra y tampones de

electroforesis a fin de asegurar la solubilidad de las proteinas’.
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3.5.1.1.1. Procedimiento utilizado

Para realizar la extraccion de las antenas, se utilizé CO, con el fin de anestesiar a los
insectos y unas pinzas finas para quitarlas. Una vez extraidas, las antenas se depositaron
en viales eppendorf de 1,5 mL introducidos en un Deware con nieve carbonica para evitar
la degradacion de las proteinas. Una vez finalizado el proceso de extraccion, los viales se
conservaron a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

En la elaboracién de los extractos antenales, se utilizaron generalmente 30 antenas
homogeneizadas en 300 yL de tampdn de lisis para los geles de 7 cm y 60 antenas en
600 pL de tampodn para los de 18 cm. Dicho tampdn de extraccidn contenia una mezcla
de urea 7 M, tiourea 2 M, sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]1-propano
(CHAPS) 4% (w/v), Tris-base 40 mM vy ditiotreitol (DTT) 10 mM. La urea y la tiourea son
agentes caotropicos neutrales que desnaturalizan las proteinas, el CHAPS es un
detergente que favorece la solubilizacién de la muestra y previene la agregacion de las
proteinas y el DTT es un agente reductor que mantiene la proteina en estado reducido.
Esta mezcla de compuestos es necesaria para mantener a las proteinas completamente
desnaturalizadas, de manera que se encuentren solubilizadas y disgregadas para asi
favorecer la migracion de las mismas a lo largo de la electroforesis.

Las antenas se homogeneizaron en el tampon de extraccion con la ayuda de un
homogeneizador RZR-2000 (Heidolph, Kelheim, Alemania) durante 10 min.
Posteriormente el homogeneizado se sometidé a vibraciones ultrasénicas en un sonicador
Labsonic 1510 (B. Braun, Melsungen, Alemania) a 40 W durante 12 seg con el fin de
favorecer la extraccion, disgregacion y solubilizacidon de las proteinas, ya que la
sonicacion es un método de disrupcion celular muy vigoroso en el que, mediante la
accion de ondas sonoras de alta frecuencia, ocasiona la ruptura de las membranas
celulares. Finalmente los diferentes extractos se centrifugaron a 4°C con una velocidad
de 11000 rpm durante 15 min en una primera centrifugacion y 10 min en una segunda
para eliminar completamente el residuo. El sobrenadante resultante de ambas

centrifugaciones se conservo a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

3.5.1.2. Cuantificacidon de proteinas

Para la cuantificacion de la cantidad de proteina total en los extractos se utilizé el kit RC-
DC protein assay (Bio-Rad, Madrid, Espana), procedimiento colorimétrico basado en el
método de cuantificacion de Lowry, que tiene una mayor sensibilidad que el ampliamente
utilizado Bradford™®. Este método colorimétrico es compatible con la presencia de

detergentes y agentes reductores, esta basado en la determinacion de los cambios de



Material y métodos generales 35

absorbancia ocasionados por la reaccién de las proteinas con varios reactivos que
forman un complejo coloreado con las mismas. Este método consta basicamente de dos
etapas; en la primera la concentracion proteica se deja en contacto con una disolucién de
sales de cobre, los iones cobre en un pH > 7, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Asi mismo ocasionan
el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina dejando expuestos los
residuos de tirosina los cuales son oxidados en una segunda etapa. En esta segunda
fase, se afiade el reactivo de Folin a la proteina tratada con cobre, este reactivo de color
amarillo, una vez reducido por los grupos fendlicos de la proteina da lugar a un complejo
de color azul intenso’. La intensidad de color resultante en la dilucidén es proporcional a

la concentracion de proteinas encontrada en la disolucion.

Todas las muestras se cuantificaron por ftriplicado y se realizaron dos curvas patron,
utilizando albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de 4 mg/mL como
proteina estandar, con un minimo de cinco puntos de manera que la concentracion de
proteina resultante fuera de una fiabilidad elevada. La concentracion de la muestra a
cuantificar se determind mediante interpolacién de los valores en la curva patrén. La
mediciéon de las variaciones de absorbancia se realizé en un lector de placas Spectra

maxplus 360 (Molecular Devices, California, USA) con una longitud de onda de 650 nm.

3.5.1.3. Primera dimension

Durante la primera dimension las proteinas se separan de acuerdo a su punto
isoeléctrico. Las proteinas son moléculas anfotéricas, es decir poseen carga neta
positiva, negativa o igual a cero dependiendo del pH de su entorno. El punto isoeléctrico
es el pH especifico donde la carga neta de la proteina es cero. Entendiendo como carga
neta el sumatorio de todas las cargas positivas y negativas de los aminoacidos de una
proteina asi como los grupos carboxi y amino terminales. Asi pues, durante el
isoelectroenfoque las proteinas se mueven hacia el electrodo de signo contrario a su
carga neta bajo la influencia de un campo eléctrico, hasta que llegan a un punto del pH
donde la carga neta es cero. Para esta primera dimension se utilizan tiras comerciales de
poliacrilamida con immobilinas, esto es, con un gradiente de pH inmovilizado de forma
covalente, desarrollado por Gérg y col.”, de diferente tamafio y pH en funcién de las
proteinas que se desean estudiar. Las tiras utilizadas en primer lugar fueron de 7 cm y pH
3-10y 3-11 NL (no lineal) para la puesta a punto de la técnica y posteriormente de 18 cm,
a dos pHs diferentes, 3-10 para tener una vision global de las proteinas expresadas y de

4-7 para hacer un estudio mas detallado de las proteinas expresadas en ese rango.
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3.5.1.3.1. Procedimiento utilizado

La primera etapa del isoelectroenfoque consiste en la rehidratacion de las tiras. En todos
los casos, la muestra se carga junto al tampdén de rehidratacién (TR), consistente en
nuestro caso de una mezcla de urea 8 M, CHAPS 2% (w/v), immobilinas del mismo rango
de pH que la tira a enfocar y azul de bromofenol, soluciéon que permite mantener a las
proteinas reducidas y desnaturalizadas. A su vez, a este tampoén se le afiadié DTT 5 mM
y 200 mM de HED (DeStreak®, GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La cantidad de
proteina cargada en los geles de 7 cm fue de 10-20 pg, diluidos con tampdn de
rehidratacién hasta un volumen de 125 L. En las de 18 cm, se cargaron 100 ug de
proteina disueltos en 350 yL de tampdn de rehidratacion. Una vez disuelta la muestra
proteica con el tampon de rehidratacion se pasd a cargar los sarcofagos, recipientes
donde se depositan las tiras de acrilamida y se ponen en contacto con la muestra para la
primera dimension. Para evitar la desecacion de la tira, evaporacion de la muestra y
consiguiente precipitacién de la urea, se aplico aproximadamente 1,2 mL de aceite
mineral (IPG cover, GE Healthcare) encima de la tira. Posteriormente cada uno de los

sarcofagos se dispuso en el sistema de IEF.

La etapa del isoelectroenfoque se realizé en un EttanIPGphor 1l (GE Healthcare) (Figura
3.7) y para enfocar las proteinas durante este paso se utilizaron dos programas, uno para
las tiras de 7 cm y otro para las de 18 cm, en el primer caso, las tiras se rehidrataron
durante 6 h, posteriormente el voltaje se subié a 30 V por 6 h, luego a 500 V durante 1 h,
1000 V 1 h y finalmente a 5000 V hasta alcanzar 20 KV, momenté en que se paré el |IEF,
todas las etapas se realizaron en modo Step-n-hold. Por otro lado, el programa utilizado
para las tiras de 18 cm fue: 50 V durante 10 h (modo Step-n-hold), 500 V por 1,30 h,
subida a 1000 V durante 1,30 h, posteriormente 1,30 h a 2000 V, 1,30 ha 4000 V, 2 h a
8000 V, todos estos pasos en modo Gradient y finalmente en modo Step-n-hold a 8000 V
hasta que las tiras habian alcanzado un voltaje total de 50 KV. Posteriormente se dejaron

las tiras a -80°C hasta el momento de llevar a cabo la segunda dimension.



Material y métodos generales 37

il

Figura 3.7. Equipo de IPGPhor utilizado para realizar la primera dimensién (IEF).

3.5.1.4. Segunda dimension

Las tiras se equilibraron en un tampén compuesto de urea 6 M, Tris-HCI 50 mM, SDS 2%
(v/v), glicerol 30% (v/v) y azul de bromofenol 0,025% (w/v) antes de ponerlas en contacto
con los geles para realizar la electroforesis SDS-PAGE. Durante los primeros 15 min el
volumen de tampén utilizado fue de 5 mL con un 1% (w/v) de DTT, que mantiene a las
proteinas reducidas; pasado este tiempo, se pusieron en contacto con la misma soluciéon
de equilibrado pero con 2,5% (w/v) de iodoacetamida (IAA) también durante 15 min. La
IAA ademas de alquilar el exceso de DTT, alquila los grupos tiol de las proteinas evitando
asi su reoxidacion durante la electroforesis, el resultado de dicha accion es la reduccién
de artefactos que pueden surgir durante el proceso de revelado. Asi como en los geles
donde se realiza la segunda dimension como en la solucién de equilibrado hay que
resaltar la presencia de SDS, el cual, forma un complejo SDS-proteina con carga
negativa, permitiendo de esta forma, que la proteina migre en funcion de su tamafio y no
de su carga. Al lado de cada tira se dispuso un trocito de papel de filtro Whatman con 3
ML de una mezcla de marcadores moleculares (Unstained Protein Standards, Bio-Rad) y
se colocaron en contacto con el gel utilizando una aguja para tal fin, que a su vez permitio
eliminar las posibles burbujas formadas por debajo de la tira y que pudieran ocasionar
ruido de fondo en el proceso de velado de los geles. Para favorecer el contacto de la tira
y el gel y facilitar asi la migracion de la primera a la segunda dimension, una vez

depositada la tira en el gel se afadié alrededor de 1 mL de agarosa al 0,5% (w/v).

La segunda dimensién se realizé en el sistema de electroforesis Mini- protean 3 (Bio-Rad)

para los geles de 7 cm y en un EttanDalt Six de GE Healthcare (Figura 3.8) para los geles
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de 18 cm. Los geles se polimerizaron generalmente al 12,5% de acrilamida. Ademas del
SDS, los geles contenian agua milliQ, Duracryl, (combinacién de acrilamida/bisacrilamida
al 30% y 0,8% (w/v) respectivamente) y tampdn de resolucion (Tris-HCIl a un pH 8,8).
Para iniciar la polimerizacion se utilizé persulfato de amonio (APS) junto al catalizador
tetrametiletilendiamina (TEMED). El programa utilizado en la segunda dimension fue
diferente segun el tamafo del gel, los de 7 cm a 30 V durante 20 min y 100 V durante

1:30 hy los de 18 cm, 2,5 W/gel durante 20 min y después a 17 W/gel durante 5 h.

Figura 3.8. Sistema de EttanDalt Six utilizado para la segunda dimensién (SDS-PAGE) de los

geles de 18 cm.

3.5.1.5. Tincion

Para la visualizacion de las proteinas separadas el método de revelado utilizado fue la
tincién con plata segiin Shevchenko y col.”’ ligeramente modificado, el cual es compatible
con espectrometria de masas y de elevada sensibilidad, puesto que permite detectar

hasta 1 ng de proteina en el gel.

Este método de tincidn consta basicamente de cuatro pasos:

- Fijacion, en esta etapa se fijan las proteinas y se eliminan los compuestos que puedan
interferir posteriormente.

- Sensibilizacion, los diferentes reactivos de la solucion utilizada se unen a las proteinas y
en la etapa posterior se unen a los iones plata.

- Tincién, los geles se impregnan con nitrato de plata.

- Velado, aqui, la plata que se ha unido a las proteinas se reduce a plata metalica.
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Para proceder a la tincion, una vez acabada la segunda dimensién, los geles se
introdujeron en unas placas (25 x 25 cm) con 200 mL de una solucién fijadora, compuesta
por 40% (v/v) de etanol y 10% (v/v) de acido acético durante aproximadamente 12 h a
6°C. Posteriormente con el fin de aumentar la sensibilizacién de los geles, éstos se
pusieron en contacto durante 30 min con 200 mL de otra solucion que contenia etanol
30% (v/v), tiosulfato sodico pentahidratado (Na,S,03; 5H,0) 0,2% (w/v) y acetato sddico
(NaxH3C,0,.3H,0) 6,8% (w/v). Una vez lavados los diferentes geles unas tres veces con
agua milliQ con el fin de eliminar cualquier resto de los reactivos anteriores, se procedio a
la tincion. Para ello los geles se pusieron en contacto con nitrato de plata diluido 2,5%
(w/v) por un periodo de tiempo de 20 min. Tras los cuales y después de dos lavados con
agua MilliQ de un minuto de duracion, se revelaron con una solucién de carbonato sédico
2,5% (w/v) y formaldehido 37% (w/v). La reaccién de velado se paré con una diluciéon de
EDTA-Na,.2H,0 1,5% (w/v) durante 10 min, transcurridos los cuales se realizaron tres

lavados con agua MilliQ de 5 min cada uno.

3.5.1.6. Analisis de imagen

Para el escaneo de los geles se utilizé un escaner ImageScanner |l Desktop (Amersham
Biosciences), el analisis diferencial de las imagenes obtenidas se llevé a cabo mediante
el software Platinum Image Master (GE Healthcare), el cual permite la deteccion de las
diferentes manchas asi como la comparacion entre todas ellas. De manera previa, las
imagenes de los geles objeto de estudio se recortaron de una manera homogénea, de
forma que todas ellas tuvieran el mismo tamarno asi como que cubrieran la misma region
del gel. Realizada la deteccion de las distintas manchas, se seleccion6 el gel con un
mayor numero de manchas detectadas como gel de referencia, el cual, permitié la
comparacion posterior con el resto de geles para observar asi la presencia o ausencia de
una mancha o el aumento o disminucion de la misma. Este analisis se realizé dos veces,
considerando en primer lugar como gel de referencia el gel del sexo con la cantidad de
manchas mas elevada y con posterioridad tomando como referencia otro gel del sexo
contrario, asi mismo con el mayor nimero de manchas detectadas. Se midié y comparo
el volumen normalizado de cada mancha en cada gel, con el volumen relativo de esa
mancha en el resto de geles, de este modo, se pudo determinar las proteinas que se
expresaban de forma diferencial. Para determinar si el cambio relativo era
estadisticamente significativo se realizé un test de dos colas t de Student (P < 0,05). Este

analisis se reevalué de manera visual.
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3.5.2. Digestion de las manchas proteicas

Previamente a la digestion de las manchas, los geles se lavaron tres veces con agua
MilliQ. Las manchas consideradas de interés, se recortaron manualmente en una
campana de flujo laminar vertical con ayuda de un bisturi y se depositaron en una placa
de digestion de 96 pocillos (MSD-Proteomics). Para llevar a cabo tal proceso, se utilizd
tripsina (Promega, Wisconsin, USA) como endoproteasa. La digestion se realizé
mediante un digestor automatico (Digest MSPro, Intalvis, Koeln, Alemania), en el cual en
un primer paso, las manchas troceadas se lavaron dos veces con bicarbonato de amonio
(NH4HCO3) 25 mM pH 8, posteriormente se realizaron tres lavados con acetonitrilo (ACN).
Tras la deshidratacion de los trozos mediante el ACN, las proteinas se redujeron con DTT
10 mM en NH4HCO; 25 mM durante 1 h a temperatura ambiente. Una vez reducidas las
cisteinas se carbamidometilaron con IAA 55 mM en NH,HCO3 25 mM mediante 30 min
también a temperatura ambiente en oscuridad. Tras un lavado con NH;HCO3; 25 mM y
tres con ACN se afadié tripsina 50 ng/pL, proceso realizado a 4°C durante 45 min,
pasados los cuales se eliminaron los restos de tripsina no absorbida y los trocitos de gel
se recubrieron con NH;HCO; 25 mM. La digestion tuvo lugar a una temperatura de 30°C
por un periodo aproximado de 16 h. Para la extraccion de los péptidos resultantes de la
digestién se realizaron tres lavados con ACN/H20 1/1 viv 0,25% (v/v) trifluoroacético
(TFA) y tres lavados posteriores con ACN. Un volumen de 0,5 uL del extracto obtenido en
el primer lavado se cargo en la placa de MALDI. El resto del extracto se guardé a -80°C
para su analisis posterior. En los casos en que las proteinas de este primer extracto no
pudieron ser identificadas, el resto del extracto almacenado a baja temperatura se

evaporé a sequedad y se resolubilizé con 5 uL de MeOH/H,O 1:2 y 0,1% TFA (v/v),

cargando 0,5 uL de esta disolucion en la placa MALDI para un segundo analisis.

3.5.3. Espectrometria de masas

La posterior identificacion de las proteinas separadas en los geles se realiza mediante
espectrometria de masas (MS)’®. La MS mide la relacién masa-carga de las particulas
cargadas permitiendo de esta manera, determinar la abundancia asi como el peso

molecular de los componentes de una muestra.

Un espectrometro de masas esta constituido por tres partes: la fuente de ionizacion, el
analizador y finalmente el detector. La muestra a analizar es introducida en la fuente de
ionizacién donde se ionizan los componentes de la muestra. Estos iones posteriormente

son transferidos por medio de campos eléctricos 0 magnéticos al analizador donde son
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acelerados y separados segun su relacibn masa/carga. Existen diferentes tipos de
analizadores, los cuales podriamos dividirlos en cuatro grupos: de tiempo de vuelo (TOF),
de resonancia ciclotronica (ICR), de cuadrupolo (Q) y trampas iénicas (IT).

TOF: Este tipo de analizador utiliza un campo eléctrico para acelerar a los iones y
posteriormente mide el tiempo que tardan en llegar al detector. La velocidad de las
particulas depende solo de la masa ya que todas tienen la misma carga.

ICR: Los iones son excitados por un campo eléctrico con frecuencias de radio hasta que
impactan en la pared de la trampa donde se localiza el detector. Los iones con diferente
masa se determinan segun el tiempo de impacto.

Q: Estos analizadores utilizan campos eléctricos oscilantes para estabilizar o
desestabilizar en su caso los iones que pasan a través de un campo cuadrupolo de radio
frecuencia.

IT: Los iones formados quedan atrapados y posteriormente lanzados en funcién de su

masa/carga.

3.5.3.1. Mapeo peptidico

El método mas sencillo para la identificacion de proteinas mediante espectrometria de
masas es el mapeo de masas peptidico (Peptide Mass Fingerprinting, PMF). Las
manchas del gel son recortadas y digeridas con una endoproteasa, generalmente se
utiliza tripsina, este enzima corta por los aminoacidos lisina y arginina y permite obtener
una coleccion de péptidos de digestién de aquella proteina recortada. La masa molecular
de estos péptidos se determina por MS mediante la cual se obtiene una lista de masas

denominada huella peptidica.

La utilizacion de programas de busqueda, permiten comparar la imprenta peptidica
obtenida, la cual es -caracteristica para cada proteina, con imprentas virtuales
almacenadas en bases de datos, como SwissProt, NCBI y muchas otras. Como resultado
final de esta comparacion es la obtencion de un listado de posibles proteinas ordenadas

de acuerdo al nivel de identidad encontrado.

La técnica de MS comunmente utilizada para la identificacién de esta imprenta peptidica
es la desorcion por laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight, MALDI-TOF). Esta técnica presenta
un limite de deteccién de mas de 300 KDa. Aqui, los péptidos cocristalizados con una

matriz apropiada son convertidos en iones mediante la accién de un laser en el que los
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iones se separan en funcién de su relacién masa-carga tras ser acelerados en un campo

eléctrico.

3.5.3.1.1. Procedimiento utilizado

La endoproteasa utilizada para la digestién de las manchas diferenciales fue tripsina,
posteriormente, se empleé un MALDI-TOF MS Voyager DE-PRO (Applied Biosystems,
Barcelona, Espafna) en modo reflector positivo, para realizar el analisis del extracto
peptidico resultante. Para ello, se cargaron en una placa MALDI de 96 x 2 pocillos
(Vogayer, Applied Biosystems) (Figura 3.9), de acero inoxidable y cubierta con teflén, un
volumen de 0,5 pL de extracto peptidico mezclada con 0,5 pyL de matriz a-ciano-4-
hidroxicinamico en acetonitrilo/H,O 2:1 mas 0,1% (v/v) TFA. Esta matriz no sélo protege a
los péptidos de ser degradados sino también favorece la vaporizacion e ionizacién de los
mismos. Los espectros se calibraron externamente mediante la utilizacién de una mezcla
estandar (des-Arg1-bradiquinina [Mr 904,46], Glu1-fibrinopéptido B [Mr 1570,68],
angiotensina-1 [Mr 1296,69], hormona adrenocorticotropica (ACTH) 1-17 [Mr 2093,09],
ACTH 18-39 [Mr 2465,20] y ACTH 7-38 [Mr 3657,93] y, cuando fue posible, se realizd
igualmente una calibracion interna utilizando los iones derivados de la autodigestion de la
tripsina (842,51; 1045,56; 2211,10).

Figura 3.9. Imagen de una placa MALDI-TOF Vogager 96 x 2.

El andlisis de datos se llevé a cabo mediante el programa MS-FIT del software Protein
Prospector (UCSF Mass Spectrometry Facility, University of California) y las bases de
datos utilizadas fueron Swiss-Prot (Swiss Institue of Bioinformatics, Ginebra, Suiza) y

NCBInr (Nacional Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA).
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3.5.3.2. Secuenciacidn de péptidos

El mapeo peptidico por MALDI-TOF es una técnica muy rapida a la vez de sencilla, pero
presenta varias limitaciones, asi pues, no se puede llegar a la identificacion de proteinas
que no se encuentren en la base de datos. Es por ello, que en los casos en los que no se
puede identificar la proteina mediante mapeo peptidico pero se detectan sefales en el
espectro de MALDI-TOF, se ha de recurrir a la secuenciacion de uno o mas de los
péptidos de digestién de la proteina mediante técnicas de espectrometria de masas en
tandem’® (MS/MS). En nuestro caso se utilizaron dos equipos de MS, un espectrémetro
de masas con trampa idnica lineal LCQ (Thermo-Instruments), ESI-MS/MS, equipado con
una interfase de nanospray (Protana, Odense, Dinamarca), donde el voltaje aplicado fue
de 0,85 KV y la temperatura del capilar 110°C. Este equipo se utilizé para la identificacion
de las proteinas de la especie S. nonagrioides. Para el resto de especies estudiadas el
equipo de MS utilizado fue un LC-MS/MS (LTQ, Thermo Instruments) con una trampa

idnica lineal y una fase de nanospray situada en el interior del sistema.

Para la identificacion de las secuencias peptidicas mediante ESI-MS/MS, se utilizé el
programa MS Tag del software Protein Prospector, las secuencias de péptidos obtenidas
mediante este programa se confirmaron manualmente y en algunos casos se sometieron
a una busqueda por homologia mediante la utilizacion del software FASTA (Dr. W. R.
Pearson, University of Virginia, USA), las bases de datos utilizadas en la busqueda fueron
SwissProt y NCBI. Cuando el equipo utilizado fue un LC-MS/MS se utilizé el programa
PEAKS, el cual permite identificar secuencias de novo mediante una busqueda en la
base de datos. Para facilitar la busqueda se utilizaron las secuencias de péptidos en
conjuncion con los fragmentos de iones apareados, lo cual permitié eliminar
apareamientos de falsos positivos asi como encontrar variaciones de secuencia o
modificaciones que facilitaron la identificacion. Posteriormente, todas las secuencias de
péptidos obtenidas mediante este programa se introdujeron en un programa de busqueda
llamado BLAST (Basic Linear Alignment Search Tool) utilizando como base de datos,

SwissProt para la identificacion de las proteinas a la cual pertenecian las secuencias.





