
TEMAS SELECCIONADOS DE TOXINAS
CON IMPLICACIONES BIOMÉDICAS 
Y MÉTODOS PARA SU ESTUDIO





TEMAS SELECCIONADOS DE TOXINAS
CON IMPLICACIONES BIOMÉDICAS 
Y MÉTODOS PARA SU ESTUDIO



4

Índice

Identificación de Toxinas con 
Actividad Antineoplásica en el 

Veneno del Escorpión 
Tityus discrepans 

Metaloproteinasas dependientes
de Zinc: Protagonistas centrales 
en la Fisiopatología de
Envenenamientos por Serpientes 
de la familia Viperidae

Proteínas Formadoras de Poros 
de Stichodactyla helianthus y sus 

Aplicaciones en la Biomedicina

Desarrollo Biotecnológico en el
Instituto Clodomiro Picado

Utilidad de los Péptidos Sintéticos
en Estudios de Estructura-Función

e Identificación de Epitopos 
en Toxinas

10

37

71

26

59



5

Monocapas y Bicapas Lipídicas 
en el Estudio de la Acción de 
Biocompuestos Activos Contra 
Biomembranas.  Modulacion 
Supramolecular de la Actividad 
Lipolítica en Superficies Lipídicas.

Interactions of Sticholysin I with 
DPPC/SM bilayers.A Molecular 

Dynamics study

CalTx a New Toxin (13 Amino Acid 
Residues) Blocker of Calcium 
Channels Obtained from  
Conus Californicus

Laboratorio de Venómica
y Proteinómica Estructural

La Thalassiolina-B, un Flavonoide 
de Origen Marino con Efecto 

Antinociceptivo, Bloquea la 
Corriente Asic en las Neuronas 

de los Ganglios de la Raíz Dorsal 
de la Rata 

96

125
141

82

115



6

Prólogo

      os capítulos que incluye el libro electrónico Temas selecci0
      nados de toxinas con implicaciones biomédicas y métodos 
para su estudioresultan de una primera aproximación para 
mostrar de manera panorámica el trabajo de investigación que 
desarrollan los miembros de la Red Iberoamericana Temática 
CYTED 212RT0467 (Biotox) en el campo de las toxinas con impli-
caciones para la Biomedicina.
     El texto no pretende ser exhaustivo, más bien se trata de 
un material introductorio, de carácter general, cuyo propósito 
comunicativo es servir como presentación delas líneas de in-
vestigación de los principales grupos de Argentina, Brasil, Chile, 
Costa Rica, Cuba, España, México y Venezuela pertenecientes a 
la Red Biotox que se ocupan de toxinas o cuentan con un arse-
nal metodológico para su caracterización físico-química, 
biológica o su acción farmacológica.
     Los autores son reconocidos especialistas en sus respectivas 
áreas de trabajo a los cuales agradezco el esfuerzo en la elabo-
ración de este material que puede ser útil a profesionales y 
estudiantes interesados en conocer aspectos del estado del arte 
en investigaciones sobre toxinas o métodos para su estudio, 
en el ámbito iberoamericano. En principio, estos textos fueron 
concebidos para apoyar las exposiciones que se realizaron en 
el I Taller-Científico Técnico de Biotox celebrado en el Instituto 
Clodomiro Picado, Costa Rica (6-10 agosto, 2012), que dio inicio a 
las actividades de la Red. Invito a los interesados a acompañar 
la lectura de los artículos con las correspondientes presenta-
ciones de sus autores. Las presentaciones pueden encontrarse 
en la Multimedia: Memorias de las actividades de la Red CYTED 
212RT0467, Biotox: Toxinas de Interés para la Biomedicina, 2012 
(Costa Rica) y posteriormente serán depositadas en la página 
Web de la Red que se encuentra en desarrollo 

L
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(www.iq.usp.br/biotox).
Esperemos el material sea de utilidad a estudiantes, profesio-
nales y otros actores sociales interesados en el tema de toxinas, 
en especial la comunidad toxinológica iberoamericana.

Carlos M. Álvarez Valcárcel
Coordinador Iberoamericano 
Red CYTED 212RT0467 Biotox
Toxinas de Interés para la Biomedicina”
Enero, 2013
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Identificación de Toxinas con Actividad 
Antineoplásica en el Veneno del Escorpión 
Tityus discrepans 

Gina D’Suze*a, Arnaldo Rosalesa , Víctor SalazarB , Carlos Sevcik a

aLaboratorio de Neurofarmacología Celular, 
BServicio de Histología, Centro de Biofísica y Bioquímica, 
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) 
Caracas, Venezuela.
e-mail: gdsuze@ivic.gob.ve

resumen
En el veneno del escorpión venenzolano Tityus discrepans se 
encontraron 4 toxinas con actividad antineoplásica. Estas 
son integrantes de la fracción I (FI) del veneno separado me-
diante exclusión molecular, la cual contiene los componen-
tes de mayor peso molecular y es no toxica para los mamífe-
ros. Las 4 toxinas aisladas de la FI mediante cromatografía 
líquida de alta resolución son péptidos que inducen apopto-
sis preferencialmente en la línea celular de cáncer de mama 
humano SKBR3 y tienen poco o ningún efecto sobre las célu-
las normales de riñón de mono MA104. Apoptosis es el me-
canismo de acción en el cual se basa la eficiencia de drogas 
antineoplásicas comúnmente utilizadas en quimioterapia. 
La apoptosis inducida en SKBR3 es equivalente e incluso 
mayor a los efectos de paclitaxel y vinblastina estudiados en 
condiciones similares. Mediante inmunohistoquímica se de-
terminó que las toxinas se unen a la membrana plasmática 
y que la muerte ocurre por inducción de apoptosis mediante 
la sobreexpresión de FasL (D’Suze et al., 2010). Este es el pun-
to de inicio de una serie de eventos bioquímicos nucleares 
codificados genéticamente relacionados con la activación de 
las caspasas citoplasmáticas.
palabras claves: Veneno de Escorpión, SKBR3, Compuestos 
Anticancerígenos, Apoptosis, FasL.
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abstract
Four toxins with antineoplastic activity were isolated from 
the Venezuelan Tityus discrepans scorpion venom. These 
toxins are part of fraction I (FI) from the molecular exclusion 
isolation, which contains the higher molecular weight com-
ponents and is also non-toxic to mammals. The active toxins, 
isolated from FI by HPLC, are peptides able to induce apop-
tosis preferentially in human breast cancer cell line SKBR3. 
The same toxins, have little or no effect on normal monkey 
kidney cell line MA104. Apoptosis is the action mechanism 
underlying the efficiency of commonly used antineoplas-
tic drugs in chemotherapy. Induced apoptosis in SKBR3 is 
completely equivalent or even greater than the effects of 
paclitaxel and vinblastine studied under similar conditions. 
It was determined by immunohistochemistry that these 
toxins bind to the plasma membrane inducing cell  death by 
apoptosis as consequence of FasL overexpression (D’Suze et 
al., 2010). This is the starting point of a series of nuclear bio-
chemical events genetically encoded, related with cytoplas-
mic activation of caspases.
key words: Scorpion venom, SKBR3, FasL, Antineoplastic 
natural compounds, Apoptosis.

introducción 
Los escorpiones o alacranes son arácnidos de hábitos prefe-
rentemente nocturnos. Han vivido en la tierra desde hace 
mas de 400 millones de años; se encuentran entre los pri-
meros artrópodos que tuvieron éxito en el paso del medio 
acuático al terrestre. Su larga historia evolutiva y la natu-
raleza proteica de su veneno les han permitido diversificar 
sus venenos bajo la presión selectiva del medio donde vi-
ven. Se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo, 
en donde se estima que existen cerca de 1500 especies, 
pertenecientes a 12 familias, de las cuales la familia Buthidae 
es la única que contiene las especies con veneno peligroso 
para los humanos. En el Continente Americano esta familia 
tiene dos géneros que son importantes desde el punto de 
vista de la salud humana, Tityus distribuido en América del 
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Sur, América Central e islas del Caribe y Centruroides en Améri-
ca del Norte, América Central, islas del Caribe y algunas regio-
nes del norte de América del Sur (González-Sponga, 2011). 
     Los escorpiones del género Tityus inducen en el humano 
una sintomatología compleja denominada “síndrome de 
emponzoñamiento escorpiónico” (D’Suze y col., 2011) el cual 
incluye trastornos neurológicos, pancreatitis aguda (Porras, 
1994, Ghersy de Nieto y col., 2004), manifestaciones cardio-
vasculares, edema agudo del pulmón (Mazzei de Dávila y 
col., 2002), sindrome de dificultad respiratoria por escor-
pionismo (D’Suze y col., 1999), trastornos de la coagulación 
(De Sousa y col., 1995; D’Suze y col., 2003; Brazón y col. 2008) 
y activación de los procesos inflamatorios (Guinand y col., 
2004; D’Suze y col., 2004a; 2007). El escorpionismo en Vene-
zuela se caracteriza por inducir una respuesta sistémica con 
variedad de complicaciones, las cuales dependen de la es-
pecie de escorpión, de la cantidad de veneno inoculado y de 
la sensibilidad del afectado. Estos venenos contienen tanto 
las toxinas responsables del síndrome de envenenamiento 
escorpiónico como otras inocuas al ser humano. Las toxi-
nas venenosas al ser humano han sido las mas estudiadas, 
son las mas abundantes en cuanto a su concentración en el 
veneno, sin embargo las inocuas al ser humano, casi no han 
sido estudiadas a pesar de que representan la mayor varie-
dad en el veneno. 
     El veneno de los escorpiones está constituido por pépti-
dos, enzimas, nucleótidos, lípidos, aminas y otros compues-
tos no identificados. El estudio proteómico del veneno de T. 
discrepans reveló 205 componentes los cuales se aislaron en 
columnas de fase reversa dadas sus diferencias en hidrofo-
bicidad y pesos moleculares (Batista y col., 2006). Este tra-
bajo reveló que las toxinas que eluyen entre los primeros 10 
minutos tienen masas entre 200 y 2000 Da, en este grupo 
se han descrito toxinas con actividad inhibitoria de la activi-
dad amidolítica del factor Xa y de la plasmina (Brazón, 2006). 
Las toxinas que eluyen entre 10 y 20 minutos tienen masas 
entre 2 y 4 kDa, las eluídas entre 20 a 30 minutos pesan en-
tre 3 kDa y 5 kDa, en estos dos grupos se han 
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descrito toxinas con actividad en canales de K+ (D’Suze y col., 
1999; 2004b). El grupo de toxinas que eluyen entre 30 y 40 
minutos presentan masas que van entre 5 kDa y 8 kDa estas 
en su mayoría presentan actividad sobre isocanales de Na+ 
tanto de mamíferos como de invertebrados (D’Suze y col., 
1995; 1996; 1997; 2004c). En este tiempo eluyen también las 
toxinas de cadena larga activas en canales de K+ (Diego-Gar-
cía y col., 2007; D’Suze y col., 2009). Los péptidos que eluyen 
después de los 40 minutos son proteínas mas hidrofóbicas y 
de mayor peso molecular >8 kDa en donde se pueden encon-
trar aquellas con actividad curarizante (D’Suze y col., 1995), 
con actividad enzimática como metaloproteasas, hialuroni-
dasas entre otras (Brazón 2006), activadoras de plaquetas 
(Brazón y col., 2011) y con actividad antineoplásica (D’Suze y 
col., 2010).
     El interés por el valor farmaceútico de los venenos de es-
corpión como potenciales agentes terapéuticos contra tu-
mores cancerígenos comenzó con el descubrimiento de la 
clorotoxina (ChTx). ChTx fue aislada del veneno de Leiurus 
quinquestriatus demostrando tener una potente y selec-
tiva actividad sobre gliomas humanos (DeBin y col., 1993; 
Soroceanu et al.,1998; Deshane y col., 2003). La ChTx bloquea 
canales de Cl-, pero su efecto anticancerígeno ocurre por 
inducción de apoptosis. Hasta la fecha unas pocas toxinas 
con actividad anticancerígena han sido caracterizadas. Algu-
nas ejercen su acción mediante el bloqueo de ciertos canales 
iónicos (Jäger et al, 2004), otras inhibiendo la invasión y ex-
travasación de las células cancerígenas (Deshane et al., 2003) 
o activando las vías metabólicas que inducen apoptosis 
(Gupta et al., 2010). La apoptosis es un tipo de muerte celu-
lar iniciada por eventos bioquímicos nucleares codificados 
genéticamente, relacionados con la activación de las caspa-
sas citoplasmáticas (Green y Reed, 1998). En este trabajo nues-
tra atención va dirigida hacia los componentes del veneno de T. 
discrepans con actividad anticancerígena. Se estudió la acción 
del veneno completo y sus componentes purificados mediante 
HPLC sobre la línea celular SKBR3 de cáncer de mama humano y 
sobre la línea de células no malignas MA104 de riñón de mono.
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materiales y métodos
El veneno fue fraccionado por cromatografía de exclusión 
molecular convencional empleando una columna de sepha-
dex G-50 (200 x 1 cm, 19 mL/h/cm2)  (Pharmacia Biotech AB, 
St. Louis, MO, U.S.A) equilibrada y eluída a ~25°C con acetato 
de amonio 20 mM, pH 4,7. La detección de las fracciones se 
realizó por absorbancia a 280 nm. Se cargó en la columna 
100 mg de veneno diluido en 1 mL del tampón de equilibrio 
(D Śuze y col, 1995).  Las fracciones eluídas se liofilizaron y se 
usaron para ensayos de toxicidad. La fracción mas potente 
se purificó mediante cromatografía líquida de alta resolu-
ción (CLAR) a 25°C, por una columna semipreparativa de fase 
reversa C4 (250 x 10 mm) (Vydac, Hesperia, CA, U.S.A). Los 
componentes se separaron usando un gradiente lineal de 
solvente A  [agua con 0,12 % de ácido trifluoroacético (TFA)]  
a 80% de Solvente B (acetonitrilo con 0,1 % de TFA), en 80 
minutos (1 mL/min, 230 nm). Las fracciones con actividad 
se recromatografiaron hasta obtener el compuesto puro 
en una C4 analítica (250 x 4.6 mm). Se recolectaron manu-
almente y liofilizaron para el análisis de espectrometría de 
masa por MALDI-TOF, la degradación automática de Edman 
y para los experimentos sobre las líneas celulares de cáncer 
de mama humano SKBR3 (ATCCRNumber: HTB-30TM) y cé-
lulas normales de riñón de mono MA104 (ATCCRNumber: 
CRL-2378.1TM). Las líneas celulares se cultivaron a confluen-
cia en placas de 96 pozos en medio DMEM con suero fetal 
bovino (FBS). Antes de exponerlas al veneno o toxinas puras 
el medio de cultivo se cambió a DMEN libre de FBS. Ambas 
líneas celulares fueron incubadas con las fracciones eluí-
das de Sephadex G-50 fracciones (0,15 µg/µL), se determinó 
viabilidad celular después de 48 h utilizando bromuro de 
tiazolil tetrazolio (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (Mos-
mann,1983). La muerte celular se determinó mediante la 
lectura de absorbancia a 570 nm. Para la cuantificación de 
apoptosis y necrosis las líneas celulares se cultivaron a con-
fluencia en cubreobjetos 22x22 mm2 en presencia de medio 
DMEM con suero fetal bovino (FBS) y se expusieron a las 
toxinas purificadas (1 µg/µL) durante 5 h. La detección y 
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cuantificación de las células en apoptosis y necrosis se rea-
lizó por microscopia de epifluorescencia utilizando bromuro 
de etidio (100 µg/mL) y naranja de acridina (100 µg/mL) (EB/
AO) en PBS (McGahon et al., 1995; Jolly et al., 1997). Para 
mayores detalles vea D’Suze et al., 2010.  

resultados y discusión
El veneno completo indujo la pérdida de la forma y adhesión 
de las células al substrato, contracción y aparición de espi-
gas alargadas en la superficie de algunas de ellas, lisis even-
tual y muerte celular (Fig.1).

A: SKBR3 control B: SKBR3 FI C: MA104 FI

Figura 1:4 x 104 células por pozo cultivadas hasta confluencia en 
DMEM/10% FBS, penicilina (100 U/mL), gentamicina (48 mg/mL) y 
anfotericina B (3 mg/mL) en 5% de CO2 y 37 °C. Antes de exponerlas al 
veneno se cambiaron a medio libre de FBS. Las fracciones del veneno se 
resuspendieron en medio DMEN libre de FBS [0,15 µg/µL], las células se 
mantuvieron a 5% de CO2 y 37 °C durante 48 h.

Estos eventos no se producen en las células normales de 
riñón de mono (MA104) al exponerlas al veneno bajo las 
mismas condiciones, estas se mantienen formando una 
monocapa y no cambian su morfología. El efecto inducido 
por FI sobre las células cancerígenas SKBR3 es dependiente 
del tiempo de exposicion y de la concentración de veneno 
(para detalles ver D’Suze et al., 2010). La fracción del veneno 
de T. discrepans que indujo mayor muerte en la línea celular 
SKBR3 fue la fracción I proveniente de Sephadex G-50, la cual 
no es toxica a mamíferos y contiene las toxinas de mayor 
peso molecular. FI (0.15 µg/µL) indujo 70% de muerte en las 
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células cancerígenas SKBR3 a las 48 h de exposición. Me-
diante epifluorescencia se determinó la forma como esta 
fracción estaba induciendo la muerte celular. Sobre la base 
de la absorción diferencial de bromuro de etidio y naranja de 
acridina (EB/AO) se determinó simultáneamente el porcen-
taje de muerte por necrosis y por apoptosis al exponer las 
células a la FI (0.15 µg/µL) durante 5h. Las células vivas se ob-
servaron con su núcleo de color verde. Las células apoptóti-
cas tempranas se observaron con un núcleo de color verde 
brillante, con cromatina condensada o fragmentada. Las 
células apoptóticas tardías tenían la cromatina condensada 
y fragmentada de color naranja y las células que murieron 
a causa de necrosis directa presentaban el núcleo de color 
naranja estructuralmente normal (Fig. 2).

A: SKBR3 control B: SKBR3 con veneno (1 µg/µL) 5 h

Figura 2: 4 x 104 células se cultivaron a confluencia en cubreobjetos 
con DMEM-10%FBS. La apoptosis y necrosis se determinó por microsco-
pia de epifluorescencia utilizando bromuro de etidio (100 ug/mL) y 
naranja de acridina (100 ug ul/mL) (EB/AO) en PBS. Las células se expu-
sieron a la FI [0,15 µg/µL] por 5 h.

Se fraccionó FI mediante cromatografía líquida de alta reso-
lución hasta lograr la pureza de sus componentes (Fig. 3).



17

Figura 3: Perfil cromatográfico de FI eluido en una columna semi-
preparativa de fase reversa C4 a 1 mL/min usando un gradiente linear 
de solución A [agua con 0.12% ácido trifluoroacetico (TFA)] hasta 80% 
solución B (acetonitrilo con 0.10% TFA) en 80 min. Insertos: Purifi-
cación de los componentes activos presentes en la FI eluidos en una C4 
analítica. Los picos identificados como 1, 2, 3 y 4 son toxinas con activi-
dad antineoplásica; de los cuales 3 y 4 son neopladina 1 y neopladina 2 
(D’Suze et al., 2010).

Se estudió el efecto de todos los componentes de la FI cada 
uno por separado sobre las líneas celulares SKBR3 y MA104. 
Para ello se calcularon los porcentajes de necrosis y apop-
tosis de las líneas celulares cultivadas a confluencia en cu-
breobjetos 22x22 mm2 en presencia de medio DMEM-FBS. 
Cada uno de los componentes de la FI se disolvió por sepa-
rado a una concentración de 1 µg/µL en medio DMEN libre 
de FBS y se expusieron las células a ellos durante 5 h. Luego 
se trataron las células con bromuro de etidio y naranja de 
acridina en PBS y se observaron con epifluorescencia. Al grupo 
de las células controles se les agregó medio DMEN libre de FBS. 
Se usaron como controles positivos paclitaxel 6 nM (Clitaxel 
Nolver CA, Venezuela) y vinblastina 6 nM (VinblastinaTN, Elmor 
SA, Venezuela). Los porcentajes de apoptosis y necrosis se de-
terminaron en base de al menos 1500 células contadas desde 
campos seleccionados al azar. Los datos representan al menos 
tres experimentos independientes realizados por duplicado (Fig. 
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4). Figura4: Porcentaje de muerte celular por apoptosis o necrosis in-
ducido por las toxinas purificadas de la F1. 4 x 104 células se cultivaron 
a confluencia en cubreobjetos 22x22 mm2 con medio DMEM-FBS. Las 
células se expusieron a las toxinas puras  (NTx) [1 µg/µL] durante 5 h. 
Barras moradas: % apoptosis. Barras anaranjadas: % necrosis.

La FI contiene 4 péptidos que inducen apoptosis con selec-
tividad para las células de cáncer de mama humano SKBR3, 
su efecto en células no malignas renales de mono MA104 no 
fué estadísticamente diferente  a los controles. En los con-
troles positivos con paclitaxel se observó en las células SKBR3 
(n = 1714): 3,2 ± 0,43% de apoptosis y 0,47 ± 0,17% de necrosis, 
pero en la línea celular MA104 (n = 952) paclitaxel solo in-
dujo 0,42 ± 0,21% de apoptosis y no necrosis. La vinblastina 
induce 4,69 ± 0,50% de apoptosis y 1,87 ± 0,32% de necrosis 
en la línea celular SKBR3 (n = 1814), el mismo fármaco indujo 
3.2 ± 0,56% apoptosis y 0,2 ± 0,14% de necrosis en las célu-
las MA104 (n = 999) (D’Suze et al., 2010). Los porcentajes de 
apoptosis inducidos por las toxinas de la FI sobre las células 
SKBR3 fueron mayores que los inducidos por los controles 
positivos. Estas toxinas a tiempos cortos y/o en concentra-
ciones bajas, inducen un efecto apoptótico significativo sin 
necrosis.
     En la Figura 5 se muestran micrografías de contraste de 
fase y de fluorescencia en las que las exposiciones (5h) a 
las toxinas purificadas NTx de la FI (1 µg/µL) inducen frag-
mentación nuclear, condensación del citoplasma, las cèlulas 
formaron picos en la membrana plasmática, vesículas in-
tracelulares y  pérdida de confluencia celular en las células 
de cancer de mama SKBR3 pero no en las células renales de 
mono MA104. Los efectos apoptóticos observados se ase-
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mejan a los causados por el veneno de B. martensii (Karsch) 
en glioma humano y al efecto inducido por el veneno de H. 
bengalensis en células leucémicas (Wang y Ji, 2005; Gupta et 
al, 2010).

A:SKBR3 5h con NTx. 
Contraste de fase

C:MA104 5h con NTx. 
Contraste de fase

B:SKBR3 5h con NTx. EB/AO 
barra: 25 µ

D:MA104 5h con NTx. EB/AO 
barra: 25 µ

Figura 5: Efecto de las toxinas purificadas de la FI (1 µg/µl, 5h) sobre 
SKBR3 y MA104.

Los venenos de escorpion contienen cientos de componen-
tes con diferentes actividades farmacológicas, en especial 
los escorpiones de la familia Buthidae cuyos venenos 
pueden inducir la muerte en humanos. Sin embargo no to-
dos los componentes son tóxicos a humanos, especialmente 
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aquellos de alto peso molecular, como son las toxinas que 
conforman la FI del veneno de T. discrepans. Estas inducen 
apoptosis a concentraciones similares o inferiores a las en-
contradas en otras toxinas de escorpiones (Wang and Ji, 
2005; Gupta et al., 2010). Mediante inmunohistoquímica se 
determinó que las toxinas se unen a la membrana plasmáti-
ca y que la muerte ocurre por apoptosis al inducir una so-
breexpresión de FasL (D’Suze et al., 2010). La muerte celular 
ocurre por apoptosis debido a una serie de eventos bio-
químicos nucleares codificados genéticamente relacionados 
con la activación de las caspasas citoplasmáticas. Apoptosis 
es el mecanismo de acción en el cual se basa la eficiencia de  
drogas antineoplásicas. Las toxinas aisladas de la FI son pép-
tidos apoptóticos en células SKBR3 y tienen poco o ningún 
efecto sobre las células normales MA104. La apoptosis indu-
cida en SKBR3 puede parecer pequeña debido al corto perío-
do de observación, pero es completamente equivalente a los 
efectos de paclitaxel y vinblastina estudiadas en condiciones 
similares, mas aún, su efecto apoptogénico fue mayor que el 
de paclitaxel y vinblastina. Otra droga como por ejemplo la 
cisplatino, comúnmente utilizada en quimioterapia induce 
apoptosis en células cancerígenas mediante una vía similar 
(Müller et al., 1997).
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resumen
Se presenta y discute el papel que juegan las metalopro-
teinasas de los venenos de serpientes (SVMPs) de la familia 
Viperidae en la fisiopatología de los envenenamientos in-
ducidos por mordeduras de estos reptiles. Se hace especial 
énfasis en los mecanismos mediante los cuales estas enzi-
mas inducen hemorragia. Así mismo, se discuten otros efec-
tos que resultan de la acción de estas enzimas, tales como 
la necrosis muscular, la formación de ampollas y flictenas, y 
la coagulopatía. Finalmente, se analiza el rol que juegan las 
SVMPs en la deficiente regeneración de tejido muscular que 
caracteriza estos envenenamientos.
palabras clave: serpientes; venenos; metaloproteinasas; 
hemorragia, daño tisular.

abstract
The role played by snake venom metalloproteinases (SVMPs) 
in the pathophysiology of envenomings induced by snakes of 
the family Viperidae is discussed. The mechanisms involved 
in the ability of these enzymes to generate hemorrhage are 
presented, together with an analysis of other pathological 
effects induced by SVMPs, such as myonerosis, blistering 
and coagulopathy. Finally, the role played by these enzymes 
in the poor skeletal muscle regeneration characteristic of 
viperid snakebite envenomings is analyzed. 
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introducción
Los venenos de serpientes constituyen secreciones de enorme 
complejidad bioquímica, con una alta concentración de proteínas, 
muchas de las cuales presentan efectos tóxicos que les permiten 
a las serpientes inmovilizar a sus presas y, en algunos casos, efec-
tuar una predigestión de las mismas. Los estudios proteómicos de 
venenos de serpientes han revelado la existencia de una gran can-
tidad de proteínas, las cuales sin embargo se pueden clasificar en 
un número limitado de familias (Calvete, 2011).  Los venenos de ser-
pientes de la familia Viperidae presentan, en general, una alta con-
centración de metaloproteinasas dependientes de zinc (en inglés 
‘snakevenommetalloproteinases’, SVMPs). Estas SVMPs pertenecen 
a la familia M12 de las metaloproteinasas, junto con las ADAMs 
(‘a disintegrin and metalloproteinase’), con las cuales forman la 
subfamilia de las ‘reprolisinas’ (Fox y Serrano, 2005), las cuales a su 
vez forman parte de las ‘metzincinas’, junto con las astacinas, ser-
ralisinas y metaloproteinasas de matriz. Las metzincinas se carac-
terizan por presentar una secuencia consenso en el sitio catalítico 
(HExxHxxGxxH) y luego una región conteniendo un residuo de 
metionina (‘Metturn’).
     Las SVMPs juegan un papel central en las dos funciones princi-
pales de los venenos, esto es, en la inmovilización y muerte de las 
presas y en la predigestión (Gutiérrez et al., 2010). Además de su 
actividad digestiva, las SVMPs ejercen una serie de efectos tóxicos 
relevantes, entre los que destacan su actividad he-
morrágica, su capacidad para generar necrosis como consecuen-
cia de la isquemia, su actividad procoagulante, la inhibición de la 
agregación plaquetaria y la degradación de la matriz extracelular, 
entre otros efectos (Gutiérrez et al., 2010). Dada la relevancia de 
estas enzimas en los venenos de vipéridos, diversos grupos han 
avanzado en la caracterización mole-
cular de estas proteinasas y en la comprensión de los mecanismos 
mediante los cuales provocan alteraciones fisiopatológicas y pa-
tológicas. El presente trabajo resume algunos de estos hallazgos.
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estructura y clasificación de las SVMPs
Las SVMPs difieren notoriamente en sus masas moleculares, 
las cuales van desde 22 kDa hasta más de 70 kDa (Fox y 
Serrano, 2005). Esta heterogeneidad se debe a las variacio-
nes en la composición de dominios de estas enzimas. Todas 
las SVMPs presentan, en su proteína madura, un dominio 
metaloproteinasa, el cual contiene la secuencia de unión a 
zinc y el bucle donde se encuentra la metionina. Las SVMPs 
que presentan únicamente este dominio se clasifican en 
la clase PI. Algunas SVMPs presentan, además del dominio 
metaloproteinasa, un dominio disintegrina, constituyendo la 
clase PII. En muchos casos este dominio disintegrina es 
liberado como consecuencia de la acción proteolítica, 
aunque unas pocas SVMPs presentan los dos dominios en la 
proteína madura (Fox y Serrano, 2005). Las SVMPs clasifica-
das en la clase PIII contienen, además del dominio metalo-
proteinasa, un dominio tipo-disintegrina y un dominio rico 
en cisteína. Dentro de esta clase PIII hay algunas enzimas 
que presenten una subunidad adicional, una proteína tipo 
lectina tipo C, unida a la cadena con tres dominios mediante 
puentes disulfuro. Dentro de las clases PII y PIII existen varias 
subclases dependiendo de si se trata de proteínas dimérica-
so con base en otras características (Fox y Serrano, 2005). Se 
conoce la estructura 3D de una serie de SVMP de la clase PI 
y de algunas SVMPs de la clase PIII, las cuales se disponen en 
forma de C, con el dominio rico en cisteína ubicado cerca del 
dominio catalítico (Escalante et al., 2011b). Se ha propuesto 
que la evolución molecular de las SVMPs se basa en el ‘reclu-
tamiento’ ancestral de un gen que codifica para una ADAM, 
seguido de un proceso evolutivo molecular basado en pér-
dida de dominios, evolución acelerada y neofuncionalización 
de los dominios remanentes (Casewell et al., 2011).  SVMPs de 
la clase PIII han sido aisladas de venenos de serpientes de las 
familias Viperidae, Elapidae, Atractaspididae y Colubridae 
(sensu  lato), en tanto SVMPs de las clases PII y PI solamente 
se han descrito en venenos de la familia Viperidae (Gutiérrez 
et al., 2010). 
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actividades tóxicas de las SVMPs
La actividad tóxica más estudiada de las SVMPs es su ca-
pacidad para inducir hemorragia, tanto a nivel local como 
sistémico. Este efecto acarrea consecuencias fisiopatológicas 
variadas y complejas, ya que contribuye a la patología local 
del envenenamiento, asociada con la destrucción de tejido, 
que lleva frecuentemente a secuelas permanentes, y con 
alteraciones hemodinámicas severas que pueden culminar 
en un choque cardiovascular (Gutiérrez et al., 2005). Pero 
además, las SVMPs son capaces de inducir necrosis muscu-
lar, probablemente como consecuencia de la isquemia resul-
tante de la destrucción microvascular (Gutiérrez et al., 1995). 
Además, inducen formación de flictenas (Jiménez et al., 
2008) y contribuyen con las coagulopatías características de 
envenenamientos por vipéridos, ya que hay SVMPs que acti-
van el factor X de la coagulación y la protrombina, generan-
do la formación de microtrombos, con la consecuente des-
fibrinogenación y alteración de las pruebas de coagulación 
(Gutiérrez et al., 2010). Algunas SVMPs de la clase PIII son 
capaces de inhibir la agregación plaquetaria inducida por el 
colágeno y otros agonistas (Kamiguti, 2005). Por otra parte, 
las SVMPs contribuyen con la inflamación característica de 
la acción de estos venenos (Teixeira et al., 2005).  

mecanismo de acción de SVMPs hemorrágicas
Los estudios ultraestructuraleshan demostrado que las 
SVMPs hemorrágicas provocan lesiones drásticas en los va-
sos capilares muy rápidamente después de la inyección en 
animales de laboratorio (Gutiérrez et al., 2005). Los capila-
res afectados presentan evidentes alteraciones tanto en las 
células endoteliales como en la membrana basal (MB). En el 
caso de las células endoteliales, estas disminuyen el número 
de vesículas pinocitóticas, se distienden y adelgazan y, even-
tualmente, se rompen (Gutiérrez et al., 2005, 2006). La es-
tructura de la MB se altera, con pérdida de su integridad y 
de su continuidad. Cuando se analiza este efecto mediante 
inmunohistoquímica, con anticuerpos contra los componen-
tes de la MB, se observa una clara pérdida de tinción para 
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laminina, nidogen y colágeno tipo IV (Escalante et al., 2006). 
No obstante el conspicuo efecto patológico observado en 
las células endoteliales de los vasos capilaresin vivo, cuando 
líneas de endotelio son expuestas in vitro a SVMPs hemo-
rrágicas, no ocurre efecto citotóxicoagudo equivalente a lo 
que se observa in vivo. Lo que se observa es un despegue de 
las células de su sustrato, seguido, varias horas después, por 
muerte celular apoptótica (Díaz et al., 2005).
     La discrepancia descrita entre las observaciones in vivo 
e in vitro se pueden explicar mediante una hipótesis que 
plantea que la hemorragia inducida por las SVMPs ocurre en 
dos pasos: inicialmente las enzimas actúan sobre sustratos 
ubicados en la MB, resultando en un debilitamiento de la 
estabilidad mecánica que dicha MB provee a la estructura 
de los vasos capilares. Como consecuencia de dicho debili-
tamiento, in vivo, se desencadena el segundo paso del pro-
ceso: las fuerzas biofísicas que normalmente operan en la 
vasculatura (presión hidrostática y fuerzas de cizalla o shear 
stress) provocan una distensión en el capilar debilitado, lo 
cual lleva eventualmente a la ruptura de la célula endotelial 
y la consecuente extravasación (Gutiérrez et al., 2005, 2006, 
2010). Al no operar estas fuerzas biofísicas in vitro, esto ex-
plica la ausencia de patología directa sobre el endotelio en 
cultivo celular.
     En el contexto de esta hipótesis, es interesante pregun-
tarse por qué algunas SVMPs son hemorrágicas y otras no, 
tomando en cuenta que todas son generalmente capaces de 
hidrolizar proteínas de la MB. Una posible respuesta a esta 
incógnita fue presentada por Escalante et al. (2011a y 2011b). 
Cuando se estudiaron los patrones de degradación in vitro 
e in vivo sobre proteínas de la MB como consecuencia de la 
acción de una SVMP hemorrágica y una no hemorrágica se 
observó que, aunque ambas hidrolizaban de manera similar 
la laminina y el nidogen, la SVMP hemorrágica fue mucho 
más efectiva en la hidrólisis del colágeno tipo IV y del proteo-
glicano perlecan (Escalante et al., 2011a). Estas observaciones 
se relacionan con el hecho de que precisamente el colágeno 
tipo IV y el perlecan juegan un papel central en la estabili-
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dad mecánica de los vasos capilares. Por ende, una hidróli-
sis de estos componentes redunda en un debilitamiento 
mecánico de la MB en particular y de la pared vascular en 
general, lo cual encaja muy bien con la hipótesis de los dos 
pasos para explicar el mecanismo de acción de las SVMPs 
hemorrágicas.
     La base estructural de la diferente capacidad de SVMPs de 
la clase PI para inducir hemorragia no se conoce a cabalidad. 
No obstante, Wallnoefer et al. (2010), al comparar mediante 
simulaciones dinámicas SVMPs hemorrágicas y no hemo-
rrágicas, observaron que existen diferencias en la dinámica 
molecular de un bucle localizado en la vecindad del sitio 
activo de estas enzimas. Las SVMPs hemorrágicas presentan 
más flexibilidad en una parte de ese bucle, en tanto las no 
hemorrágicas la presentan en otra región.

¿por qué las SVMPs de la clase PIII son más hemorrágicas 
que las de la clase PI?
Consistentemente se ha observado que las SVMPs hemo-
rrágicas de la clase PIII son mucho más activas en su capa-
cidad de inducir hemorragia que las de la clase PI. Dado que 
las primeras tienen una estructura multidominio, se ha 
planteado que los dominios adicionales (tipo disintegrina y 
rico en cisteína) son responsables de dicho fenómeno. Estos 
dominios poseen exositios que les permiten a las SVMPs PIII 
ligarse a blancos celulares y de la matrix extracelular que las 
ubican en sitios estratégicos para lesionar la microvascula-
tura, en la vecindad de la MB o de las células endoteliales. Al 
carecer de esos exositios, por tener únicamente un dominio 
metaloproteinasa, las SVMP de la clase PI tienen una acción 
más promiscua y menos dirigida a blancos estratégicos para 
generar lesión microvascular (Gutiérrez et al., 2005). Por otra 
parte las SVMPs PIII son resistentes a la acción inhibitoria 
de la α2-macroglobulina, una proteína plasmática de alta 
masa molecular que inhibe diversos tipos de proteinasas; 
por el contrario, las SVMPs de la clase PI son inhibidas por 
la α2-macroglobulina (Baramova et al., 1990; Gutiérrez et 
al., 2005). La razón por la cual las SVMPs PIII resisten la in-
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hibición por esta proteína plasmática no se conoce a 
cabalidad; se ha planteado que la misma se basa en un 
impedimento estructural generado por los dominios adi-
cionales tipo disintegrina y rico en cisteína.  La ausencia de 
inhibición por la α2-macroglobulina explicaría por qué las 
SVMPs PIII son capaces de inducir hemorragia sistémica, en 
tanto las PI generan fundamentalmente hemorragia local, 
ya que al ingresar a la circulación son inhibidas por esta 
proteína plasmática.   Finalmente, podría ser que la mayor 
actividad hemorrágica de las SVMPs PIII se relacione con su 
capacidad para inhibir la agregación plaquetaria, contribu-
yendo así al sangrado generado por la hidrólisis de las proteí-
nas de la MB (Gutiérrez et al., 2005; Kamiguti, 2005). 

la acción de las SVMPs en la piel
Uno de los efectos patológicos que se observa con frecuen-
cia en pacientes envenenados por serpientes de la familia Vi-
peridae es la formación de ampollas o flictenas en la región 
donde es inyectado el veneno. Los estudios experimentales han 
mostrado que este efecto es reproducido en ratones mediante 
inyección con SVMPs purificadas (Jiménez et al., 2008). Se ha 
postulado que esta lesión es consecuencia de la degradación 
proteolítica de componentes de la MB que forma la interfase 
entre la epidermis y la dermis, lo cual ha sido evidenciado me-
diante inmunohistoquímica (Jiménez et al., 2008; Escalante et 
al., 2009). El análisis del exudado colectado a nivel subcutáneo 
en ratones inyectados con una SVMP mostró la presencia de 
diversas proteínas de la matriz extracelular, así como de quera-
tinas (Escalante et al., 2009, 2011a).

las SVMPs y el problema de la deficiente regeneración del 
tejido muscular
Los envenenamientos por mordeduras de serpientes de la fa-
milia Viperidae se caracterizan por una severa necrosis muscu-
lar local. En muchos pacientes, esta necrosis no es seguida por 
un proceso adecuado de regeneración muscular, por lo que se 
generan secuelas permanentes asociadas a pérdida de masa y 
función muscular, con un alto impacto en la calidad de vida de 
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estas personas. Las razones por las cuales está afectado el pro-
ceso de regeneración muscular se ha investigado a nivel experi-
mental. Se ha observado que, cuando se inyectan toxinas que 
inducen mionecrosis, pero que no afectan la microvasculatura, 
la regeneración se desarrolla de manera exitosa (Hernández et 
al., 2011). Sin embargo, cuando los ratones son inyectados con 
una mezcla de miotoxinas y SVMPs hemorrágicas, o cuando se 
inyecta veneno total, la regeneración es deficiente (Hernández 
et al., 2011). Dado que el proceso de regeneración muscular de-
pende de una adecuada perfusión sanguínea al tejido en re-
generación, se ha postulado que la destrucción de la microvas-
culatura por las SVMPs hemorrágicas afecta drásticamente la 
regeneración (Hernández et al., 2011). Además, es probable que 
las SVMPs también afecten las fibras nerviosas de los nervios 
periféricos que llegan al músculo, contribuyendo de esta mane-
ra en la inadecuada regeneración (Hernández et al., 2011).

conclusiones
Las SVMPs juegan unpapel clave en la fisiopatología de los en-
venenamientos por serpientes de la familia Viperidae, al con-
tribuir de manera directa con la patología local y sistémica de 
dichos envenenamientos. Pese a que se ha avanzado de manera 
significativa en la comprensión de la estructura y mecanismo 
de acción de las SVMPs, aún permanecen muchas incógnitas 
relacionadas con los determinantes estructurales de la toxici-
dad y con los mecanismos mediante los cuales estas enzimas 
generan lesión tisular e inflamación. Así mismo, desde la 
perspectiva terapéutica, es muy importante descubrir y desa-
rrollar inhibidores de estas enzimas, los cuales puedan ser uti-
lizados como complemento a los antivenenos en el tratamiento 
de los envenenamientos por mordeduras de serpientes.
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resumen
Sticholysinas (Sts) I y II (StI/II) son toxinas formadoras de po-
ros producidas por la anémona Stichodactyla helianthus, 
pertenecientes a la familia de proteínas actinoporinas. Sts-
carecen de cisteínas  y exhiben una preferencia por  mem-
branas que contienen esfingomielina (EM).  La actividad 
funcional de las Sts depende de la naturaleza físico-química 
de las membranas. La presencia de EM y colesterol o de lípi-
dos que favorecen una estructura no-lamelarpotencia el 
enlace y la formación de poros por estas toxinas. Mutantes 
de StI que incluyen un residuo de cisteínaen regiones fun-
cionalmente relevantes exhibieron diferentes habilidades 
para formar dímeros estabilizados por un puente disulfuro. 
La existencia de una población de dímeros de StI E2C po-
tencia la actividad formadora de poros de este mutante,si 
se compara con la proteína en estado monomérico, lo que 
sugiere que el pre-ensamblaje de las sticholysinas, a través 
de la región N-terminal, facilita la formación de poros. En 
este trabajo, además, se describen algunos resultados ob-
tenidos por nuestro grupo en los estudios de la interacción 

Proteínas Formadoras de Poros de 
Stichodactyla helianthus y sus Aplicaciones en 
la Biomedicina 
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sticholysinas-membrana empleando diferentes modelos de 
membranas, tales como los liposomas unilamelares gigan-
tes. Se comentan algunos de los resultados obtenidos en la 
construcción de inmunotoxinas basadas en Sts y en los es-
tudios de las propiedades inmumoduladora de estas toxinas 
encapsuladas  en liposomas. 

abstract
Sticholysins (Sts) I and II (StI/II) are pore-forming proteins pro-
duced by the anemone Stichodactyla helianthus belonging to 
the protein family actinoporin. Sts are cysteine-less proteins 
with a preference for sphingomyelin(SM)-containing mem-
branes. The functional activity of Sts is critically dependent 
on the physicochemical nature of the membrane. The pres-
ence of SM and cholesterol or lipids favoring a non-lamellar 
structure promotes binding and pore formation. Mutants 
of StI including a cysteine residue in relevant functional re-
gions exhibited different ability to form dimeric structure 
stabilized by a disulfide bond. The presence of a dimerized 
population of theStI E2C mutant enhanceits pore-forming 
activity in comparison with the protein in the monomeric 
state, suggesting that pre-ensemble of sticholysins through 
the N-terminal region facilitate the pore formation. Here we 
additionally describe some results obtained by our group in 
the studies of sticholysinas-membrane interactionuing diffe
rent membrane models, such as giant unilamellar liposomes. 
We comment some results obtained in the construction of 
immunotoxins based onSts and the studies aboutimmun-
modulating properties of these toxins carried by liposomes.
palabras claves: sticholysinas, toxinas formadoras de poros, 
liposomas
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sticholysinas i y ii, dos proteínasformadoras de poros-
producidaspor la anemona Stichodactyla helianthus
Las citolisinas son proteínas que producen la lisis de las célu-
las al interactuar con sus membranas citoplasmáticas. Cuando 
esta acción lítica es debido a la formación de poros en mem-
branas son denominadas porinasó proteínas formadoras de 
poros (PFP). Sticholysinas I y II (StI y StII) son PFP purificadas 
de la anémona Stichodactula helianthus que poseen eleva-
dos pI con masas moleculares de aproximadamente 20 kDa, 
carentes de residuos de cisteínas y una estructura orga-
nizada predominantemente en hoja beta (Lanio et al., 2001; 
Martínez et al., 2001; Menestrina et al., 1999).  Ambas toxinas 
exhiben una elevada homología e identidad en sus secuen-
cias aminoacídicas (Huerta et al., 2001) y forman poros oligo-
méricos (3-4 monómeros) en membranas modelos y natu-
rales, con un diámetro hidrodinámico aproximado de 2 nm 
(Tejuca et al., 2001). Debido a sus propiedades funcionales y 
por ser obtenidas del orden Actiniaria, StI y StIIhan sido inclu-
idas en la familia de PFP, más numerosas y estudiadas, cono-
cidas como Actinoporinas (Kem, 1998). Las estructuras 3D 
en solución de equinatoxina II (EqtII) de la anémona Actinia 
equina (EqTII), de StII(Figura 1) y de fragaceatoxina C (FraC) 
de la anémona Actinia fragacea(FraC) han sido resueltas en 
sus conformaciones solubles por cristalografía y difracción 
de rayos-X (Athanasiadis et al., 2001; Mancheño et al., 2003; 
Mechaly et al., 2011). La resonancia magnética nuclear (RMN) 
también fue utilizada para determinar la estructura 3D de 
EqTII y StI (Hinds et al., 2002; Castrillo et al., 2009),
La elevada similitud estructural entre EqTII, FraC, StII y StI 
permite identificar los siguientes elementos estructura-
les comunes (Figura 1): un núcleo central de hojas-β en un 
plegamiento de sándwich-β,  un sitio de unión interfacial 
(SUI) resuelta a partir de la estructura 3D del complejo StII-
fosfocolina (POC, Mancheño et al., 2003) y dos hélices α, ori-
entadas perpendicularmente una con relación a la otra en 
caras opuestas del sándwich-β. La primera hélice α, próxima 
al extremo amino, posee características anfipáticas y se ha 
sugerido que puede separarse del sándwich-β sin producir 
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grandes cambios estructurales en la proteína durante la in-
teracción con membranas. La segunda hélice α se encuentra 
formando parte del  SUI (Athanasiadis et al., 2001; Mancheño 
et al., 2003; Mechaly et al., 2011).

Figura 1: Estructura de Sticholysina II
(A) Representación en cintas de la estructura de StII (PDB: 1O72-A). Los 
segmentos en rojo representan las hélices α, en azul las hojas β y en 
gris los giros β y lazos. La molécula de fosforilcolina (POC) se encuentra 
representada en la cavidad de su sitio de unión. 
(B) Sitio de unión interfacial (SUI). Las cadenas laterales de los aminoá-
cidos que forman el sitio de unión a POC y la agrupación de aminoá-
cidos aromáticos se encuentran representados de la siguiente manera: 
en verde, los hidrofóbicos (Phe106, Tyr111, 131, 135, 136 y Trp110, 114), en 
naranja los hidrofílicos (Ser52, 103, Val85 y Pro105). En azul se representa 
la cadena lateral de la Arg51 que pudiera contribuir a estabilizar el 
grupo fosfato de POC (Mancheño et al., 2003).

influencia de los lípidos sobre la actividad formadora de 
poros de las sticholysinas
Existen diferentes interpretaciones sobre la función de los 
lípidos en la interacción de las actinoporinas con las mem-
banas. Cada paso consecutivo en el complejo proceso de 
formación de poros  pudiera ser influido por una única ca-
racterística de la molécula lipídica, una combinación de su 
propiedades o por parámetros físicos que se originan de 
la naturaleza de los lípidos en las membranas  (Anderluh 

A B
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y Macek, 2002). Diferentes propiedades de las membranas 
modifican el enlace-inserción a la membrana y la formación 
del poro por las PFP, tales como el parámetro de orden de las 
cadenas de ácidos grasos, la constante dieléctrica y el es-
pesor (Macek et al., 1997), la transición de fase gel a liquido 
cristalino (Poklar et al., 1999), defectos estructurales con la 
aparición de microdominios (Barlic et al., 2004) y la curva-
tura de la membrana (Macek et al., 1994; Alvarez-Valcarcel et 
al., 2001).
Para las actinoporinas se ha demostrado que la capacidad 
lítica depende de la presencia de EM en las membranas por 
lo que se ha propuesto que este lípido constituye un recep-
tor para estas PFP, favoreciendo el enlace irreversible y la 
formación de poros en membranas modelos (Alvarez-Val-
carcel et al., 2001; Martinez et al., 2007).  En efecto, vesículas 
unilamelares grandes (LUV) constituidas por mezclas equi-
molares  de fosfatidilcolina (PC)  y EM han sido las mejores 
blancos de la actividad permeabilizante de las sticholysinas 
(Tejuca et al., 1996; Alvarez-Valcarcel et al., 2001). Al parecer 
las actinoporinas reconocen la EM a nivel de grupo polar 
y de la cermida (Macek et al., 1994). Teniendo en cuenta la 
existencia de un sitio de enlace de POC en las actinoporinas 
(Mancheño et al., 2003), un problema aún no resuelto es la 
naturaleza de los elementos estructurales que permiten que 
estas proteínas discriminen entre EM y PC. 
 En LUV exclusivamente constituidos por PC y colesterol 
(chol) StII forma poros aún cuando esta  toxina exhibe una 
baja asociación con estos lípidos (De los Ríos et al., 1998; 
Martínez et al., 2007). Sin embargo, la presencia de EM y chol 
en la membrana favorece significativamente el enlace y la 
actividad  de permeabilización de StII (Martínez et al., 2007). 
Mezclas de PC, EM y chol pueden formar los así llamados 
microdominios, los cuales difieren en sus propiedades físico-
químicas del resto de la estructura de membrana, predomi-
nando una fase semejante a la líquido-ordenada rodeada de 
una fase líquido desordenada (Simons y Vaz, 2004). El enlace 
y la formación de poros por las actinoporinas resulta no-
tablemente potenciado frente a estas mezclas ternarias que 
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presumiblemente presentan estos microdominios (Barlic et 
al., 2004; Alegre-Cebollada et al., 2006; Martinez et al., 2007).
La influencia de otros lípidos sobre la actividad functional 
de StI y StII también ha sido estudiada. Alvarez-Valcárcel et 
al. (2001) demostraron que la inclusión de una pequeña pro-
porción (5 %) de un fosfolípido cargado negativamente en 
LUV de PC:EM  potencia  la actividad permeabilizante de las 
sticholysinas. De manera interesante, similar  efecto booster 
fue observado con lípidos zwiterionicos y en una menor 
extensión con el lípido cargado positivamente estearilamina, 
lo que era indicativo que este efecto no era el resultado de 
interacciones electrostáticas entre las sticholysinas  y la su-
perficie negativa de las vesículas. Un resultado relevante 
que posibilitó sugerir la formación por estas toxinas de un 
poro toroidal en las membranas liposomales, fue el hallazgo 
de que estas proteínas eran capaces de  propiciar un incre-
mento del movimiento flip-flop o transbicapa de los lípidos 
en estas membranas, lo que era indicativo de una disrup-
ción local de la estructura de bicapas. De manera, que es 
posible que la presencia de cantidades pequeñas de lípidos 
que favorecen esta organización no-lamelar pudiera también 
aumentar la eficiencia de formación de poros. Espectros 
de resonancia paramagnética electrónica de sondas espín 
obtenidos con liposomas que contienen ácidos grasos con 
un nitróxido en diferentes posiciones de la cadena hidrocar-
bonada y en presencia de StII, han demostrado la no interac-
ción de la proteína con los grupos metilenos más cercanos 
al grupo metilo terminal, lo cual pudiera justificarse por la 
estructura de un poro toroidal  (Alvarez et al., 2003).
La estructura del poro formado por las actinoporinas no ha 
sido visualizada, pero el conjunto de las cuatro hélices-α que 
lo forman son relativamente más pequeñas que las dimen-
siones experimentales del poro (diámetro ~ 2 nm) (Tejuca 
et al., 1996; Álvarez et al., 2001; Kristanet al., 2009). Esto 
apoya el hecho de que  las paredes del poro deberían estar 
formadas no sólo por las hélices-α de los monómeros, sino 
también por las cabezas polares de los lípidos de las mem-
branas (Álvarez et al., 2001 y 2003; Anderluh y Maček, 2003). 
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Sin embargo, recientemente a partir de los estudios realiza-
dos con FraC mediante cristalografía en presencia de deter-
gente y difracción de rayos X, ha sido sugerida la existencia 
de un poro oligomérico en forma de corona formado por 
nueve monómeros (Mechalyet al., 2011). Los estudios de crio-
microscopía electrónica de la FraC en presencia de vesículas 
liposomales compuestas de cantidades equimolares de PC 
y SM y con el empleo de la estructura 3D cristalográfica de 
esta toxina, permitieron modelar la estructura de un poro 
cónico en forma de embudo formado por nueve monómeros 
cuyas paredes del canal están constituidas exclusivamente 
por nueve hélices-α y cuyo diámetro interno coincide con el 
ya previamente informado. En los próximos años se deberán 
desarrollar estrategias experimentales  para validar uno de 
los dos modelos, poro toroidal o poro cónico, con el empleo 
de las diferentes actinoporinas cuya estructura 3D se en-
cuentra resuelta y en escenarios lipídicos diferentes.

liposomas unilamelares gigantes (guv), contribución al 
estudio de la interacción sticholysinas-membrana
Las vesículas unilamelares gigantes (GUV) constituyen otra 
excelente herramienta para el estudio de la interacción de 
moléculas bioactivascon membranas modelos, como es el 
caso de las actinoporinas. Las GUVson del orden de tamaño 
de las células (10 a 100 µm) y pueden ser observadas por 
microscopia óptica. De manera análoga a otras vesículas 
liposomales, es posible investigar el papel de los lípidos en la 
interacción sticholysinas-membrana, modificando la com-
posición de las bicapas lipídicas de las GUV. Las GUV pueden 
ser formadas encapsulando un interior acuoso que contiene 
sacarosa y dispersadas en una solución de glucosas de la 
misma osmolaridad, para evitar efectos osmósticos. Esta 
asimetría de los azucares origina un contraste óptico de-
bido a los índices de refracción de la luz diferentes de cada 
azúcar. En la figura 2A se muestra un conjunto de GUV ob-
servadas por microscopia óptica en el modo de contraste de 
fase, en tanto en la figura 2Bse representanlas GUV después 
de 15 minutos de la adición de 3 nM deStI. Es posible obser-
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var claramente una pérdida de contraste óptico de las GUVs, 
debido a la formación de poros en la membrana, lo que posi-
bilita el intercambio entre el medio interno y  externo de las 
vesículas.

Figura 2: Efecto de StIsobre GUVconstituidas porpalmitoiloleil PC 
(POPC):EM:Chol (15:50:35) observadas en el modo de contraste de 
fase
(A) GUV en ausencia de StI
(B) GUV después de 15 minutos de la adición de3 nM de StI, evidenci-
ando una completa pérdida de contraste óptico de las GUV debido a la 
formación de poros.

Actualmente, estamos investigando la cinética de formación 
de poros de StI y StIImediante la pérdida del contraste óptico 
de las GUV  compuestas por POPC, EM y Chol en diferentes 
proporciones, con el propósito de estudiar la relevancia de la-
presencia  de EM y Chol en el  modo de acción de estas toxi-
nas. Adicionalmente, con el empleo de las GUV se ha podido 
investigar la acción de las sticholysinas en liposomas cuya 
composición lipídica presenta coexistencia de fases Ld-Lo. En 
la figura 3se presentan GUV después de la adición de 3 nM 

A B
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de StI: (A) modo de fluorescencia, destacando los domi-
nios Ld-Lo; (B) el mismo conjunto de GUV en el modo de con-
traste de fase evidenciando una pérdida de contraste óptico. 
Estos resultados indican que StI es capaz de formar poros en 
la membrana, sin modificar la coexistencia de fases Ld-Lo.

A B

Figura 3:GUVsconstituídas por dioleil PC (DOPC):EM:Chol (1:1:1) en 
presencia de 3 nM de StI
(A)modo de fluorescencia
(B) modo de contraste de fase

mutantes de cisteína de sticholysina i, 
una estrategia para el estudio de la relación 
estructura-función de las sticholysinas.

El laboratorio de Toxinas y Liposomas del CEP-UH  ha diseña-
do y obtenido mutantes a partir de Sticholysina I recombi-
nante (StIr) (Pazos et al., 2006), que contienen un residuo de 
cisteína en posiciones funcionalmente importante para las 
actinoporinas: el dominio rico en aminoácidos aromáticos 
que forma parte  del SUI de las actinoporinas y que inter-
actúa con la membrana  (Hong et al., 2002; Mancheñoet al., 
2003) (StIR52C y StI W111C) y el segmento N-terminal, proba-
blemente involucrado en la formación del poro (Malovrh et 
al, 2003) (StIE2C y StIF15C).   Estas mutantes de cisteína consti-
tuyen una herramienta valiosa para el estudio de la relación 
estructura-función de las actinoporinas y además, permiten 
el marcaje de estas toxinas mediante la introducción de 
sondas de espin y sondas fluorescentes para el estudio de 
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la interacción con membranas mediante espectroscopia de 
resonancia paramagnética electrónica y espectroscopia de 
fluorescencia.
Aproximadamente el 80% de los mutantes obtenidos de 
EqtII y StII son simples o dobles mutantes de cisteína cuya 
caracterización funcional ha permitido analizar la importan-
cia de diferentes residuos aminoacídicos para la unión a las 
membranas y la formación de los poros (Malovrhet al., 2003; 
Hong et al., 2002; Gutiérrez-Aguirre et al., 2004;Kristanet al., 
2007; Alegre-Cebollada et al., 2008). Los mutantes de cis-
teína de StIr se obtuvieron mediante reacción en cadena de 
la ADN polimerasa usando como molde el vector pET3a-stIr. 
Se expresaron en células de E. coliBL21(DE3)pLysS y se purific-
aron según Pazos et al. (2006) y Valle et al. (2011). La caracter-
ización conformacional realizada mediante espectroscopía 
de dicroísmo circular y espectroscopía de fluorescencia de-
mostró que las sustituciones de Glu2, Phe15, Arg52 y W111 por 
cisteína no modifican las características conformacionales 
de StIr (Valle et al., 2001;   López et al., 2011).
La introducción de residuos de cisteína en estas moléculas 
favorece la formación de dímeros mediante puentes disul-
furo. La agregación dimérica en estas mutantes depende 
de la orientación estructural óptima de los residuos de cis-
teína, sus grados de exposición a la superficie molecular y la 
reactividad de sus grupos sulfihidrilos (Creighton, 1988). StI 
W111C presenta una elevada tendencia a dimerizar (aproxi-
madamente más de un 90% en solución), lo cual pudiera es-
tar relacionado con el elevado nivel de exposición del residuo 
W111 en la molécula. StI W111C conserva elevada actividad he-
molítica mientras que la molécula dimérica pierde su activi-
dad formadora de poros debido a la imposibilidad de unirse 
a la membrana (Pentonet al., 2011).  La tendencia a dimerizar 
del resto de las toxinas fue StIE2C>StIR52C>StIF15C, con una 
dependencia de la concentración de la proteína en solución 
(Valle et al., 2011).
 El residuo Phe14 de StII, que corresponde al residuo Phe15 

de StI, participa en la estabilización de la unión del N-termi-
nal al núcleo central de hojas-β (Alegre y Cebollada, 2004). La 
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introducción del residuo de cisteína en StIF15C provocó cam-
bios en su capacidad de interacción con modelos de mem-
branas, sin embargo, no afectó la capacidad de formación 
de poros del mutante, por lo que este residuo aminoacídico 
pudiera ser importante en las etapas iníciales de interacción 
de las sticholysinas con las membranas (Valle et al., 2011). 
Mancheñoet al., (2003) plantearon que en StII el residuo Arg51 
se encuentra localizado próximo al sitio de unión de POC 
dentro del SUI y pudiera estabilizar la unión de la proteína a 
la membrana mediante interacciones de tipo electrostático 
con la carga negativa de POC. La sustitución de Arg52 por 
cisteína en StIr no modificó su capacidad de interacción con 
las monocapas lipídicas y SUV pero disminuyó su actividad 
formadora de poros. Estos resultados indican que la Arg52 
es importante para las etapas subsiguientes a la unión de 
la toxina a la membrana y que conducen a la formación de 
un poro funcional (Valle et al., 2011). Resultados similares se 
obtuvieron cuando se sustituyó la Ser54 de EqTII por cisteína  
lo cual provocó una disminución de su actividad hemolítica 
sin modificación de la unión a membranas (Anderluhet al.,  
1999).
La interacción con membranas y la actividad formadora de 
poros de StIE2C resultó similar a la de StIr.  Sin embargo, se 
encontró que la presencia de agregados diméricos de StIE2C 
en solución estabilizados por enlace disulfuro incrementa 
de manera significativa la capacidad permeabilizante de la 
toxina y su actividad hemolítica frente a eritrocitos huma-
nos. Los dímeros de StIE2C preformados fueron capaces de 
interactuar con las membranas y potenciar la acción forma-
dora de poros de StIr. Este hallazgoconstituye una primera 
evidencia experimental que sugiere un papel relevante de-
oligomeros preformados en solución en el mecanismo de 
formación de poros de las actinoporinas. De manera que, 
StIE2C constituye una herramienta valiosa para el estudio 
del mecanismo de formación de poros de las actinoporinas 
(Valle et al., 2011).
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aplicaciones potenciales de las sticholysinas 
en la biomedicina
El estudio de las potenciales aplicaciones de las sticholysinas 
en la biomedicina o en la nanobiotecnologíademanda de un 
mayor conocimiento de los complejos procesos de formación 
de poros y un esclarecimiento de cada una de las etapas del 
mecanismo, el cual puede ser analizado desde la proteína o 
desde la membrana, o desde ambos. Aspectos  que resultan 
además de interés son los relacionados con las diferencias 
de actividad funcional existentes entre de StI y StII y los re-
querimientos lipídicos para la interacción con las membra-
nas y la consecuente formación de poros.
Entre las aplicaciones potenciales de las Sts en la biome-
dicina se encuentran la construcción de inmunotoxinas con-
tra células indeseadas (Tejuca et al., 1999, 2004, 2009) y el 
diseño de sistemas para la liberación controlada de drogas y 
macromoléculas al citosol celular, como ha sido demostrado 
para ciertas porinas bacterianas (Provoda y Lee, 2000). 
Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas construidas 
mediante la unión química o genética de toxinas y molécu-
las que direccionalizan la actividad citotóxica hacia la elimi-
nación selectiva de células no deseadas. Ejemplos de célula 
blanco lo constituyen las tumorales, células infectadas por 
virus, subpoblaciones de células normales y células para-
sitarias. Las toxinas más utilizadas en la construcción de 
inmunotoxinas han sido aquellas que actúan intracelular-
mente, afectando la síntesis proteica de la célula blanco, 
mientras que  anticuerpos monoclonales (AcMs), inter-
leuquinas, factores reguladores del crecimiento celular y 
hormonas han sido empleados como agentes direcciona-
lizadores. 
El empleo de toxinas que actúan sobre la membrana celular 
constituye una alternativa atractiva para el diseño de nue-
vas inmunotoxinas, debido a que su mecanismo de acción 
no requiere de internalización celular. Las actinoporinas 
pudieran resultar entidades moleculares interesantes para el 
logro de preparaciones inmunotóxicas altamente eficientes 
y específicas..
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StI fue conjugada a ior C5, AcM que reconoce al Ag tumor 
asociado ior C2, presente en tumores de colon (Tejuca et al., 
2004). El estudio de la capacidad de unión del conjugado 
obtenido usando la línea celular de cáncer de colon SW948 
demostró que la molécula híbrida se une a la célula tumoral 
a través del AcM y no a través de la zona de unión de la citoli-
sina. En correspondencia, el conjugado mostró mayor especi-
ficidad en su efecto tóxico frente a la línea celular de cáncer 
de colon, en comparación con lacitolisina libre. Sin embargo 
no se logró con este conjugado eliminar la actividad ine-
specífica (Tejuca et al, 2004).
Con el objetivo de reducir la toxicidad no específica de los 
conjugados basados en PFP, se han diseñado y obtenido 
variantes inactivas de PFP, activables únicamente ante de-
terminados estímulos biológicos asociados a los tumores. 
Una de las propiedades utilizadas por los investigadores 
para la activación específica de estos sistemas, es la sobre-
expresión de proteinasas en el contexto tumoral. El mutante 
StI W111C con un residuo de cisteína en la región de unión a 
la membrana (Penton et al., 2011) ha sido empleado para la 
construcción de inmunotoxinas activables por proteinasas 
asociadas a tumores. La unión de un AcM a través de este 
residuo provocaría la inactivación temporal de la toxina y 
la activación ocurriría mediante el corte proteolítico de un 
péptido que uniría a ambas entidades a través de la cis-
teína 111. El uso de este mutante fue validado dado que su 
variante dimérica, estabilizada por un puente disulfuro, no 
exhibe capacidad de unión a las membranas biológicas y su 
actividad funcional se recupera en un medio reductor. Este 
resultado demuestra que es posible eliminar la actividad 
inespecífica de las inmunotoxinas basadas en actinopori-
nas, mediante la conjugación del AcM en la zona de unión 
de la toxina a la membrana (Tejuca et al, 2009). La construc-
ción de inmunotoxinas activables por proteinasas asociadas 
a tumores a partir del mutante StI W111C se encuentra en 
fase de desarrollo.Una inmunotoxina basada sólo en la por-
ción N-terminal de las actinoporinas unido a un elemento 
direccionalizador que posibilite un aumento de la actividad 
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citotóxica específica de esta secuencia hacia la célula blanco, 
constituyen otra alternativa con algunas ventajas adicio-
nales, como es la factibilidad de producir inmunotoxinas 
recombinantes, la reducción de la inmunogenicidad, mayor 
homogeneidad y producción más económica (Tejuca et al., 
2009).
La vehiculización de Sts, conjuntamente con un antígeno, 
en nanopartículas como los liposomas, pudiera constituir 
una alternativa para la direccionalización de esta molécula 
al citosol de las células presentadoras de antígenos (APC), de 
manera de favorecer una inmunidad mediada por células 
de linfocitos T citotóxicos CD8+ (CTL).  Los liposomas con su 
contenido serán preferencialmente fagocitados por las APC 
(macrófagos y dendríticas) y en las vesículas endosomales 
donde ellos experimentan un proceso de desestabilización 
(Gregoriadis, 1990,Rao y Alving, 2000), se favorecerá la liber-
ación del antígeno y de St.  Un proceso no muy bien estudia-
do y conocido como endosomolisis (Provoda y Lee, 2000) se-
guirá a este evento como resultado de la formación de poros 
de St, favoreciendo el acceso del antígeno al citosol celular. Si 
bien se ha informado ampliamente las propiedades inmuno-
moduladoras de las toxinas formadoras de poros de origen 
bacteriano para la inducción de una respuesta CTL especí-
fica a antígenos, empleando diferentes estrategias que in-
cluye su vehiculización en liposomas (Dietrich et al., 2001), 
nada se ha referido a las toxinas funcionalmente homólogas 
y provenientes de organismos eucariontes marinos. 
Atendiendo a la homología funcional de las sticholysinas 
con las PFP de origen bacteriano, era posible presuponer que 
ellas exhibieran capacidad para modular una respuesta in-
mune celular antígeno-específicade tipo CTL.  En una pri-
mera etapa se diseñó una vesícula liposomal constituida por 
dipalmitoil PC (DPPC) y chol, donde las sticholysinas no ex-
hibieron capacidad permeabilizante, por lo que fue posible 
su encapsulación con elevada eficiencia,junto a un antígeno 
modelo como la ovoalbúmina (OVA) (Lanio et al., 2010). In 
vivo, estas vesículas liposomales, que co-encapsulaban 
cualquiera de las variantes de sticholysinas y OVA, fueron ca-
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paces de potenciar en ratones la respuesta CTL específica al 
antígeno, en comparación con las preparaciones liposomales 
que sólo contenían OVA. El mutante StI W111C en su forma 
de dímero reversiblemente inactivo, estabilizado por enlaces 
disulfuro,indujo también una potente respuesta inmune CTL 
contra OVA cuando se administró co-encapsulado con el an-
tígeno.  Sólo en un entorno reductor como el interior celular 
o endosomal se debe facilitar el tránsito de este mutante a la 
estructura monomérica activa, por lo que esta preparación
vacunal, siendo más segura en términos de un menor efecto 
tóxico inespecífico, fue capaz de inducir una respuesta CTL 
similar a los liposomas que contenían StI/StII. De manera 
interesante, liposomas que contenían una variante del mu-
tante StIW111C dimérico irreversiblemente inactivo, fueron 
capaces de inducir una respuesta inmune celular específica 
a OVA similar a las preparaciones vacunales que contiene 
cualquiera de las variantes de sticholysinas salvajes. Esto su-
giere una dependencia no absoluta del efecto inmunomodu-
lador de las sticholysinasy su capacidad de formar poros en 
las membranas. La funcionalidad de la respuesta CTL poten-
ciada por la preparación liposoma y sticholysinase eviden-
ció en un ensayo antitumoral, en un escenario preventivo, 
donde se observó un incremento del porcentaje de animales 
sin tumor y de la sobrevida en ratones inmunizados con esta 
preparación vacunal y retados con células tumorales que 
expresan OVA. Estas propiedades inmunomoduladoras de 
las Sticholysinas encapsulada en liposomas, probablemente 
se asocien con su estructura molecular particular y propie-
dades membranotrópicas. En estos momentos se profundiza 
en las características de la respuesta inmune inducida por 
la combinación liposomas y sticholysinas y en sus aspectos 
mecanísticos.
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resumen
El Instituto Clodomiro Picado (ICP) es un instituto de inves-
tigación adscrito a la Facultad de Microbiología de la Uni-
versidad de Costa Rica, el cual se dedica al estudio de los 
venenos de serpiente; y al desarrollo y producción de los 
antivenenos que se consumen en Centroamérica y en otras 
regiones afectadas por el problema del ofidismo. En el ICP se 
emplean caballos como fuente de inmunoglobulinas y los 
antivenenos son formulados con moléculas de inmunoglo-
bulinas completas, que son purificadas por precipitación 
con ácido caprílico y son formuladas como solución inyec-
table o como polvo liofilizado. El presente resumen sintetiza 
los conceptos básicos que sustentan el diseño del proceso de 
producción del ICP.  
palabras clave: Veneno de serpiente; antiveneno; 
ácido caprílico; IgG.

abstract
Instituto Clodomiro Picado (ICP) is a research institute 
attached to the Microbiology Faculty of the Universidad de 
Costa Rica, dedicated to the study of snake venoms; and to 
the development and production of the antivenoms con-
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sumed in Central America and other regions affected by 
ophidism. In the ICP, horses are used as immunoglobulin 
source and antivenoms are formulated using whole immu-
noglobulin molecules, purified by caprylic acid precipitation 
and formulated as solutions for injection or as lyophilized 
powder. This overview summarizes the basic concepts un-
derlying the design of the production process of the ICP.
key words: Snake venom; antivenom; caprylic acid; IgG.

introducción
El envenenamiento por mordedura de serpiente es un pro-
blema de salud importante en muchos lugares del mundo 
(Kasturiratne et al., 2008), particularmente en los países 
tropicales, donde las condiciones climáticas (temperatura 
y humedad relativa cercana a los 30°C y 70%, respectiva-
mente) favorecen la proliferación de serpientes; y las condi-
ciones económicas limitan la accesibilidad a antivenenos de 
calidad y el establecimiento de cadenas de frío para el alma-
cenaje y distribución de este tipo de medicamentos 
(Gutiérrez et al., 2009).
     Por otra parte, la poca rentabilidad económica de la co-
mercialización de antivenenos, hace que pocos laboratorios 
productores asuman el suministro de las zonas más vulne-
rables en América Latina, Asia y África. El desabastecimiento 
producido por la falta de oferta de antivenenos, ha favore-
cido el surgimiento de un mercado inescrupuloso de pro-
ductos con calidad deficiente, o que del todo no son eficaces 
para el tratamiento de los envenenamientos que ocurren en 
una región particular.
     Los antivenenos ofídicos son soluciones de inmunoglobu-
linas que tienen la capacidad de neutralizar los efectos tóxi-
cos inducidos por los diferentes componentes de los vene-
nos de serpiente. El procedimiento general empleado para 
la producción industrial de antivenenos no ha cambiado 
sustancialmente desde las primeras formulaciones comer-
ciales producidas a principios del siglo XX. Sin embargo, la 
incorporación constante de nuevo conocimiento científico 
ha permitido la mejora de la eficiencia de los procesos de 
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producción, y de la eficacia, efectividad y seguridad de las 
formulaciones actuales.
     El presente resumen sintetiza los conceptos básicos que 
sustentan el diseño del proceso de producción de antive-
nenos del Instituto Clodomiro Picado (ICP), incluyendo la 
manutención de la colección de serpientes dedicada a la 
producción de veneno, la inmunización de animales para la 
producción de anticuerpos anti-veneno (León et al., 2011) y la 
purificación de esos anticuerpos para su posterior formu-
lación como solución inyectable (Gutiérrez et al., 2011). 

manutención de serpientes y producción de veneno.
La manutención en cautiverio de una colección de ser-
pientes venenosas, es la forma más común para establecer 
una fuente permanente del veneno que se consume en los 
esquemas de inmunización y en los ensayos de control de 
calidad requeridos para la elaboración de antivenenos. El 
número de ejemplares que deben conformar la colección 
se determina considerando la productividad de veneno por 
individuo y el consumo proyectado. Por ejemplo, para la pro-
ducción del antiveneno anti-coral que se consume en Cen-
troamérica, es necesario emplear cerca de 300 mg de vene-
no de la serpiente Micrurus nigrocinctus. Considerando que 
cada serpiente de esta especie produce cerca de 15 mg de 
veneno al año, puede calcularse que la colección de corales 
debe estar conformada por al menos 20 ejemplares. 
     En el caso del ICP, la colección de corales está conformada 
por 80 serpientes. Para la manutención de estos ejemplares 
se emplea una dieta basada en sus presas naturales (ser-
pientes de los géneros Geophis y Ninia), complementada con 
una dieta alternativa a base de pescado (Chacón et al., 2012). 
Los animales alimentados de esta manera han logrado ser 
mantenidos en cautiverio durante un tiempo que en prome-
dio supera los dos años.

producción de plasma hiperinmune.
En el mundo, la mayor parte de los laboratorios productores 
de antivenenos emplean caballos como fuente de inmuno-
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globulinas. Sin embargo, también existen formulaciones 
comerciales preparadas con anticuerpos ovinos. También, 
antivenenos experimentales han sido preparados con an-
ticuerpos de otras especies como cabras, camellos, llamas, 
burros y gallinas (Gutiérrez et al., 2011; León et al., 2011). 
     La mayor parte de la capacidad neutralizante de los anti-
venenos preparados en caballos es debida a anticuerpos de 
las clases IgG3 e IgG5, anteriormente conocida como IgG(T) 
(Fernandes et al., 1991). Debido a que estas inmunoglobuli-
nas son altamente glicosiladas, ha sido sugerido que su in-
munogenicidad debe ser mayor que la de inmunoglobulinas 
de otras especies, como por ejemplo las de oveja (Sjostrom 
et al., 1994). Sin embargo, un estudio reciente mostró dife-
rencias mínimas en la incidencia de reacciones adversas in-
ducidas por antivenenos de origen equino y de origen ovino 
(Abubakar et al., 2010).
     Por otra parte, las inmunoglobulinas de camélidos tam-
bién han sido empleadas para la formulación de antive-
nenos ofídicos (Fernández et al., 2010). Estos antivenenos 
presentan dos tipos de anticuerpos: 1- Anticuerpos hetero-
tetraméricos (~160kDa) conformados por dos cadenas pesa-
das idénticas y dos cadenas livianas idénticas, y 2- Anti-
cuerpos homodiméricos (~100 kDa), conocidos también 
como anticuerpos de cadena pesada, los cuales correspon-
den a las subclases IgG2 e IgG3 y están compuestos única-
mente por dos cadenas pesadas idénticas.
     Anticuerpos antiveneno de la clase IgY (~180kDa) pueden 
ser purificados a partir de la yema de los huevos de 
gallina. Algunos investigadores han sugerido que la pro-
ducción de antivenenos formulados con IgY podría resultar 
más económica que la producción de antivenenos de origen 
equino (de Almeida et al., 2008). Esta hipótesis está siendo 
evaluada en el ICP mediante el estudio de la composición del 
veneno de la serpiente Taipán (Oxyuranus scutellatus) de 
Papúa Nueva Guinea (Herrera et al., 2012) y la comparación 
de su inmunogenicidad en caballos (Vargas et al., 2011) y en 
gallinas. 



63

Una vez seleccionada la especie empleada como fuente de 
inmunoglobulinas, debe diseñarse un esquema de inmuni-
zación. Es decir, una serie de inyecciones de veneno (o venenos) 
cuya dosis, vía de administración y frecuencia de aplicación son 
definidas con el fin de estimular la producción de anticuerpos. 
El uso de adyuvantes inmunológicos contribuye a mejorar el 
efecto inmunoestimulador del veneno y a incrementar la capa-
cidad neutralizante de los anticuerpos producidos (León et al., 
2011).
     Hasta ahora, las emulsiones simples agua/aceite (como el 
adyuvante de Freund) han sido las más eficaces en incrementar 
las respuestas por anticuerpos contra veneno de serpiente. Sin 
embargo, la severidad de las lesiones que producen en el sitio 
donde se inyectan, limita su uso a las primeras etapas de los 
esquemas de inmunización. Por eso, los refuerzos subsecuentes 
son administrados empleando otros adyuvantes como las sales 
minerales (León et al., 2011).
     La inmunización de animales puede ser realizada empleando 
como antígeno uno o varios venenos, para producir antive-
nenos monoespecíficos o poliespecíficos, respectivamente. A 
su vez, los antivenenos poliespecíficos pueden ser producidos 
mediante dos estrategias: a) inmunizando con una mezcla 
de venenos, o b) mezclando antivenenos monoespecíficos. La 
selección de la estrategia empleada en la producción de anti-
venenos poliespecíficos debe considerar que algunos venenos 
poseen actividad inmunosupresora, y por eso deben realizarse 
experimentos para determinar los efectos cruzados en las 
respuestas por anticuerpos contra los venenos empleados 
como coinmunógenos (dos Santos et al., 2011).
     La constitución genética de los individuos inmunizados es 
otro factor que determina la capacidad neutralizante de los 
plasmas obtenidos. Estas diferencias individuales se hicieron 
evidentes en un estudio en el que, de un grupo de animales in-
munizados de la misma manera con los venenos de las serpien-
tes Protobothrops mucrosquamatus y Viridovipera stejnegeri, 
solo algunos alcanzaron capacidades neutralizantes superiores 
a las especificaciones establecidas para la producción de anti-
venenos (Villalta et al., 2012)
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selección de la molécula empleada como principio activo.
Durante décadas ha sido considerado que los antivenenos 
formulados empleando fragmentos F(ab’)2 como sustancia 
activa son más seguros y eficaces que los que emplean in-
munoglobulinas completas (IgG). Por eso en la actualidad, 
la mayoría de los laboratorios productores de antivenenos 
formulan sus productos empleando fragmentos F(ab’)2.
     La presunción de la mayor seguridad de los antivenenos 
formulados con fragmentos F(ab’)2 se fundamenta en la 
consideración de que la mayoría de las reacciones tempra-
nas inducidas por antivenenos, son producidas por anafilo-
toxinas liberadas como consecuencia de la activación de la 
vía clásica del complemento. Entonces se ha considerado que 
por no poseer el  fragmento Fc, los fragmentos F(ab’)2 son 
incapaces de activar la vía clásica del complemento y por lo 
tanto se ha asumido que estos antivenenos deben inducir 
reacciones adversas tempranas con una incidencia menor 
que los que usan IgG. Sin embargo, un estudio clínico 
reciente demuestra que antivenenos formulados con IgG ó 
con F(ab’)2 no difieren en la incidencia de las reacciones ad-
versas que inducen (Otero et al., 2012).
     Por otra parte, en comparación con las IgG’s, los frag-
mentos F(ab’)2 poseen mayor volumen y velocidad de distri-
bución. Esto es debido a las diferencias entre las masas de 
ambas moléculas. Con base en esas diferencias farmacocié-
ticas, se ha asumido que los antivenenos formulados con 
fragmentos F(ab’)2 deben ser más eficaces que los formula-
dos con IgG. Sin embargo, la evidencia clínica señala que los 
antivenenos formulados con IgG o con F(ab’)2 no difieren en 
su eficacia (Otero et al., 2012). Es posible que este resultado 
se deba a que las alteraciones de permeabilidad en la mi-
crovasculatura de la localidad donde el veneno es inyectado, 
hacen que la pared capilar no presente selectividad en la 
extravasación de moléculas de IgG o de fragmentos F(ab’)2 
(Gutiérrez et al., 2003).
     Por otro lado, tanto antivenenos formulados con IgG o con 
F(ab )́2 han mostrado ser muy eficaces para neutralizar la 
letalidad y los principales efectos sistémicos producidos por 
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los venenos de serpiente, pero poco eficaces en el control de 
los efectos locales (Gutiérrez et al., 2011). La pobre neutra-
lización de los efectos locales puede atribuirse a la rapidez 
con la que estos efectos se desarrollan y a la falta de corre-
lación entre las propiedades toxicocinéticas de los venenos y 
la farmacocinética de los antivenenos (Gutiérrez et al., 2003).

purificación de inmunoglobulinas 
y formulación de antivenenos.
Desde las primeras formulaciones que consistían en pre-
paraciones crudas de inmunoglobulinas, los procedimien-
tos de elaboración de antivenenos han adaptado diferentes 
técnicas físico-químicas para separar las inmunoglobulinas 
de los contaminantes proteicos propios del plasma. En ge-
neral, esas técnicas se basan en la diferencia de solubilidad 
de las proteínas y se ven influenciadas por factores como la 
concentración de proteína, el pH y la fuerza iónica (Gutiérrez 
et al., 2011). 
     La precipitación con sales como el sulfato de amonio es 
una técnica de purificación de inmunoglobulinas amplia-
mente difundida entre los productores de antivenenos en el 
mundo. Otra técnica de purificación de inmunoglobulinas 
es la precipitación con ácido caprílico, la cual fue empleada 
para la producción industrial de los antivenenos que se 
consumen en Centroamérica (Rojas et al., 1994) y adaptada 
por el ICP para la producción de antivenenos para Nigeria 
(Gutiérrez et al., 2005), Papúa Nueva Guinea (Vargas et al., 
2011) y Taiwán (Villalta et al., 2012). Actualmente, el ICP traba-
ja en la producción de antivenenos, empleando una técnica 
descrita para la purificación de inmunoglobulinas humanas 
en un sistema de dos fases acuosas polímero sal (Vargas et 
al., 2012).
     Considerando que la sustancia activa de los antivenenos 
es únicamente las inmunoglobulinas que logran la neutra-
lización de los componentes tóxicos del veneno, podemos 
señalar a las inmunoglobulinas no neutralizantes como los 
principales contaminantes en las formulaciones actuales. 
Por eso, los esfuerzos para mejorar la pureza de los antivene-



66

nos deben dirigirse no solo a la separación físico-química de 
las inmunoglobulinas, sino que además a la implemen-
tación de estrategias de inmunización que permitan ob-
tener plasmas con mayores títulos de anticuerpos neutrali-
zantes (Segura et al., 2012).
     Debido a que existen virus como el Hendra y el virus del 
oeste del Nilo, que pueden ser transmitidos desde los ca-
ballos empleados como fuente de inmunoglobulinas hasta 
los pacientes envenenados, es importante que la estrategia 
de purificación de inmunoglobulinas en la producción de 
antivenenos, incluya pasos específicos diseñados con el obje-
tivo de remover o inactivar virus (Burnouf et al., 2004). En el 
ICP se está estudiando la seguridad viral conferida por pro-
cedimientos como la precipitación con ácido caprílico 
(Burnouf et al., 2007), el tratamiento con ‘solventes-deter-
gentes’ (Segura et al., 2009a) y la formulación a pH ácido 
(Solano et al., 2012).
     Una vez purificadas las inmunoglobulinas y formulado el 
antiveneno, la eficacia del producto debe garantizarse du-
rante toda su vida útil. Por eso, es importante considerar que 
cuando el antiveneno va a ser empleado en lugares en los 
que no se puede garantizar la cadena de frío, la formulación 
debe incluir el uso de una estrategia de estabilización ade-
cuada como la liofilización o la adición de co-solutos como el 
sorbitol (Segura et al., 2009b).
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resumen
Los péptidos sintéticos han ganado un lugar relevante den-
tro de la “caja de herramientas” de la investigación bio-
médica actual. Las técnicas de síntesis automatizada y el 
costo decreciente de los procesos, unidas a mejoras en su 
eficiencia y velocidad, hacen cada vez más accesibles a es-
tas herramientas. Su aplicabilidad es muy amplia, desde la 
generación de moléculas farmacológicamente activas, hasta 
el desarrollo de vacunas, por ejemplo. En este resumen se 
presentan algunos ejemplos de las aplicaciones de péptidos 
sintéticos en el estudio de las fosfolipasas A2 miotóxicas, 
un grupo de proteínas responsables de la necrosis del tejido 
muscular que ocurre frecuentemente en los envenenamien-
tos causados por serpientes de la familia Viperidae 

introducción
Vincent Duvigneaud y colaboradores lograron sintetizar, 
en 1953, una pequeña hormona peptídica: el nonapéptido 
oxitocina. Tras un arduo trabajo de muchos meses con un 
equipo de expertos en síntesis orgánica, este avance fue 
reconocido en 1955 con el Premio Nobel de Química. En com-
paración, gracias a los avances que siguieron en las estrate-
gias de síntesis de péptidos, esta meta ya se podía lograr en 
apenas unas horas de trabajo para la década de 1990. Como 
bien escribía el visionario novelista Jules Verne (1828-1905), 
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“...aquello que hoy puede catalogarse de fantástico, será lo co-
tidiano del mañana... es solo una cuestión de tiempo”.
     Bruce Merrifield, otro galardonado con el Nobel de Química 
(1986), sentó las bases para la síntesis de péptidos moderna, 
al desarrollar métodos para efectuar las reacciones de acople 
secuencial de aminoácidos unidos a una fase sólida, junto con 
la introducción de diversas estrategias de protección de las ca-
denas laterales. La longitud de los péptidos sintetizados ha ido 
superando límites cada vez mayores, lográndose - por ejemplo 
- producir la fosfolipasa A2 humana (grupo IIA), de 124 aminoá-
cidos, mediante la unión de dos segmentos sintéticos de 51 y 53 
residuos (Hackeng et al., 1997).
     El presente resumen presenta algunos ejemplos de las 
aplicaciones de péptidos sintéticos en el estudio de las fos-
folipasas A2 miotóxicas, un grupo de proteínas responsables 
de la necrosis del tejido muscular que ocurre frecuen-
temente en los envenenamientos causados por serpientes 
de la familia Viperidae (Gutiérrez y Lomonte, 1995; Monte-
cucco et al., 2008; Lomonte y Gutiérrez, 2011).

utilidad de los péptidos sintéticos
Los péptidos sintéticos constituyen en la actualidad una 
herramienta muy útil en la investigación biomédica, con 
aplicabilidad en (a) la construcción de moléculas farma-
cológicamente activas, (b) el estudio de las relaciones estruc-
tura-función de proteínas, (c) la generación de anticuerpos 
contra sitios predeterminados de un antígeno proteico, (d) 
la identificación de epitopos lineales para linfocitos B y T en 
proteínas, (e) el desarrollo de vacunas, o (f) el refinamiento 
de pruebas de utilidad diagnóstica, entre muchos otros 
fines. En ciertos casos, la bioactividad de una proteína logra 
ser reproducida mediante un pequeño segmento, el cual 
puede ser sintetizado con relativa facilidad y eficiencia, a un 
costo cada vez más accesible.
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péptidos sintéticos en el estudio 
de la relación estructura-función de miotoxinas
En un ejemplo de nuestra propia experiencia, las actividades 
biológicas de una familia de miotoxinas presente en los 
venenos de muchas especies de serpientes de la familia Vi-
peridae, denominadas “fosfolipasas A2 tipo Lys49”, 
pueden ser reproducidos por un segmento de apenas 13 
aminoácidos, ubicados cerca de su extremo carboxilo-ter-
minal (secuencia 115-129, en la nomenclatura convencional 
de Renetseder et al. [1985]). Estos péptidos C-terminales de 
las miotoxinas Lys49 son capaces de inducir citotoxicidad y 
actividad bactericida in vitro, así como mionecrosis y ede-
ma en animales de experimentación (Lomonte et al., 1994, 
2003a, 2003b; Calderón y Lomonte, 1998; Páramo et al., 1998; 
Núñez et al., 2001; Angulo y Lomonte, 2005; Lomonte y Ran-
gel, 2012). Lo anterior ha servido de base para proponer que 
el mecanismo de toxicidad de estas proteínas, que poseen 
estructura de fosfolipasa A2, pero que carecen de actividad 
catalítica, se basa en la existencia de un sitio bioactivo que 
comprende los aminoácidos 115-129 (Figura 1), el cual es capaz 
de interactuar con membranas y desestabilizarlas (Lomonte 
et al., 1994; Lomonte y Rangel, 2012).

Figura 1: Las diversas actividades biológicas de muchas miotoxinas 
tipo Lys49 (variantes catalíticamente inactivas de fosfolipasa A2) 
pueden ser reproducidas empleando un segmento (115-129) de su región 
C-terminal (señalado en rojo), en la forma de péptido sintético.
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A través del uso de péptidos sintéticos, también se ha po-
dido ubicar el sitio de las miotoxinas tipo-Lys49 que media 
su fuerte interacción con el receptor 2 para el factor de cre-
cimiento de endotelio vascular (VEGF-R2), con una constante 
de disociación (Kd) en el orden de los 5x10-9 M (Yamazaki 
et al., 2005; Fujisawa et al., 2008). Al igual que las bioactivi-
dades anteriormente mencionadas, la unión a este receptor 
celular depende del segmento C-terminal 115-129 (Figura 2), 
cuyo péptido sintético interactúa con una afinidad nanomo-
lar en ensayos de unión realizados mediante análisis de reso-
nancia de plasmones de superficie (SPR) en BIAcore®.

Figura 2: Evaluación de la interacción de diversos péptidos sintéticos 
que cubren la secuencia completa de aminoácidos de la miotoxina II 
de Bothrops asper de Costa Rica (paneles A-H) con el receptor VEGF-
R2 inmovilizado sobre un chip de BIAcore®. El péptido 115-129 (panel F) 
reproduce la interacción que se observa al utilizar la toxina completa 
(recuadro inserto a la derecha). Adaptado de Fujisawa et al. (2008).
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péptidos sintéticos para generar anticuerpos hacia sitios 
predeterminados de  miotoxinas
Mediante la inmunización de animales de experimentación 
con péptidos sintéticos que corresponden a segmentos 
particulares de un antígeno proteico (y acoplados cova-
lentemente a una proteína inmunogénica que actúe como 
transportador), es posible obtener anticuerpos hacia sitios 
predeterminados del antígeno. Pese a su naturaleza poli-
clonal, estos anticuerpos van a poseer una especificidad 
restringida, predefinida por el péptido empleado durante la 
inmunización. En ocasiones, tales anticuerpos son capaces 
de reconocer al epitopo correspondiente de la proteína com-
pleta en su estado nativo, lo cual los convierte en una he-
rramienta muy útil para su caracterización inmunoquímica 
y funcional.
     En el caso de la miotoxina II (Lys49) de Bothrops asper, se 
ha demostrado que los anticuerpos dirigidos contra su seg-
mento C-terminal 115-129 son capaces de reconocerla y neu-
tralizar su acción lítica sobre células en cultivo, así como su 
acción miotóxica en animales (Calderón y Lomonte, 1998), 
en concordancia con el modelo que propone que este sitio 
es crucial para la toxicidad de las miotoxinas tipo Lys49. 
Además, se ha explorado el potencial del péptido sintético 
115-129 como inmunógeno para la generación de anticuerpos 
que protejan de la mionecrosis causada por la miotoxina II, 
en un modelo de ratón. Dicho péptido sintético, acoplado al 
toxoide diftérico en una proporción molar de 3:1, indujo en 
los ratones inmunizados una protección cercana al 50% en 
términos de necrosis de fibras musculares, en comparación 
con el grupo de animales no inmunizados, luego de someter 
ambos grupos a la inyección intramuscular de una dosis de 
reto de la miotoxina (Calderón y Lomonte, 1999). Aunque 
la protección inducida mediante la inmunización con mio-
toxina completa fue superior a la observada al inmunizar 
con el péptido sintético de la región C-terminal, el estudio 
demostró en principio que es posible reducir el daño tisular 
ocasionado por miotoxinas, empleando como inmunógeno 
apenas un corto segmento sintético de su estructura. 
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Las actuales facilidades para la síntesis de péptidos y su 
costo decreciente hacen atractiva la opción de considerar a 
los péptidos sintéticos como potenciales inmunógenos, con 
aplicabilidad en la inducción de anticuerpos neutralizantes 
contra diversos tipos de toxinas de importancia médica.

péptidos sintéticos para la identificación de epitopos
lineales  en  miotoxinas

Los epitopos, o sitios de un antígeno que son reconocidos 
por el sistema inmune adaptativo (B y T) de un individuo que 
es expuesto a él, pueden clasificarse en dos grupos genera-
les. Unos, denominados secuenciales, lineales, o continuos, 
están formados por aminoácidos contiguos en la secuencia, 
en el caso de las proteínas. Los otros, llamados discontinuos 
o conformacionales, se forman por la yuxtaposición de ami-
noácidos que no son contiguos en la estructura primaria, 
pero que se aproximan entre sí gracias a los plegamientos 
que conforman la estructura secundaria y terciaria (o cua-
ternaria) de las proteínas. Aunque estos últimos epitopos 
son difíciles de reproducir empleando péptidos sintéticos, 
los epitopos lineales son fácilmente representables 
me diante esta estrategia.
     Con la finalidad de ubicar cuáles son las regiones lineales 
de una proteína que el sistema inmune adaptativo humoral 
de un individuo reconoce, es posible preparar una colección 
de péptidos traslapados, que cubran la secuencia completa 
del antígeno, y enfrentarlos, mediante algún tipo de prueba 
inmunológica, contra el suero del individuo (o individuos) 
inmunizado. Esta estrategia de análisis provee información 
relevante para comprender las características moleculares 
de la respuesta de anticuerpos contra una determinada pro-
teína inmunogénica, lo cual posee gran relevancia en el caso 
de toxinas, dado que la generación y administración de an-
ticuerpos neutralizantes es la piedra angular para la terapia 
de muchos tipos de envenenamientos.
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La miotoxina II de Bothrops asper ha sido recientemente 
estudiada mediante esta estrategia, con el fin de identificar 
cuáles son sus principales epitopos lineales reconocidos por 
anticuerpos en una respuesta inmune. Para ello se evaluó el 
reconocimiento por parte de animales inmunizados con la 
toxina purificada, empleando conejos, así como el recono-
cimiento por parte de los equinos que son sometidos a in-
munización con venenos completos (incluyendo a la especie 
cuyo veneno contiene dicha toxina). Una serie de 56 péptidos 
dodecaméricos que cubre la secuencia completa de la mio-
toxina II, con un desplazamiento o traslape de 2 residuos,  se 
enfrentó a los distintos tipos de sueros (tres lotes de anti-
venenos equinos de uso terapéutico, o un lote de suero de 
conejo anti-miotoxina II) empleando un ensayo inmunoen-
zimático basado en la captura de los péptidos biotinilados 
mediante estreptavidina acoplada a una fase sólida (Lo-
monte, 2012). Algunos de los epitopos lineales identificados 
fueron compartidos en las dos especies evaluadas, mien-
tras que otros fueron únicos, como se muestra en la Figura 
3. Además, se observó ciertas diferencias entre los lotes de 
antiveneno equino, en cuanto a su reconocimiento a nivel de 
epitopos. El conocimiento sobre la manera en que los anti-
venenos de uso terapéutico reconocen a las toxinas ofídicas, 
por ejemplo, es muy limitado. Sin embargo, su comprensión 
podría tener implicaciones importantes para mejorar en 
este tipo de medicamentos, mediante estrategias de inmu-
nización con toxinas recombinantes, epitopos sintéticos, o 
segmentos génicos codificantes por toxinas, por ejemplo.
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Figura 3: Identificación de epitopos lineales de la miotoxina II de Bo-
throps asper de Costa Rica, reconocidos por anticuerpos de conejo 
anti-miotoxina II (paneles A y C) o por anticuerpos presentes en el an-
tiveneno terapéutico de origen equino (paneles B y D) utilizado en los 
envenenamientos ofídicos en Centroamérica. Los asteriscos señalan a 
los epitopos más intensamente reconocidos en el ensayo inmunoen-
zimático. Adaptado de Lomonte (2012).
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abstract 
Biomembranes contain a wide variety of lipids and pro-
teins within an essentially two-dimensional structure. The 
coexistence of such a large number of molecular species 
causes local tensions that frequently relax into a phase or 
compositional immiscibility along the lateral and transverse 
planes of the interface. As a consequence, a substantial mi-
croheterogeneity of the surface topography develops and 
that depends not only on the lipid–protein composition, but 
also on the lateral and transverse tensions generated as a 
consequence of molecular interactions. The presence of pro-
teins, membrane active enzymes that modify membrane 
lipid composition and immiscibility among lipids, constitute 
major perturbing factors for the membrane sculpturing 
both in terms of its surface topography and dynamics. In 
this work, we will summarize some recent evidences for the 
involvement of membrane-associated, both extrinsic and 
amphitropic, proteins as well as membrane-active phos-
phohydrolytic enzymes and sphingolipids in driving lateral 
segregation of phase domains thus determining long-range 
surface topography.
Supported by MINCyT (CONICET, FONCyT), MINCyT-Córdoba 
(ACC), SECyT-UNC.

Monocapas y Bicapas Lipídicas en el Estudio de la 
Acción de Biocompuestos Activos Contra 
Biomembranas.  Modulacion Supramolecular de 
la Actividad Lipolítica en Superficies Lipídicas.
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resumen
Las biomembranas contienen una gran variedad de lípidos 
y proteínas organizados en una estructura esencialmente 
bi-dimensional. La coexistencia de tal heterogeneidad com-
posicional causa tensiones locales cuya relajación frecuen-
temente lleva inmiscibilidad ntre los componentes y/o a se-
gregación del estado de fase a lo largo y a través del plano de 
la bio-interfase. Como consecuencia, se desarrolla una con-
siderable microheterogeneidad topográfica  que depende no 
solamente de la composición lípido-proteína sino también 
de las tensiones laterales y transversales generadas por la 
adaptación termodinámioca de las interacciones intermo-
leculares locales. La presencia de porteínas, enzymas activas 
contra componentes de la membrana que causan cambios 
de la composicón de la misma o inmiscibilidades entre los 
componentes consituyen factores de gran importancia para 
la dinámica estructural. En esta presentación se tratará de 
resumir evidencias del efecto de lípidos, proteínas y enzimas 
fosfohidrolíticas en el establecimiento de segregación de 
dominios con diferente estado de fase y como ello determina 
la topografía general de la superficie.
Financiado por MINCyT (CONICET, FONCyT), MINCyT-Córdoba 
(ACC), SECyT-UNC.
palabras claves: Topografía de superficie, esfingolípidos, 
monocapas lipídicas, vesículas bicapa, fosfolipasas.

introduction
Membrane structures have revealed an extraordinary poly-
morphism having a complex dynamics. Understanding their 
behavior on molecular terms actually means dealing with 
physico-chemical properties of interfaces, and vectorial 
self-structuring of amphipathic molecules. This is because 
membrane behavior corresponds to that of anisotropic vis-
co–elastic fluids, whose structural dynamics involves many 
correlated parameters. These determine and control surface 
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miscibility of components, phase state, domain segregation, 
surface curvature and structural topology, as well as ex-
change of molecular information along and across the mem-
brane. Understanding the molecular principles underlying 
the self-structuring of such polymorphic liquid–crystal-
line phases, one of the most complex and least understood 
states of matter, adds further complexity and limitations 
because precise molecular control at each level of inspection 
is required in order to reach valid conclusions. It has always 
been difficult to represent the complex molecular events 
involving many simultaneous interactions and local biocata-
lytic reactions that modify membrane composition, miscibi-
lity–immiscibility processes, thermodynamic and mechani-
cal dissipation of tensions, and the structural outcome un-
derlying biomembrane information transduction.
     The easy solution has been to oversimplify and repre-
sent molecular properties and interactions in isolation and 
independently. The problem is not oversimplification itself 
but that its overuse brings about the detrimental result of 
ending up substituting reality for fiction, with erroneous 
concepts that may remain entrenched in their use for many 
years. As it is well known by most serious investigators, 
events in membranes do not follow the simple illustrations 
usually represented in biochemistry and cell biology text-
books but involve complex dynamic transduction of infor-
mation over different levels of organization.
     During the late 1970s increasing experimental evidences 
began to point out the synergy of molecular factors involved 
in membrane behavior (for references see below). From 1976 
our laboratory initially referred to this point with an em-
phasis on glycosphingolipids in relation to interactions with 
membrane components of nerve cells in1981, advanced this 
concept with new integrated evidences in 1994, and again 
updated it in 2004 and 2006. Since 2002 the term ‘‘lipido-
mics’’ began to be used, mostly with respect to the analysis, 
molecular roperties, and metabolism of lipids in the context 
of their cellular function, in order to point out the complexi-
ties introduced by the extraordinary chemical variations 
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of these molecules. However, even knowledge on the Bio-
chemistry, chemical compostion, and cellular function of 
lipids has increased, integration of these aspects with the 
underlying biophysical properties remains at an initial stage 
and is often controversial due to quite different conceptual 
approaches existing between biologically and biophysically 
oriented research. Detailed examples are included in my 
presentation and course for students given in the Workshop 
held as part of the activities within the CYTED Program of 
the net BIOTOX: “Toxinas de Interés para la Biomedicina” 
that took place between 6th to 10th August 2012 at the Insti-
tuto Clodomiro Picado, San José Costa Rica. Specific reviews 
published by our group that include all the topics and discus-
sions covered in my workshop presentation are quoted at 
the end of this document.

molecular-to-supramolecular information transduction 
in the membrane scenario
Though not always recognized, practically all we know on 
the structural dynamics of cell membranes was derived 
from a rich background of a few biophysical properties of 
membrane molecules obtained with model systems. This be-
gins with the very concept of lipid-protein bilayer structure 
for a cell menbrane of paramount importance for cell biolo-
gy which originated from the Gortel & Grendell studies with 
Lagmuir monolayers at the aire-watr interface in 1925. The 
cumulative basic studies performed have shown that mole-
cular information transduction involves much more tan bio-
chemically intertwined sequential reactions, receptor–ligand 
recognition, phosphorylation cascades and  activation/inhi-
bition of membrane-associated enzymes. The whole mem-
brane structure, and beyond, is involved since each of these 
effects occur with changes of chemical structure, molecular 
configuration, or associations. It is thus thermodynamically 
unavoidable that they become amplified, balanced, translat-
ed and modulated through variations of molecular interac-
tions (thus determining lateral miscibility, phase state  and 
surface topography) and molecular geometry, surface elec-
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trostatics and viscoelastic tensions (thus controlling inter-
facial curvature and long-range communication across the 
lateral and transverse planes of the membrane), that take 
place over different dimension scales.
The concept of scale dimension is rarely considered but it 
is central to understanding themolecular behavior of bio-
membranes. On a molecular scale, the very slow transfer of 
membrane molecules to the aqueous environment, com-
pared to the rate of lateral diffusion, means that the aniso-
tropically restricted membrane surface behaves nearly as a 
closed system with a fixed bulk composition for relatively 
long (in terms of molecular events) periods of time (minutes 
to hours). Within this context, most of the “average” surface 
parameters are measured over a space-time scale that in-
volves a sufficient number of molecules such that the indi-
vidual molecular fluctuations are small. For biomembranes, 
the structure can be considered to follow some “continuum” 
law in the two-dimensional plane because the third dimen-
sion, thickness, represents a structural and thermodynamic 
discontinuity. The fluctuations of a surface property are 
inversely proportional to the square root of the number of 
molecules considered within the scale of the continuum. 
Consequently, average surface properties regarding the in-
termolecular organization represent the ensemble of many 
fast and local molecular events, integrated over a scale that 
spans at least fractions of µm and relatively long times, 
which also comprises the composite thickness dimension of 
a particular membrane region. Thus, interpreting the mo-
lecular codes underlying the membrane structural dyna-
mics requires insights into the elusive structural–temporal 
dimension accurately denominated the “mesoscopic level”. 
In this restricted zone, events take place beyond the size and 
fluctuations of individual moieties, while not yet in the ma-
croscopic environment and sizes of functional membranes 
of celular organelles.
     One of the major parameters that influences, and 
responds to, variations of the molecular packing is the two-
dimensional (lateral) surface pressure acting on the 
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molecules at the interface. It arises mainly from the balance 
between hydrophobic effect that entropically tends to sepa-
rate out non-polar moieties from the aqueous phase (thus 
forcing the energetically unfavorable formation of a hydro-
carbon–water interface) while simultaneously overcoming 
the repulsive tendency to pack of the polar head groups. The 
surface pressure represents a time- and space-averaged pa-
rameter for which the amplitude and frequency of fluctua-
tions depend on the molecular termal energy, in-plane elas-
ticity and surface viscosity. Besides homo- or hetero-tropic 
interactions, the average molecular área exhibited by a de-
fined class of lipid or protein at the intrface varies according 
to the surface hydration, state of protonation, ion binding, 
and the lateral surface pressure.Thus, it is quite inevitable 
that the molecular area and dipole potential density also 
fluctuate within a defined range about the average value, in 
correspondence with the surface pressure, propagating as 
either in-phase or out-of-phase structural waves depending 
on the surface elasticity and/or retardation by viscoelastic 
relaxation. The values of “average” monolayer surface pre-
ssure that have been attempted to correlate to that of bi-
layers and natural membranes are in the range of 30–35 
mN/ m. However, the query on what could be the surface 
pressure corresponding to that of a compositionally com-
plex interface such as that of a natural membrane has little 
meaning because the mean value actually exhibits large 
fluctuations that can span from ±  5 mN/m to more than 25 
mN/m, depending on the surface compressibility. Such fluc-
tuations occur in a time range from nano- to micro-seconds 
depending on the surface elasticity and the average size of 
the domain over which the fluctuation is felt. 
     The actual value of the surface pressure, and its fluctua-
tions in time, is due to the transfer of momentum during  
collisions between the molecules forming the surface and 
by surface osmotic effects due to the lower wáter chemical 
potential at the interface. Thus, the lateral pressure is in-
fluenced by the average (and thus also fluctuating) termal 
energy, steric hindrance, hydration, electrostatic, repulsive 
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or cohesive interactions in the membrane. Furthermore, 
variations of the mean molecular area directly translate to 
changes of interfacial polarization density thus controlling 
surface electrostatics that extends into the aqueous millieu 
thus transducing information between the membrane and 
its environment.
     Topographically, the time-dependent lateral pressure 
waves are reflected in the average phase state and its transi-
tion cooperativity; the in-plane elasticity and vectorial shear 
tensions can adsorb, dampen or amplify those variations. 
If the compressibility of the surface phase is approximately 
isotropic along the lateral plane (i.e., in the absence of shear 
viscosity), the stress generated by pressure fluctuations may 
be propagated as more or less uniformly dampened oscilla-
tions. However, if less deformable barriers (such as the 
presence of
     segregated domains with more condensed phase states) 
are encountered, changes of interactions and/or isothermal 
phase transitions could be expected along the perturba-
tion path. The kinetics for formation of phase segregated 
domains having a relatively small number of molecules, or 
large scale (critical) phase fluctuations, is well within the 
time range of surface pressure fluctuations; this is about 
2–4 orders of magnitude faster than the catalytic rate of 
membrane-associated enzymes. On the other hand, if the 
lipid polar head groups contain net charges, pressure in-
duced fluctuations of the molecular packing will also be 
transduced to concerted fluctuations of the surface electro-
statics, both laterally and perpendicularly to the membrane 
plane, coupled to oscillating variations of the double layer 
potential extending into the aqueous medium depending 
on the electrolyte concentration.

biocatalytic-structural cross-talk at the membrane 
interface
Membrane-associated enzymes, either being proteins inte-
gral to themembrane or the large class of amphitropic pro-
teins that can reversibly interact with membrane surfaces, 
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express activity depending on subtle changes of molecular 
organization in the protein itself or at the membrane sur-
face. This includes practically all types of enzymes tha are of 
paramount importance for membrane signal transduction 
or membnrane toxicity and whose activity responds to, and 
in essence regulates, membrane c omposition and structure. 
Although it has not yet been adequately incorporated in 
the conceptual framework of biochemistry and cell biology, 
the two-dimensional surface has an extraordinary capacity 
to translate, with amplification, very minor local variations 
of chemical structure due to the non-linear dissipation of  
thermodynamic and geometric tensions, resulting in major 
supramolecular and topological events that, in turn, affect 
and regulate membrane metabolism itself. Not surprisingly, 
the varied effects of the  structural dynamics have profound 
influences on the activity of enzymes acting in amd against 
membranes. This is a key aspect of molecular information 
exchange at which the varied polymorphism of most mem-
brane lipids constitutes a unique membrane phenomena 
right at the mesoscopic level. It represents a multidimen-
sional linking point between the local molecular events of 
metabolism (which are opened to the interrelated pathways 
of biochemistry) and the supramolecular membrane dyna-
mics affecting structural recombinations influencing inner 
and outer cellular communication (with translation to most 
functions in cell biology). 
     Specifically related to work carried out in our laboratory, 
many examples exist demonstrating a rich participation 
of sphingolipids in the control of enzyme activity at the 
membrane level. Almost 30 years ago it was first demon-
strated that gangliosides activated Mg2+-ATPase strongly 
and Ca2+ATPase slightly in deoxycholate-treated rat brain 
microsomal fractions while the Na+/K+-ATPase in synapto-
somal membranes was inhibited by mixed gangliosides and 
theMg2+-ATPase was not found affected. Gangliosides have 
been shown to affect various protein kinases (calmodulin- 
dependent, phospholipid-dependent and others) in different 
neural systems and cells and both stimulatory and inhibitory 
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effects on protein phosphorylation by different mechanisms 
were reported. With respect to neuraminidase, the rates of 
hydrolysis of gangliosides by the Vibrio cholerae enzyme are 
larger for membrane-bound than for monomer or mice-
llar gangliosides. Since the sialidase has no recognition site 
for the ganglioside aglycon, the changes of activity must be 
obviously due to accessibility of the sialosyl residue toward 
the aqueous medium; therefore, the lateral and/or trans-
verse organization at the interface, with its consequence on 
oligosaccharide chain orientation come into play. The rate of 
activity of neuraminidase can be finely regulated by changes 
of the membrane phase state and the lateral surface pres-
sure, with the enzyme preferring substrates that are more 
loosely packed. Correlation of the thermotropic behavior of 
ganglioside-containing phospholipid bilayers with sialidase 
activity indicated that the rate of ganglioside degradation 
by the enzyme can be reversibly regulated by the membrane 
physical state.  The rate of hydrolysis is higher when the gan-
gliosides are homogeneously dispersed along the bilayer sur-
face than when they are present in enriched domains while 
the affinity for the substrate does not appear to be affected; 
this is in agreement with the preference of the enzyme to 
degrade gangliosides at lower lateral surface pressure where 
the lipids are more loosely packed. It is not the formation of 
the enzyme–ganglioside complex or the initial sialosyl resi-
due recognition that are regulated by the surface organiza-
tion but subsequent kinetic steps of the reaction such as the 
formation or liberation of the product in the membrane. A 
definite lag-time occurs before the onset of a constant rate 
of hydrolysis indicating precatalytic events taking place be-
fore effective enzyme activation, while penetration of 
neuraminidase into the ganglioside-containing interface can 
occur without catalytic activity, meaning that protein do-
mains other than the active site are implicated in its interfa-
cial association. 
     Regarding phosphohydrolytic enzymes, it has long been 
known that the membrane intermolecular organization 
and lipid (substrate and non-substrate) composition have a 
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profound influence on the enzyme ability to become mem-
brane-associated, as well as to undergo pre-catalytic or cata-
lytic steps required for the in-plane substrate degradation. 
Also, it was demonstrated that different phospholipases that 
do not share common lipid intermediates can cross-commu-
nicate on biophysical terms at the interface by affecting the 
activity of independent enzymatic pathways depending on 
the type and proportion of product/substrate mutually 
generated and how it affects the surface topography. 
Several sphingolipids, which are nonsubstrates for phospho-
lipases, can markedly regulate their activity through changes 
of the lateral organization, phase state or topology of the 
membrane; with respect to the latter, it was shown that the 
rate of activity of PLA2 and PLC is extremely sensitive to the 
generation of HII-type of structures in the bilayer membrane 
and varies according to their formation. 
     Kinetically, there are at least three inter-dependent levels 
at which the effect of sphingolipids (and other lipids) 
exert their modulatory effect on the surface reaction: on 
the initial adsorption/partition or relocation of the enzyme 
in the interface; on the enzyme precatalytic activation that 
frequently determines the length of the latency period for 
activity; the expression of catalytic activity itself through the 
rate and extent of product formation. On the other hand, 
the complexity of the regulatory process represents a mul-
tiple transducer device in itself since each of these steps can 
become rate-limiting in a structural- as well as time-depen-
dent manner that is self-controlled to either steady-state, 
amplification or dampening modes depending on the topo-
logical changes at the surface that are continuously evol-
ving during the enzymatic reaction. Several sphingolipids 
can markedly affect phospholipase activity through their 
effects on the membrane organization at the various levels. 
Neither the association of the PLA2, PLC and SMase to the 
interface, nor its affinity for the phospholipid substrate, are 
impaired. Rather, those lipids generally facilitate interfacial 
enzyme partitioning and shorten or abolish the lag-time for 
precatalytic activation, irrespective on whether their effect 
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is to activate or inhibit the steady-state catalytic reaction.
     The electrostatic field across the interface, either exter-
nally applied or locally exerted by the orientation of resul-
tant dipole moment vector due to the different polarity of 
the membrane molecules, can markedly affect the phospho-
lipase reaction. For phospholipids, the positive end of the 
electrostatic field vector of the resultant molecular dipole 
moment perpendicular to the interface points toward the 
hydrocarbon chain-methyl end which means that, at the 
molecular level, activating fields induce phospholipid hyper-
polarization while inhibitory fields imply interfacial depola-
rization; Several natural and chemically modified derivatives 
of sphingosine, glycosphingolipids or proteins can depolarize 
or hyperpolarize the interface, with the phospholipase acti-
vity responding in concert according to the variations of the 
interfacial polarization vector and the combined effects of 
local and externally applied electrostatic fields. We recently 
showed that glycosphingolipids adsorbed to carbon elec-
trodes affect in a voltage-dependent manner charge trans-
fer reactions and reversible surface reorganization of GalCer 
occur with marked hysteresis depending on the sign and 
magnitude of the electrostatic potential applied. For sphin-
gomyelinase, gangliosideGM1 moderately inhibits the acti-
vity while asialo-GM1 has no significant effect and sulfatide 
largely activates phospholipid degradation. 
     Catalytic formation of ceramide(Cer)-enriched domains by 
neutral sphingomyelinase (SMase) drives dynamic structural 
reorganization that controls activity in a bidirectional man-
ner. Real time epifluorescence microscopy of monolayers 
under the action of SMase provided direct evidence that the 
enzyme activity continuously alters the surface topography. 
During the first phase of the enzymatic reaction and up to 
the end of the latency period phase separated Cer-enriched  
domains (and lateral defects) increases rapidly in number 
until reaching a plateau; this first structural threshold point 
signals a transduction from the local biocatalytic event to a 
topographically-mediated switch-on of enzymatic activity to 
a constant rate regime. During the following pseudo-zero-
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order catalysis the number of Cer-enriched domains remains 
unaltered while steadily growing in size. The spatial distri-
bution of domains shows remarkable long-range order and 
defined lattice superstructuring. In turn, the topographical 
changes feed back on the local molecular level of the SMase 
kinetics and a second structural threshold triggers a 
slowing-down of the catalytic rate and subsequent swit-
ch-off of activity. This occurs when the liquid-expanded 
sphingomyelin-enriched phase (so far constituting the con-
tinuous surface phase) becomes “disconnected” by the per-
colation of the superstructure of condensed Cer-enriched 
domains, with increase of surface viscosity. These changes 
are strongly correlated to the induction of domain shape 
variations and lattice superstructuring, driven by the elec-
trostatic dipole moment density difference between the 
coexisting phase domains, balanced by the lateral line ten-
sion at the domain boundary; in addition, the inter-domain 
electrostatic energy in relation to the thermal energy de-
termines domain lattice formation. Additional information 
content and transduction codes are contained in these phe-
nomena since the surface topography of the mixed interface 
is dependent on the manner in which the compositional 
changes are generated: the domain pattern, distribution, 
and percolation point of Cer-enriched domains are diffe-
rent in enzyme-free films in which sphingomyelin and Cer 
are premixed at the same relative  proportions than those 
derived from the catalytic process. In a fluorescence micros-
copy study with giant bilayer vesicles, SMase was shown to 
induce budding of vesicles in a vectorial manner depending 
on the bilayer half in which Cer is being generated. These 
findings clearly show the extraordinary richness of struc-
tural information transduction to various hierarchical levels, 
extending far beyond purely biochemical casc ades, related 
to the existence of segregated sphingolipid compositional 
domains.
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abstract
Actinoporins are a family of cytolysins, obtained from diffe-
rent sea anemones, which present a high structural homo-
logy and a high affinity for sphingomyelin (SM).St-I is a po-
tent citolysincomposed of 176 aminoacid, with a conserved 
aromatic region bearing Trp and Tyr residues that conform 
the lipid-binding site cluster as in another members of the 
family (St-II and Eq-II). MD simulation has been usedto ana-
lyze the structure of St-I monomer with the N-terminal helix 
unfolded and its interactions with the membrane surface 
formed by DPPC/SM phospholipids.The results of 100 ns 
simulations of a system composed by lipids, St-I, water and 
ions evidences the preferential binding of actinoporins to 
SM lipids. The interaction between amide groups in SM and 
W-111 can explain the preferential association between acti-
noporins	and	SM	through	amide-π	interactions.	Finally,	MD	
simulation indicates that electrostatic interactionsare the 
main driving forcesin the first steps of the pore formation 
process.

Interactions of Sticholysin I with DPPC/SM 
bilayers.A Molecular Dynamics study
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introduction
Actinoporins are a family of cytolysins, obtained from 
different sea anemones, which present a high structural 
homology, high pI, and molecular weights of about 20kDa.
(Belmonte, G. et. al. 1993; Macek et. al. 1994).They are effi-
cient pore-forming toxins (PFT) with high affinity for sphin-
gomyelin (SM) (Belmonte et al., 1993; Alvarez-Valcarcel  et al., 
2001;Martínez et al.,2007).The structure of the actinoporins 
consists of 10 β-strands between two α-helices forming a 
β-sandwich (Athanasiadis et al., 2001; Mancheño et al.,2003). 
In the last years, several studies have proposed at least four 
steps in the mechanism ofpore formation(Menestrina et al., 
1999;Malovrh et al., 2000; Hong et al. 2002;Anderluh et al., 
2005;Alegre-Cebollada et al., 2007; Lam et al., 2010): i) from 
the soluble structure of the toxin to a membrane-bound 
form with an aromatic cluster interacting with lipids (Man-
cheño et al.,2003), ii) a membrane-bound non-lytic structure 
with the N-terminal segment deployed on the membrane 
surface, and iii) an oligomeric lytic structure with 3 or 4 N-
terminal helixes inserted in the membrane forming a pore 
with a toroidal arrangement of the lipids(De los Rios et al., 
1999; Menestrina et al., 1999; Malovrh et al., 2000; Hong et 
al. 2002; Anderluh et al., 2005; Alegre-Cebollada et al., 2007; 
Lam et al., 2010).However, this mechanism are partially un-
derstoodhas some uncertainties aboutthe existence of a 
trimeric, tetrameric (Alvarez-Valcarcel et al., 2001) and nona-
meric structures(Mechaly et al., 2011). On the second step, 
the toxins can change its structure deploying the N-termi-
nal α-helix without altering the fold of the β-sandwiches 
(Menestrina et al., 1999; Alvarez et al. 2003; Alegre-Cebollada 
et al., 2007).It has been demonstrated that the N-terminal 
α-helix have an amphiphilic character and that it plays an 
essential role in their citolytic effect (Drechsler et al., 2006).
Sticholysin I (St-I) and Sticholysin II (St-II) are a water soluble 
toxin with an elevated citolytic activity,isolated from the 
Caribbean Sea anemone Stichodactyla helianthus(Tejuca et 
al., 1996; Huerta et al. 2001). St-I is composed of 176 amino-
acidic residues, with a conserved aromatic cluster composed 
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of W and Yresidues that conform the lipid-binding site (Man-
cheño et al.,2003). Despite of the high homology(identity 
93%) between sticholysins, St-I exhibits 6 fold less hemolytic 
activity (HA) than St-IIregarding disruption of the membrane 
in human red blood cells (Huerta et al., 2001). Moreover, HA 
comparison between St-II and other actinoporins like equi-
natoxin II (EqtII) from Actinia equina (identity 66%) show 
different activities under the same experimental conditions 
(Alvarez et al., 2009).MD simulation has been usedto ana-
lyze the structure ofSt-I monomer with the N-terminal helix 
unfolded and its interactions with a membrane like surface 
formed by DPPC and SM phospholipids. The MD model is 
compared with previous experimental and theoretical stu-
diesperformed using St-I (Castrillo et al., 2010), St-II(Kem and 
Dunn, 1988; Lanio et al., 2001; Alegre-Cebollada et al., 2008) 
and Eq-II (Macek and Lebez 1988; Lam et al., 2010).

experimental
Molecular dynamics (MD) simulations were performed 
using St-I structure, obtained from 2KS4 of Protein Data 
Bank (fig. 1a) (Castrillo et al., 2009).The toxin structure was 
modified to adopt the conformation described in previ-
ous reports(Anderluh et al., 2000; Anderluh et al., 2005; 
Drechsler et al., 2006)with30residues of the N-terminal seg-
ment unfolded (fig. 1b).This last structure was inserted to 
1 nm of a surfaceof a pre-stabilized membrane. The starting 
system was composed of 176 DPPC, 176 sphingomyelin (18:0) 
solvated with 30716 SPC water molecules and 60 Na+cations 
and 63 Cl-anions and a St-Imolecule with anunfolded struc-
ture.Five systems were testedwith St-I molecules oriented 
in different directions. The lower potential energy system 
was employed in further analysis. All MD simulations were 
performed using the program GROMACS version 4.5.3 (Van-
gunsteren and Berendsen, 1990; Berendsen et al., 1995) in 
the isothermic-isobaric ensemble. The employed force field 
was a combination of two potentials: GROMOS53a6force 
field parameters were used for all atoms in protein, i.e. bond 
stretchings, angle bendings, torsions, out of plane bendings 
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and Lennard–Jones interactions, and Berger parameters 
(Berger et al., 1997) wereused to describe the interactions of 
the aliphatic chains. The united atom approximation was 
used for all hydrogens in the aliphatic chains of DPPC ((Tiele-
man and Berendsen, 1996) and SM except for polar hydro-
gens in ceramide group (Niemelä et al., 2004). The Ryckaert–
Bellemans29 potential function (Ryckaert and Bellemans, 
1978) was employed to calculate the potential energy of the 
aliphatic chain torsions. LINCS(Hess et al., 1997) was used to 
constrain the bond lengths of the lipid chains and SETTLE 
(Miyamoto and Kollman, 1992) to restrict the structure of the 
water molecules. A 1 nm cut-off was used for the Lennard–
Jones potential and the real space electrostatic interactions. 
Long range electrostatic interactions were calculated using 
PME (Darden et al., 1993). Water molecules were represented 
by the SPC model (Berendsen et al., 1981).The neighbor list 
was updated every 10 time steps. To maintain the tempera-
ture and pressure at 315 K (protein, lipids, water and ions 
coupled independently) and 1 bar, the weak coupling algo-
rithm of Berendsen was used, with time constants of 0.1 
and 1 ps, for T and P, respectively (Berendsen et al., 1984). The 
time step size in all simulations was 3 fs. An initial 300 ps 
system equilibration run with protein atoms positionally re-
strained were performed for all simulations, followed by 100 
ns of restrain-free simulations.



100

results and discussion
Incluir estructuras de lípidos y texto, texto sobre preequi-
librio y nanodominios SM-PC

N+

O
P

O

O
O-

HO

O

O

O

N+

O
P

O

O
O-

HN

O

OHH

H

Figure 1a shows the structure of St-I obtained from 2KS4 of Protein 
Data Bank (Castrillo et al., 2009).From the results obtained from 
surface plasmon resonance experiments (Hong et al., 2002), we 
generatea model of St-I structure with the unfolded segment 
N-terminal (fig 1b.

Figure 1. a) NMR structure of St-I(PDB ID: 2KS4) showed in ribbon 
representation. Residues 1-30 of N-terminal segment are represented in 
blue. b) Theoretical structure of St-I with unfolded 1-30 residues of the 
N-terminal segment.

residues. This hypotethicalprotein conformation would be 
the structure at the water-membrane interface, previous 
to the insertion in the membrane (Menestrina et al., 1999; 
Alegre-Cebollada et al., 2007). Although, this step seems to 
be coupled to an oligomerization process (Macek et al., 1995) 
the driving forces leading to release of N-terminal segment 
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from the body of toxin is not completely known.
Figure 2 showstwo snapshots of the structure of the St-I-
membrane system with lowest potential energy.In the figure 
2a, the aromatic cluster of the toxin, formed by W-111,Y-112, 
W-115, Y-132, Y-136 and Y-137 residues,are oriented towards 
thelipid surface. Interestingly,Y-112 and Y-136 are positioned 
interacting with the surface lipids, maximizing the inte-
raction with a SM molecule (fig 2b).These associations are 
in agreement with those observed in the crystallization of 
St-II in presence of phosphocholine molecules (POC) (Man-
cheno et al., 2003), where POC choline moiety interacts with 
the rings of Y-111 and Y-135 (Y-112 and Y-136 in St-I) through 
cation-π	interaction	(Alvarez	et	al.,	2009).	On	the	other	hand,	
Castrillo and co-workers studied St-I–dodecylphosphocho-
line (DPC) micelles interaction (Castrillo et al., 2010) using 
NMR techniques. They suggest that the potential orientation 
of the aromatic side chains of Y-112 should be pointing out 
and not interacting with the membrane surface.

Figure 2. (left) Representation of the simulated system containing 
DPPC, SM and a St-I unfolded (yellow). Aromatic cluster (green) and SM 
molecule (cyan) are shownin stick representation. Water molecules and 
ions have been removed for simplicity. (right) Close up of the binding-
site composed by the side chains of S53, V86, S104, P106, Y112, W115, Y132, 
Y136, and Y137 in presence of afraction of a SM molecule.

a)
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Differencesobserved with the results of Castrillo et al.could 
be explained in terms of the different shape of lipids and 
itssupramolecular organization.The molecular shape of lipids 
depends on the relative volumes of their polar headgroup 
and apolar acyl chains. Depending of their relative volumes, 
phospholipids can adopt molecular shapes such as cylinder, 
cone or inverted cone. Packing of the different molecular 
shapes can generate different supramolecular organizations 
such as micelles, lamellar, and hexagonal or cubic phases. 
DPC assembliesform a micellar structure, while the molecu-
lar packing of DPPC-SM generates a bilayer (lamellar) organi-
zation.Micelles present a largersurface curvature than bila-
yers. Therefore, DPC micelles present a larger spontaneous 
curvature thanDPPC/SM bilayers, likely altering the region of 
contact between the membrane and the aromatic cluster of 
the toxin. Furthermore, differentmolecular packing of mixed 
lipids with different shapes induces heterogeneous lateral 
organization in the membranes called lipid rafts(Simons and 
Ikonen, 1997; Brown and London, 1998; Simons and Sampaio, 
2011). In particular, it has been proposed that the different 
spontaneous curvature observed forSM and DPPC in lame-
llar phases induces a segregation of both lipids forming mi-
crodomains or lipid rafts(Bystrom and Lindblom, 2003; Lind-
blom et al., 2006).
The curvature of the contact region of SM with St-Iin DPPC/
SM bilayers likely differs from thatof DPC micelles. Therefore, 
the high affinity of actinoporins for SM molecules could be 
related with SM microdomains formation (Macek et al., 1994; 
De Los Rios et al., 1998; Alvarez-Valcarcel et al., 2001; Barlic et 
al. 2004).Figure 3a shows the St-I with unfolded N-terminal 
segment on theDPPC/SM membrane surface. The interac-
tion of aromatic cluster (in green) with a SM microdomain 
can be observed. 
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Figure 3.a) Representation of a lipidic system with St-I unfolded N-ter-
minal segment at 60 ns of simulation (viewed from bilayer’s normal). 
The aromatic cluster, represented in stick (green) is oriented toward 
membrane surface.  DPPC (blue) and SM (red) are both represented in 
van der Waalś  spheres. b) Number of contacts (<0,35nm) as a function 
of time between lipid headgroups and the St-I aromatic cluster.

To evaluate the association of the St-I to the membrane 
phospholipids, theinteratomic contacts defined as inte-
ractions below 0.35 nmwas calculated. Figure 3bshows 
the number of contactsof St-I aromatic cluster with DPPC 
and SM headgroups (choline-phosphate-glycerol and cho-
line-phosphate-ceramide, respectively), as a function of 
simulation time.It is possible to observe a larger number 
of contacts for toxin-SM lipids than toxin-DPPClipids. The 
minimum distancebetween phosphate-choline segments of 
lipids andthe residues at the lipid binding-site is showed in 
figure 4. The interaction distances between SM-headgroup 
and aromatic cluster become closer that those observed 
with DPPC-headgroup. The W111, Y132 and Y137 residues are 
anchored at the membrane surface by interaction with SM 
headgroup. This is consistent with previous reports (Lanio et 
al., 2001; Bonev et al., 2003; Anderluh et al., 2005; Castrillo et 
al., 2010).
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Figure 4. Plot of minimum distancebetween DPPC-headgroup (left) 
and SM-headgroup (right) and the binding-site residues, as a function 
of simulation time.

To study the nature of specific interaction between lipids 
and St-I, the minimum distance interaction of sub-phos-
phocholine region of lipids with the residues anchored 
were calculated.Figure 5 shows the minimum distance of 
interaction between ester group in DPPC and amide in SM 
with tryptophan 111. It is possible to observe that the amide 
group is closer to W-111 residue than ester group. This result 
can explain the preferential association of St-I to SM due to 
amide-π	interaction.	As	has	been	described	by	experimen-
tal (Tsuzuki et. al, 2000) and theoretical (Ottiger et al., 2009; 
Imai	et	al.,	2009)	studies,	the	amide-π	interaction	reveals		
stabilization energies from -3.75 kcal mol-1  to -2.08 kcal mol-1 
with interactions distance ca. 0.36 nm, what is in agree with 
the obtained results.
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Figure 5.Plot of the minimum distance between tryptophan 111 and 
ester group in DPP (blue) and between tryptophan 111 and amide group 
in SPM as a function of time.

The structure of N-terminal segment of St-I was studied 
by analysis of time-dependent secondary structure of the 
first 30 residues of the toxin.DSSP plot (fig. 6) shows a stable 
α-helix for the residues 14-28from 40 ns. These results are in 
agreement with the estimated helix population proposed 
by Castrillo and co-workers(Castrillo at al., 2010)  for the resi-
dues 14-24 in St-I (1-30 peptide), and 16-26 for Eq-II (1-32 pep-
tide) (Dreschler et al., 2006). The residues 1-13 appearmore 
unstructured incomparison with St-II (Casallanovo et al., 
2006) and Eq-II (Lam et al., 2010).The presence of the S-1 polar 
residue and two anionic E-2 and D-9 residues,instead the A-1 
and A8 hydrophobic residues in St-II, could contribute to the 
destabilization of the helical structure of St-I. As has been 
described, a stabilized amphipatic τ-helix in a lipid environ-
ment would be necessary to associate deeply in the mem-
brane (Hong et al., 2002; Malovrh et al., 2003; Kristan et al., 
2009). This would explain the difference, observed by Huerta 
and co-workers(Huerta et al., 2001), in the hemolytic activity 
shown for the sticholysins.
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Figure 6.Secondary structure representation as a function of time. The 
secondary structure is differentiated by color as defined in the figure.
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To analyze the kind of interactions implicated in the recogni-
tion by the membrane and theinteraction with the N-termi-
nal segment, the contributions of the different interactions 
to the energy are shown in figure 7.
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Figure 7.Plot of the coulombic and short-range Lennard-Jones 
interactions as a function of time.

The van der Waals interactions, represented by Lennard-
Jones potential, contribute in low proportion to the 
stabilization energy of the system compared with the 
electrostatic interactions represented by Coulomb 
potential. The coulombic and short-range (SR) Lennard-
Jones interactions are a qualitative estimation of toxin-lipid 
interaction. The energy of coulombic interactions indicates 
that electrostatic interaction is the main force that drives 
the process of recognition and binding of the toxin to the 
membrane.
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conclusion
In conclusion, thesimulation presented in this work provides 
a good model for St-I interacting with a DPPC/SM bilayer. 
The	amide-π	interaction	could	explain	the	preferential	
association between actinoporins and SM. Furthermore, the 
present simulation allows establishing the forces that drive 
the first steps of thecomplex pore formation process.
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abstract
We previously demonstrated that fraction 13 from the ve-
nom of Conus californicus partially blocks calcium 
currents ICa from rat dorsal root ganglion (DRG) neurons. 
CalTx sequence (NCPAGCRSQGCCM) is strikingly different 
from ω-conotoxins, making it a novel calcium conotoxin. To 
further characterize the effect of CalTx action upon the Ca2+ 
current and to define its selectivity among Ca2+ current 
subtypes, we studied the Ca2+ current using the voltage 
clamp technique in rat DRG neurons.
The effect of CalTx on ICa was concentration-dependent 
(IC50 = 4.96 ± 2 µM, Hill slope = 1.6 ± 3, N = 36). LVA 
currents were not affected by CalTx while HVA currents 
were inhibited by 10 µM CalTx. 3 µM nifedipine (L-type selec-
tive blocker) reduced the peak Ca2+ current 30 ± 12% (N = 6) 
(P < 0.05); 10 µM CalTx reduced the peak calcium current 36 
± 5% (n = 7) (P < 0.05). In the presence of 3 µM nifedipine 
application of 10 µM CalTx (N=6) produced an additional 
block of 5% (attaining a total of 36 ± 7% block) indicating 
that preapplication of nifedipine occluded 83% of the CalTx 
effect. 1 µM ω-conotoxin MVIIA (N-Type selective blocker) 
reduced the peak Ca2+ current in 46 ± 9% (N=13) (P < 0.05).
The application of 10 µM CalTx (N=6) in the presence of the 
ω-MVIIA produced an additional block of 8% attaining a to-
tal block of 54 ± 9% respect to the control.

CalTx a New Toxin (13 Amino Acid Residues) 
Blocker of Calcium Channels Obtained from  
Conus Californicus
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     We conclude that the action of CalTx is non-selective 
among the HVA Ca2+ currents.
key words: Voltage-gated calcium channels, conotoxins, 
Conus californicus

resumen
Previamente demostramos que la fracción 13 del veneno de 
Conus californicus bloquea parcialmente las corrientes de 
calcio (ICa)de neuronas del ganglio de la raíz dorsal (GRD) de 
rata. La secuencia de CalTx (NCPAGCRSQGCCM) es notoria-
mente distinta de la de las ω-conotoxinas, representando 
una nueva familia de conotoxinas. En este trabajo profun-
dizamos en la caracterización funcioal de CalTx e intenta-
mos definir su selectividad empleando la técnica de fijación 
de voltaje.
El efecto de CalTx sobre ICa fue dependiente de la concen-
tración (IC50 = 4.96 ± 2 µM, pendiente = 1.6 ± 3, N = 36). Las 
corrientes LVA no fueron afectadas por CalTx, mientras que 
las HVA fueron inhibidas por CalTx 10 µM. Nifedipina 3 µM 
(bloqueador de corrientes tipo L) redujo el pico de ICa 30 ± 
12% (N = 6) (P < 0.05); CalTx 10 µM redujo la corriente al pico 
36 ± 5% (n = 7) (P < 0.05). En presencia de nifedipina 3 µM la 
aplicación de CalTx 10 µM (N=6) produjo un bloqueo adicio-
nal del 5% (para un bloqueo total de 36 ± 7%) y por tanto la 
preaplicación de nifedipina ocluyó en 83% el efecto de CalTx. 
La aplicación de ω-conotoxina MVIIA 1 µM (bloqueador de 
corrientes tipo N) redujo el pico de corriente en 46 ± 9% 
(N=13) (P < 0.05). CalTx 10 µM (N=6) en presencia de ω-MVIIA 
produjo un bloqueo adicional de 8%, alcanzándose un blo-
queo total de 54 ± 9% respecto al control.
    Concluimos que la acción de CalTx no es selectiva entre 
corrientes HVA.
palabras claves: de calcio dependientes de voltaje, cono-
toxinas, Conus californicus
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introduction
The genus Conus comprehend 700 venomous species, each 
one expressing between 100 and 200 venom peptides. C. 
californicus has been shown to be distantly related to all Co-
nus species showing unusual biological features.
We previously demonstrated that fraction 13 (CalTx, Ber-
naldez et al., 2011) from the venom of Conus californicus 
partially blocks total calcium currents from rat dorsal root 
ganglion (DRG) neurons. CalTx sequence (NCPAGCRSQGCCM) 
is strikingly different from regular ω-conotoxins, making it a 
novel calcium conotoxin. Here we characterize the effect of 
synthetic CalTx (sCalTx) action upon the Ba2+ current (IBa) 
in DRG neurons and to define its potential selectivity among 
Ba2+ current subtypes, we studied the Ba2+ current using 
the whole cell voltage clamp technique in DRG neurons.

materials and methods
Primary cultured dorsal-root ganglion (DRG) neurons of Wis-
tar rats (P7-10) were used for whole cell voltage clamp 
experiments. To isolate the barium current the pipette solu-
tion contained (mM): 140 CsCl, 5 TEA-Cl, 5 HEPES, 10 EGTA, 
2 Mg-ATP, 1 Na-GTP (pH 7.2). The extracellular solution con-
tained (mM): 10 BaCl2, 5 CsCl,1.2 MgCl2, 125 TEA-Cl, 10 4-AP, 
and 10 HEPES (pH7.4). A detailed description of the metho-
dology can be found in Bernaldez et al., 2011.

results
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Figure 1. Effects of sCalTx on LVA and HVA barium currents. A, LVA 
Ba2+ current in control (black) and after sCalTx (10 µM) (n = 3) perfu-
sion (red); there was no change in the LVA current. Inset, voltage pro-
tocol to activate LVA currents. B, the use of sCalTx (10 µM) inhibited the 
HVA-Ca2+ current 34% in the case shown, inset, voltage protocol. C, 
Dose response curve of sCalTx on Ba2+ current , the number over each 
dot indicates the N. Adjusting a dose-response equation gave an IC50 
of 4.6 µM, with a Hill number of 0.5. Only the effect with 10 and 30 
µM, were significant  with P < 0.05, paired Student’s t-test.

Figure 2. Effects of sCalTx on the current density versus voltage and 
conductance curves. Left, using a ramp protocol starting at -90 mV 
up to 100 mV with a duration of 100 ms, we construct the current 
density versus voltage curve (N=7); in blue, the control curve; in orange, 
the curve in the presence of sCalTx 10 µM. Shadows in the same colors 
represent the SEM. There were no changes in the activation voltage nor 
in the reverse potential of the current, the effect on the current was 
maximum at 0 mV (P<0.01). Right, conductance curve of IBa (blue) did 
not change after the application of sCalTx (10 µM) (red); adjusting a 
Boltzman equation (control in gray, sCalTx in red) were obtained the 
parameters of V1/2: control = -11.3 mV, sCalTx = -11.4 mV; k: control= 4.9, 
sCalTx = 5. N = 7.
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Figure 3. Action of sCalTx on the IBa in the presence of nifedipine.  
Left, temporal course of the application of nifedipine, sCalTx and wash; 
the recovery of the current was not complete after 3 min of wash. B, 
bar graph showing the effect of nifedipine and nifedipine + sCalTx, on 
four parameters. The use of 3 µM nifedipine (L-type selective blocker) 
significantly reduced the peak Ba2+ current 30 ± 12% (N = 6) (P < 0.05), 
while 10 µM sCalTx reduced the peak barium current 36 ± 5% (n = 7) (P 
< 0.05). In the presence of 3 µM nifedipine application of 10 µM CalTx 
(N=6) produced an additional block of 5% (attaining a total of 36 ± 7% 
block) thus indicating that preapplication of nifedipine occluded 83% 
of the CalTx effect. There were no changes in neither slow or fast tau.

Figure 4. Left, temporal course of the application of ω-MVIIA (1 µM), 
sCalTx (10 µM)  and wash; it was observed only a partial recovery of 
the current after 5 min of wash. Right, bar graph showing the effect 
of ω-MVIIA and ω-MVIIA + sCalTx, on four parameters. The use of 1 
µM ω-MVIIA (N-type selective blocker) significantly reduced the peak 
Ba2+ current 46.2 ± 9 % (n = 13) (P < 0.01), while 10 µM sCalTx reduced 
the peak barium current 36 ± 5% (n = 7) (P < 0.05). In the presence of 1 
µM ω-MVIIA application of 10 µM CalTx (N=6) produced an additional 
block of 8% (attaining a total of 54.1 ± 9.1 % (n = 6) block). There were 
no changes in neither slow or fast tau. 

discussion
CalTx is a low molecular-weight peptide formed by 13 amino 
acids, with 4 cysteines forming 2 disulfide bonds. The amino 
acid sequence of the peptide (NCPAGCRSQGCCM) was previ-
ously reported (Biggs et al., 2010). In contrast with CalTx, 
ω -conotoxins typically include peptides of 12–30 amino 
acids, with 6 cysteines forming a frame C–C–CC–C–C (frame-
work VI/VII) that forms three disulfide bonds (Olivera et 
al., 1984; Lewis et al., 2000; Terlau and Olivera, 2004). A 
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similar,13-amino acid toxin that blocks the presynaptic Ca2+ 
influx has been reported (Ɛ-TxIX, isolated from Conus tex-
tile); however, the frame formed by the cysteines is different 
from CalTx (Rigby et al., 1999). CalTx has the framework XVI 
of the M-superfamily previously reported by Pi et al. (2006), 
however no previous reports of blocking activity on voltage-
gated ionic channels has been reported for this family of 
peptides, and it has been proposed that C. californicus did 
not have toxins of the M-superfamily (Biggs et al., 2010).
     In this work we dissected the two components (LVA and 
HVA) by means of a voltage protocol (Lewis et al., 2000; 
Scroggs and Fox, 1992). Our results showed a clear block of 
the HVA calcium currents by CalTx. The HVA currents 
correspond to L, N, P-Q, and R- type Ca2+ currents, all of 
which are present in dorsal-root ganglion neurons of the rat 
(Kostyuk et al., 1993; Yuaf et al., 2001). In contrast, there was 
no significant effect on the LVA current, corresponding to 
the T-type Ca2+ current. Our experiments show also that 
CalTx is no selective to the components L and N of the HVA 
Ca2+ current. Similar to other calcium-channel pore-blocking 
toxins (McDonough, 2007; McDonough et al., 2002; Ellinor et 
al., 1994; Lew et al., 1997), CalTx did not modify the voltage 
dependency of activation nor of the inactivation.
     The ω -conotoxins family is 24–29 amino acids long 
(Table 1). They have in their structure three intramolecular 
disulfide bonds known as the four-loop Cys scaffold (Uchi-
tel,1997). A striking diversity of the amino acid sequence is a 
feature of u-conotoxins, with the only common features of 
the sequences the six half-cysteine residues and the Gly at 
position 5 (Uchitel, 1997). CalTx has the cysteine framework 
C–C–CC reported for the M-superfamily of conopeptides (Pi 
et al., 2006) and, interestingly, exhibits a Gly residue at posi-
tion 5. However, its belonging to a superfamily remains to be 
defined since the corresponding signal peptide has not been 
identified. 
     Given the number of amino acids and the framework of Cys-
paired, CalTx is a novel Conus calcium channel toxin and may 
be a member of a new family of Ca2+-blocking peptides.
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péptide conus species Sequence
ω-Conotoxina GVIA C. geographus CKSOGSSCSOTSYNCCRSCNOYTKRCY*
ω-Conotoxina MVIIA C. magus CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC*
ω-Conotoxina MVIIC C. magus CKGKGAPCRKTMYDCCSGSCGRRGKC*
ω-Conotoxina CVID C. catus CKSKGAKCSKLMYDCCTGSCSGTVGTC*

conclusions
Our results shown that sCalTx, a low molecular weight 13 
amino acids peptide, blocked IBa in DRG neurons of the rat. 
sCalTx did not affect LVA currents. It has a significant effect 
over HVA current with a IC50 of 4.6 µM; sCalTx did not modi-
fied the activation parameters nor the reverse potential of 
the current. So far the results show that sCalTx is no selec-
tive among HVA calcium channels subtypes, since it has 
effect over the L-type current (nifedipine blocked) and over 
N-type current (ω-MVIIA blocked). Further experiments are 
necessary to determine the effects of CalTx on P/Q and R cal-
cium channel subtypes.

acknowledgements
This work was partially supported by VIEP-BUAP, grant 2012. 
OLR was supported by CONACyT fellowship 175945.

references
•	 Bernaldez,	J.,	López,	O.,	Licea,	A.,	Salceda,	E.,	Arellano,	R.,	
Vega, R., Soto, E., 2011. Electrophysiological characterization 
of a novel small peptide from the venom of Conus californi-
cus that targets voltage-gated neuronal Ca2+ channels. Toxi-
con 57, 60–67.
•	 Biggs,	J.S.,	Watkins,	M.,	Puillandre,	N.,	Ownby,	J.P.,	Lopez-
Vera, E., Christensen, S., Moreno, K.J., Navarro, A.L., Corneli, 
P.S., Olivera, B.M., 2010. Evolution of Conus peptide toxins: 
analysis of Conus californicus Reeve, 1844. Mol. Phylogenet. 
Evol. 56, 1–12.
•	 Ellinor,	P.T.,	Zhang,	J.-F.,	Horne,	W.A.,	Tsien,	R.W.,	1994.	
Structural determinants of the blockade of N-type calcium 
channels by a peptide neurotoxin. Nature 372, 272–275.
Kostyuk, P., Pronchuk, N., Savchenko, A., Verkhratsky, A., 1993. 



122

•	 Calcium	currents	in	aged	rat	dorsal	root	ganglion	neu-
rons. J. Physiol. 461, 467–483.
•	 Lew,	M.J.,	Flinn,	J.P.,	Pallaghy,	P.K.,	Murphy,	R.,	Whorlow,	
S.L., Wright, C.E., Norton, R.S., Angus, J.A., 1997. Structure–
function relationships of ω-conotoxin GVIA. J. Biol. Chem. 
272, 12014–12023.
•	 Lewis,	R.J.,	Nielsen,	K.J.,	Craik,	D.J.,	Loughnan,	M.L.,	
Adams, D.A., Sharpe, I. A., Luchian, T., Adams, D.J., Bond, T., 
Thomas, L., Jones, A., Matheson, J.L., Drinkwater, R., Andrews, 
P.R., Alewod, P.F., 2000. Novel ω-conotoxins from Conus catus 
discriminate among neuronal calcium channel subtypes. J. 
Biol. Chem. 275, 35335–35344.
•	 McDonough,	S.I.,	2007.	Gating	modifier	toxins	of	
voltage-gated calcium channels. Toxicon 49, 202–212.
McDonough, S.I., Boland, L.M., Mintz, I.M., Bean, B.P., 2002. 
Interactions among toxins that inhibit N-type and P-type 
calcium channels. J. Gen. Physiol. 119, 313–328.
•	 Olivera,	B.M.,	McIntosh,	J.M.,	Cruz,	L.J.,	Luque,	F.A.,	Gray,	
W.R., 1984. Purification and sequence of a presynaptic pep-
tide toxin from Conus geographus venom. Biochemistry 23, 
5087–5090.
•	 Pi,	C.,	Liu,	J.,	Peng,	C.,	Liu,	Y.,	Jiang,	X.,	Zhao,	Y.,	Tang,	S.,	
Wang, L., Dong, M., Chen, S., Xu, A., 2006. Diversity and evo-
lution of conotoxins based on gene expression profiling of 
Conus litteratus. Genomics 88, 809–819.
•	 Pi,	C.,	Liu,	J.,	Peng,	C.,	Liu,	Y.,	Jiang,	X.,	Zhao,	Y.,	Tang,	S.,	
Wang, L., Dong, M., Chen, S., Xu, A., 2006. Diversity and evo-
lution of conotoxins based on gene expression profiling of 
Conus litteratus. Genomics 88, 809–819.
•	 Rigby,	A.C.,	Lucas-Meunier,	E.,	Kalume,	D.E.,	Czerwiec,	
E., Hambe, B., Dahlqvist, I., Fossier, P., et al., 1999. A conotoxin 
from Conus textile with unusual posttranslational modifica-
tions reduces presynaptic Ca2+ influx. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 96, 5758–5763.
•	 Scroggs,	R.S.,	Fox,	A.P.,	1992.	Calcium	current	variation	
between acutely isolated adult rat dorsal root ganglion neu-
rons of different size. J. Physiol. 445, 639–658.



123

•	 Terlau,	H.,	Olivera,	B.M.,	2004.	Conus	venoms:	a	rich	
source of novel ion channel-targeted peptides. Physiol. Rev. 
84, 41–68.
•	 Uchitel,	O.D.,	1997.	Toxins	affecting	calcium	channels	in	
neurons. Toxicon 35, 1161–1191.
•	 Yuaf,	S.P.,	Goodman,	J.,	Pinnock,	R.D.,	Dixon,	A.K.,	Lee,	K.,	
2001. Expression of voltage-gated calcium channel subunits 
in rat dorsal root ganglion neurons. Neurosci. Lett. 311, 137–141





125

Enrique Sotoa*, Omar Lópeza, Emilio Salcedaa

aInstituto de Fisiología, Benemérita Universidad Autónoma 
de Puebla, México 14 sur 6301, CU, San Manuel,Puebla, Pue. 
CP 72570, México
*e-mail: esoto2424@yahoo.com

resumen
Los canales sensibles a la concentración extracelular de pro-
tones (ASIC) tienen un papel significativo en la sensación de 
dolor y constituyen un blanco importante en la búsqueda de 
nuevas drogas antinociceptivas. En este trabajo estudiamos 
las propiedades antinociceptivas del extracto BM.21, ob-
tenido del pasto marino Thalassia testudinum, y del principal 
componente fenólico aislado de este extracto, una flavona 
sulfatada llamada thalassiolina B, empleando modelos de 
nocicepción térmica y química en ratón.La acción de BM-21 
y de thalassiolina B fue evaluada también en las corrientes 
ASIC de neuronas de los ganglios de la raíz dorsal (DRGs) de 
ratas Wistar. Se realizaron experimentos conductuales en 
ratones OF-1. La administración por vía oral de dosis únicas 
de BM-21 produjo una inhibición significativa de la nocicep-
ción química causada por ácido acético y formalina (especí-
ficamente durante su segunda fase), e incrementó el tiempo 
de reacción en la prueba de placa caliente. La thalassiolina 
B disminuyó la conducta de lamido durante las fases fásica 
y tónica en el test de formalina. Se encontró también que 
tanto BM-21 como thalassiolina B inhiben selectivamente las 
corrientes	ASIC	con	desensibilización	rápida	(π<	400	ms)	y	
no las corrientes con un curso temporal de desensibilización 
más lento. La acción de thalassiolina B no muestra depen-
dencia del pH ni del voltaje, y tampoco es modificada por 

La Thalassiolina-B, un Flavonoide de Origen 
Marino con Efecto Antinociceptivo, Bloquea 
la Corriente Asic en las Neuronas de los 
Ganglios de la Raíz Dorsal de la Rata 
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la desensibilización de estado estacionario. La alta concen-
tración de thalassiolina B en el extracto puede explicar la 
acción nociceptiva de BM-21.
palabras claves: Thalassia testudinum, ASICs, dolor, antino-
cicepción, flavonoide.

abstract
Acid-sensing ion channels (ASIC) have a significant role in the 
sensation of pain and constitute animportant target for the 
search of new antinociceptive drugs. In this work we studied 
the antinociceptiveproperties of the BM-21 extract, obtained 
from the sea grass Thalassia testudinum, in chemical and 
thermal modelsof nociception in mice. The action of the BM-
21 extract and the major phenolic component isolated from 
thisextract, a sulphated flavone glycoside named thalassiolin 
B, was studied in the chemical nociception test and inthe 
ASIC currents of the dorsal root ganglion (DRGs) neurons ob-
tained from Wistar rats. Behavioral antinociceptive experi-
ments were made on male OF-1 mice. Single oral administra-
tion ofBM-21 produced a significant inhibition of chemical 
nociception caused by acetic acid and formalin (specifically-
during its second phase), and increased the reaction time in 
the hot plate test. Thalassiolin B reduced the lickingbehavior 
during both the phasic and tonic phases in the formalin test. 
It was also found that BM-21 and thalassiolin Bselectively 
inhibited the fast desensitizing (τ < 400 ms) ASIC currents in 
DRG neurons obtained from Wistar rats, witha nonsignifi-
cant action on ASIC currents with a slow desensitizing time-
course. The action of thalassiolin B shows nopH or voltage 
dependence nor is it modified by steady-state ASIC desensi-
tization or voltage. The high concentrationof thalassiolin B 
in the extract may account for the antinociceptive action of 
BM-21.
key words: Thalassia testudinum, ASICs, pain, antinocicep-
tion, flavonoid.
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introducción
Los canales iónicos sensibles a la concentración extracelular 
de protones (ASIC, por sus siglas en inglés:AcidSensingIonicC
hannels) constituyen un grupo de canales iónicos selectivos 
al sodio y activados por acidosis extracelular. Son amplia-
mente expresados en neuronas tanto del sistema nervioso 
central, como del periférico (Krishtal, 2003; Wemmieet al., 
2006; Lingueglia, 2007).La participación de los ASIC en los 
procesos sensoriales, la plasticidad sináptica, el aprendizaje 
y la memoria, y en la supervivencia de las neuronas después 
de la isquemia global en el cerebro se ha demostrado en 
varios modelos animales(Wemmieet al., 2002; Lingueglia, 
2007; Mercado et al., 2005; Vega et al., 2009).
     El papel de los ASIC en la nocicepción se ha demostrado 
en diferentes modelos de dolor e hiperalgesia inflamatoria 
(Devalet al., 2008). El dolor cutáneo producido en los seres 
humanos por pH moderado (hasta 6) es en gran parte me-
diado por los ASIC (Jones et al., 2004). La sensación de dolor 
producida por la isquemia cardiaca también parece estar 
mediada por la activación ASIC (Yagi et al., 2006).
     La búsqueda de nuevos agentes farmacológicos selectivos 
sin efectos secundarios significativos es un requisito 
creciente para el desarrollo de fármacos enfocados al trata-
miento del dolor agudo y crónico. El extracto estandarizado 
llamado BM-21 obtenido del pasto marino Thalassia testudi-
num, una planta marina muy abundante en las costas de Cuba, 
es un producto rico en flavonoides y no posee ninguna toxici-
dad conocida, pero tiene propiedades antioxidantes y antiin-
flamatorias y contribuye a la recuperación de la dermis dañada 
por irradiación (Nuñezet al., 2006). El fraccionamiento de BM-
21guiado por bioensayo dio como resultado el aislamiento de 
thalassiolina B (chrysoeriol 7-β-D-glucopiranosil-2"-sulfato), el 
componente más abundante del extracto.
     En este trabajo se describen los efectos antinociceptivos 
de BM-21 y thalassiolina B en diferentes modelos animales de 
dolor, así como la acción inhibitoria de BM-21 y thalassiolina 
B en las corrientes ASIC en neuronas aisladas de los ganglios 
de la raíz dorsal en cultivo primario.
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materiales y métodos
La extracción y el aislamiento de BM-21 y Thalassiolina B 
fueron realizados en el Centro de Bioactivos Marinos de La 
Haban, Cuba. Los experimentos in vivo se realizaron en ra-
tones machos adultos (25-30 g) adaptados a las condiciones 
del laboratorio desde al menos una semana antes de realizar 
los experimentos, en condiciones estándar de iluminación, 
humedad y acceso a alimento y agua. Un día antes del ex-
perimento, fueron trasadados a una habitación silenciosa y 
fueron deprivados de alimento y agua dos horas antes del 
experimento.
     Para estudiar la actividad antinociceptiva de BM-21, 
los siguientes grupos y protocolos de tratamiento fueron 
empleados: grupo 1 (control), los ratones fueron tratados 
con agua destilada;grupos 2, 3,4, 5 y 6 los ratones fueron 
tratados con BM-21 (4, 20, 40,400 y 1000 mg*kg-1); grupo 7, 
los animales fueron tratadoscon indometacina15 mg*kg-1. 
Otra serie experimentalincluyó el estudio de los efectos de 
amilorida100 mmol*kg-1ythalassiolinaB 100 mmol*kg-1 en la 
prueba de la formalina. Cada animal fue utilizado una vez. 
Laadministración de los vehículos utilizados para disolver las 
sustanciasno presentó una acción significativa en lasprue-
bas conductuales. Los modelos empleados para la evalu-
ación de la actividad antinociceptiva fueron la prueba de 
placa caliente, la inyección intraperitoneal de ácido acético y 
la prueba de la formalina; la actividad motora fue evaluada 
empleando un aparato rota-rod. Los detalles del diseño ex-
perimental pueden consultarse en Garateix y colaboradores 
(2011). El análisis estadístico se realizó empleando la prueba 
ANOVA y las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y U 
de Mann-Whitney.
     Para estudiar el efecto de BM-21 y de thalassiolinaB sobre 
las corrientes ASIC, se utilizó latécnica de patch-clamp en la 
configuración de célula completa. Para este fin, se utilizaron 
las neuronas de DRG de ratas Wistar (P5 y P9),aisladas y cul-
tivadasde acuerdo con el procedimiento descrito por Salceda 
y colaboradores(2002). Las soluciones empleadas fueron: a) 
extracelular (en mM): KCl 5.4, NaCl 140, MgCl2 2, CaCl2 1.8, 
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capsazepina 10, HEPES o MES 10, Glucosa 10, ajustada al pH 
con NaOH. Para aquellas soluciones con pH inferior a 6.1 se 
empleó MES en vez de HEPES como amortiguador; b) intrace-
lular (en mM): KCl 125, NaCl 10, CaCl2 0.1, HEPES 10, EGTA 10, 
GTPNa 1, ATPMg 2. pH 7.2 ajustado con KOH.Los cambios de 
solución (< 100 ms) se realizaron por medio de un sistema 
SB-77 de perfusión controlado por computadora (Warner 
Instruments). El control experimental y el registro de las 
corrientes se efectuó usando el programa Pclamp 9 (Molecu-
lar Devices.). Las corrientes provocadas por ácido fueron 
generadas al perfundir la célula en registro con solución 
ácida. El BM-21 fue coaplicado con el cambio de pH a 6,1, 
mientras que lathalassiolinaB fue preaplicada 20 segundos 
antes del pulso de pHa 6,1, y durante toda la duración del 
mismo (5 segundos). Para comparar datos en la misma célula 
se empleó la prueba t de Student pareada.

resultados
Efectos del BM-21 y thalassiolinaB in vivo
Pruebas de placa caliente e inyección de ácido acético
La administración de BM-21 (4 y 20 mg*kg-1, n = 6 cada uno) 
no produjo un efecto significativo. Sin embargo, BM-21 (40, 
100, 400, y 1000 mg*kg-1, n = 12cada uno) eindometacina (15 
mg*kg-1, n = 16) produjeron unaumento significativo de la 
latencia de la respuesta 90 minutos después de su admi-
nistración	(P	≤	0.05).La	inyección	intraperitoneal	de	ácido	
acético en ratones control produjo 51.4 ± 4.1 contorsiones y 
estiramientos (n = 19).
BM-21 (40 mg*kg-1) redujo significativamente el número de-
contorsiones y estiramientos a 26.8 ± 5.7 (47% de protección, 
n = 12, p = 0,018); la reducción máxima del número de con-
torsiones y estiramientos se observó con una dosis de 400 
mg*kg-1(21.9	±	3.9,	57%	de	protección,	n	=	19,	P	≤0.001)	Ver	
Figura 1.
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Figura 1. Efectos de BM-21 sobre la nocicepción térmica y en la prue-
ba de inyección de ácido acético.A) En la prueba de la placa caliente 
el uso de BM-21 (40-1000 mg*kg-1) y de indometacina(15 mg*kg-1) in-
crementó la latencia de respuesta 90 minutos después de la adminis-
tración del fármaco:control = 3.3 s(línea punteada). * P ≤ 0.05, ** P ≤ 
0.001. En esta y las siguientes gráficas, cada barra representa la media 
± SE; * y ** indican diferencias significativas con respecto al control (P ≤ 
0,05, P ≤ 0,001, ANOVA de una vía y t de Student). B) El número de con-
torsiones y estiramientos generados por la inyección intraperitoneal de 
ácido acético medidos en condiciones control y 90 min después de la 
administración de BM-21 o indometacina.

Prueba de nocicepción por formalina
BM-21 (n = 12 para cada grupo) no ejerció ningún efecto sig-
nificativo sobre el número de lamidos en la primera fase (0-5 
min) después de la inyección de formalina Sin embargo, en 
la segunda fase (15-30 min), BM-21 produjo un efecto signifi-
cativo a concentraciones entre de 20 y 1000 mg*kg-1. La re-
ducción máxima de 49% en el comportamiento de lamido se 
obtuvo con el uso de BM-21 a 40 mg*kg-1(Figura 2).
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Figura 2. Efectos de BM-21 y thalassiolinaB sobre la nocicepción 
causada por formalina .Indometacina y thalassiolina B produjeron 
una reducción significativa en el número de lamidos.Ningún efecto 
significativo de BM-21 o amilorida fue observado durante la primera 
fase de la nocicepción. En la segunda fase, a excepción de la dosis más 
baja de BM-21 (4 mg*kg-1), todos los fármacos probadosprodujeron una 
reducción significativa en el número de lamidos. La magnitud de la ac-
ción de thalassiolin B fue similar a la de la amilorida.

El uso de indometacina 15 mg*kg-1 produjo una reducción 
significativa en ambas fases de la prueba de formalina 
(Figura 2). La conducta de lamido durante la primera fase no 
se vio afectada por amilorida 100 mmol*kg-1 (n = 6), mien-
tras que thalassiolina B 100 mmol*kg-1mmol*kg-1(n = 6) 
redujo 34% esta conducta. Ambos compuestos redujeronlos 
lamidos durante la 2ª fase de manera similar (13 ± 2.2 para 
amilorida y 11.6 ± 1.4 para thalassiolina B).
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Efectos de BM-21 y thalassiolina B sobre las corrientes ASIC
Para demostrar que las corrientes registradas fueron causa-
das por la activación de los ASIC, se realizó la caracterización 
farmacológica de las mismas. El uso de amilorida 10, 30, y 
100 µM produjo inhibición de la corriente dependiente de 
la concentración de 39 ± 3.8% (n = 3), 67 ± 4.5% (n = 7), y 85 ± 
2.3% (n = 6, Figura 3A, B y C), respectivamente. La aplicación 
de Gd3+100 µM (n = 4) inhibió significativamente la corrien-
te en 90 ± 1.3% (Figura3D). Empleando una solución extrace-
lular libre de sodio (n = 5)la corriente entrante producida por 
un pulso ácido de pH 6.1 se redujo en 96 ± 1 (Figura 3D)

A
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Figura 3. Efectos de amilorida, Gd3+ y solución extracelular libre de 
sodio sobre las corrientes ASIC.A-C) Amilorida produjo una inhibición 
de la corriente máxima, dependiente de la concentración y reversible, y 
no modificó significativamente la corriente de estado estacionario. En 
esta y las siguientes gráficas, los trazos en negro representan el con-
trol, en color se muestra el efecto de los fármacos y en gris el efecto del 
lavado. La líneapunteada indica el cero de corriente, y la barra gris la 
aplicación de pH 6,1 + la aplicación de drogas. D) La aplicación de Gd3+ 
también produjo una inhibición reversible de la corriente. E) El uso de 
una solución extracelular libre de Na+ disminuyó significativamente 
la corriente (a 4% de la corriente control), de manera reversible. F) La 



133

relación corriente versus pHmuestró una dependencia sigmoidaldel 
pH con un pH50 de 6.12 ±0.1. Las corrientes fueron normalizadascon 
respecto de la corriente obtenida con pH 4

Figura 4. Corrientes ASIC típicas registradas en neuronas de DRG.
Las características de las corrientes ASIC registradas en las neuronas 
DRG variaron de una rápida corriente transitoria con poca corriente 
de estado estacionario, a una corriente lentamente desensibilizante(τ> 
400 ms)con un gran componente de estado estacionario, y finalmente 
a una corriente con un claro estado estacionario.

Las corrientes ASICregistradas DRG mostraron característi-
cas que indican la participación de diversas subunidades de 
ASIC en la corriente macroscópica (Figura 4)
La coaplicación de BM-21 con pH 6.1 redujo la amplitud del 
pico de las corrientes ASIC con desensibilización rápida de 
manera dependiente de la concentración (CI50 de 0.72 ± 0.16 
mg*ml-1). BM-21 no tuvo ningún efecto significativo sobre 
las corrientes ASIC con desensibilizaciónlenta (τ> 400 ms). El 
curso temporal de la desensibilización no se vio afectado sig-
nificativamente al aplicar BM-21 10 mg*ml-1(control τ = 231.7 
± 23.3 ms contra τ = 319.6 ± 56.6 ms, prueba t de Student P> 
0.05) y su acción fue completamente reversible después de 
lavar la preparación (Figura 5).
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Figura 5. La aplicación de BM-21 redujo el pico de la corriene ASIC 
de manera reversible. Trazos representativos de un experimento que 
muestran el efecto de BM-21 10 mg*ml-1. A la izquierda, el registro con-
trol; al centro, la corriente ASIC en presencia de BM-21, y a la derecha 
luego del lavado de la preparación.

El uso de thalassiolina B produjo una reducción significativa 
de la amplitud del pico de corriente ASIC en células con de-
sensibilización rápida (τ<400 ms), sin ningún cambio signifi-
cativo en la cinética de la corriente (Figura 6A). Ninguna ac-
ción fue ejercida por este compuesto en las corrientes ASIC 
con desensibilización lenta (τ> 400 ms) (n = 8; Figura 6B).

Figura 6.Efecto de thalassiolina B en las corrientes ASIC. A) Acción 
inhibidora de thalassiolina B 0.03 mMsobre la corriente ASIC de una 
neurona con una τ = 283.3 ms; la inhibición fue del 23% con respecto al 
control y el efecto resultó totalmente reversible. B) No se observó nin-
guna acción significativa de thalassiolina B sobre corrientes ASIC con 
desensibiización lenta (> 400 ms); el registro que se muestra tuvo una 
τ = 984 ms. C) Curva concentración-respuesta del efecto inhibidor de 
thalassiolina B sobre las corrientes ASIC con desensibilización < 400 ms. 
La línea continua muestra el ajuste a empleando una ecuación de Hill; 
IC50= 27 ± 2.6 µM.

A

B
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Para estudiar la influencia de thalassiolina B en la activación 
(gating) de la corriente ASIC, se estudió la dependencia de la 
amplitud de la corriente con respecto al pH en condiciones 
control y en presencia de thalassiolina B 100 mM. El pH50 en el 
control fue de 6.12 ± 0.1 (n = 7 ) y con el uso de thalassiolina B fue 
6.15	±	0.1	(n	=	7;	P	≥	0,05;	Figura	7A).	Para	caracterizar	la	in-
fluencia potencial de la ocupación de sitios de unión a protones 
sobre las acciones de thalassiolina B, los efectos de la droga fue-
ron estudiados mientras el pH de la solución del baño se varió 
entre 7.0 y 8.0 con incrementos de pH de 0.2 (curvade desensi-
bilización de estado estacionario). El pH del baño precondicio-
nante produjo un efecto significativo sobre la corriente produ-
cida por la perfusión a pH 6.1. Las relaciones pH precondicio-
nante-efecto se construyeron en el control (pH50 = 7.19 ± 0.04, 
n = 5)y en presencia de thalassiolina B 30 mM (pH50 = 7.27 ± 
0.03, n = 7; Figura 7B). Estos experimentos mostraron que la ac-
ción de thalassiolina B no depende del estado, cerrado o 
inactivado, de los canales ASIC. Otra serie experimental mostró 
que la amilorida ocluye el efecto de thalassiolina B (datos no 
mostrados).

Figura 7. El efecto de thalassiolina B sobre las curvas de pH contra am-
plitud y de desensibilización de estado estacionario de la corriente 
ASIC. A) No se observó  influencia significativa de thalassiolina B100 
mMsobre la dependencia de pH de la amplitud de la corriente ASIC. B) La 
aplicación de thalassiolina B no modifica significativamente la desensibili-
zación de estado estacionario de las corrientes ASIC. C) Análisis de los efec-
tos de thalassiolin B en función del pH utilizado para activar la corriente; 
no existe una correlación significativa (P> 0.05). La línea contínuamuestra 
la regresión lineal (pendiente = 0.27); las líneas punteadas muestran los 
intervalos de confianza (P ≤ 0.05).
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discusión
Este estudio demuestra la acción antinociceptiva de BM-21 
en los modelos farmacológicos clásicos de dolor producido 
por estimulación térmica (placa caliente) y química (inyec-
ción de ácido acético y formalina), y de thalassiolina B en la 
prueba de la formalina en ratones. También demuestra que 
al menos una parte de esa acción puede deberse al efecto de 
ambos compuestos sobre canales ASIC.Regalado y cola-
boradores (2009)determinaron que el contenido fenólicodel 
extracto BM-21 es de 18 ± 1.5%. Consistente con esto, el pro-
cedimiento de separación del extracto dio como resultado el 
aislamiento de thalassiolina B, que resultó se el constitu-
yente fenólico más importante de BM-21. Nuestros datos in-
dican que los compuestos fenólicos, y en particular thalassio-
linaB, pueden contribuir en un grado significativo a la acción 
biológica de BM -21.De hecho, los estudios in vivo utilizando 
el ensayo de formalina en ratones apoyan la idea de que 
thalassiolina B tiene una acción antinociceptivaper se.
     Se sabe que algunos mecanismos de nocicepción invo-
lucran a los canales ASIC (Lingueglia, 2007). Estudios pre-
vios han documentado que estos canales son sensibles alas 
acidificaciones extracelulares que se producen durante la 
inflamación, y que su expresión (especialmente de ASIC3) 
se incrementa en las neuronas sensoriales de ratas en esta 
condición patológica (Devalet al., 2008). Así, en un intento de 
caracterizar el mecanismo por el que BM-21 ejerce su acción 
antinociceptiva se evaluaron los efectos de BM-21 y thalas-
siolina B sobre corrientes ASIC.Se encontró que tanto BM-21 
comothalassiolinaB fueron capaces de disminuir la amplitud 
máxima de las corrientes ASIC, lo que indica que, muy pro-
bablemente, el efecto de BM-21 puede ser debido a la presen-
cia de thalassiolinaB.
     La acción inhibidora de thalassiolina B sobre corrientes 
ASIC fue selectiva, actuando sólo en neuronas que presen-
taron una corriente con desensibilización rápida, no ejer-
ciendo efecto significativo sobre las corrientes con desensi-
bilización lenta (las llamadas corrientes ASIC2-like (Dubéet 
al., 2005), lo que indica que su efecto puede ser específico. 
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Sin embargo, debido a que las corrientes ASIC en las neu-
ronas de DRG son probablemente causadas por la combi-
nación de dos omás subunidades de ASIC coensambladas 
como heteromultímeros, y que en una misma célula 
coexisten múltiples poblaciones de canales ASIC(Benson et 
al., 2002; Hesselager et al., 2004) no fue posible determinar 
su selectividad.El efecto de thalassiolina B no muestra de-
pendencia del pH utilizado para activar la corriente ASIC, lo 
que indica que no ocurren cambios conformacionales de la 
molécula en función del pH. La coaplicación de amilorida 
ocluye el efecto de thalassiolina B, lo que sugiere que actúan 
por medio de un mecanismo similar. El efecto de thalas-
siolina B no es dependientedel voltaje, lo cual indica que, 
probablemente, no está entrando en el potencial de campo 
de la membrana. La thalassiolina B requiere ser preaplicada 
para ejercer un efecto inhibidor consistente; además, sólo es 
capaz de bloquear parcialmente la corriente ASIC (alrededor 
de 30% en las concentraciones más altas), lo que sugiere que 
no es un bloqueador del poro. Estudios futuros utilizando la 
expresión heteróloga de subunidades de ASIC podrían con-
tribuir a definir la selectividad y el mecanismo de acción de 
thalassiolina B sobre estos canales.

conclusiones
Hasta donde sabemos, este es el primer informe de la 
presencia de un inhibidor de canales ASIC extraído de una 
planta marinay asociado a un compuesto fenólico iden-
tificado. En comparación con otras sustancias naturales 
de naturaleza peptídica con acción antinociceptiva, como 
PcTx1 y APETx2, la naturaleza no peptídica de thalassiolina B 
puedeeofrecer una ventaja para futuras aplicaciones tera-
péuticas relacionadas con el control del dolor. Sin embargo, 
estudios adicionales son todavía necesarios para determinar 
su selectividad para subunidades ASIC específicas, y para 
determinar su potencia, el tiempo requerido para alcanzar 
niveles terapéuticos in vivo y su mecanismo de acción.



138

agradecimientos
Este trabajo fue apoyado parcialmente por VIEP-BUAP (ref. 
169835).

referencias
•	 Benson,	C.J.,	Xie,	J.,	Wemmie,	J.A.,	Price,	M.P.,	Henss,	J.M.,	
Welsh, M.J., Snyder, P.M., 2002. Heteromultimers of DEG/
ENaC subunits form H+-gated channels in mouse sensory 
neurons. ProcNatlAcadSci 99, 2338-2343.
•	 Deval,	E.,	Noël,	J.,	Lay,	N.,	Alloui,	A.,	Diochot,	S.,	Friend,	V.,	
Jodar, M., Lazdunski, M., Lingueglia, E., 2008. ASIC3, a sensor 
of acidic and primary inflammatory pain.EMBO J 27,3047-
3055.
•	 Dubé,	G.R.,	Lehto,	S.G.,	Breese,	N.M.,	Baker,	S.J.,	Wang,	
X., Matulenko, M.A., Honoré, P., Stewart, A.O., Moreland, R.B., 
Brioni, J.D., 2005.Electrophysiological and in vivo characte-
rization of A-317567 a novel blocker of acid sensing ionchan-
nels.Pain 117,88-96.
•	 Garateix,	A.,	Salceda,	E.,	Menéndez,	R.,	Regalado,	E.L.,	
López, O., García, T., Morales, R.A., Laguna, A., Thomas, O.P., 
Soto, E., 2011. Antinociception produced by Thalassiatestu-
dinum extract BM-21 is mediated by the inhibition of acid 
sensing ionic channels by the phenolic compound thalassio-
lin B. Molecular Pain  7:10.
•	 Hesselager,	M.,	Timmermann,	D.H.,	Ahring,	P.K.,	2004.
pH dependency anddesensitization kinetics ofheterologous-
ly expressed combinations ofacid-sensing ion channels sub-
units. J BiolChem, 279, 11006-11015.
•	 Jones,	N.G.,	Slater,	R.,	Cadiou,	H.,	McNaughton,	P.,	Mc-
Mahom, S.B., 2004.Acid-inducedpain and its modulation in 
humans.J Neurosci, 24,10974-10979.
•	 Krishtal,	O.,	2003.	The	ASICs:	Signaling	molecules?	
Modulators?Trends Neurosci 26, 477-483.
•	 Lingueglia	E.,	2007.	Acid	sensing	ion	channels	in	sensory	
perception. J BiolChem 282, 17325-17329.



139

•	 Mercado,	F.,	Vega,	R.,	Soto,	E.,	2005.	Canales	iónicos	sen-
sibles a la concentración extracelular de protones: estruc-
tura, función, farmacología yfisiopatología. RevNeurol 41, 
667-675.
•	 Nuñez,	R.,	Garateix,	A.,	Laguna,	A.,	Fernández,	M.D.,	
Ortiz, E., LLanio, M., Valdés, O.,Rodríguez, A., Menéndez, R., 
2006.Caribbean marine biodiversity as a source of new com-
pounds of biomedical and others industrial applications.
Pharmacologyonline 3,111-119.
•	 Regalado,	E.L.,	Rodríguez,	M.,	Menéndez,	R.,	Concepción,	
A.A., Nogueiras, C., Laguna, A., Rodríguez, A.A., Williams, D.E., 
Lorenzo-Luaces, P., Valdés, O., Hernández, Y., 2009. Repair of 
UVB-damaged skin by the antioxidant sulphatedflavone gly-
coside thalassiolin B isolated from the marine plant Thalas-
siatestudinum	Banks	ex	König.	Mar	Biotechnol11,74-80.
•	 Salceda,	E.,	Garateix,	A.,	Soto,	E.	2002.	The	sea	anemone	
toxins BgII and BgIIIprolong the inactivation time course of 
the tetrodotoxin-sensitivesodium current in rat dorsal root 
ganglion neurons. J PharmacolExpTher303:1067-1074.
•	 Vega,	R.,	Rodriguez,	U.,	Soto,	E.,	2009.	Acid-sensing	ionic-
channel functionalexpression in the vestibular endorgans.
NeurosciLett463, 199-202.
•	 Wemmie,	J.A,.	Chen,	J.,	Askwith,	C.C.,	Hruska-Hageman,	
A.M., Price, M.P., Nolan, B.C., Yoder, P.G., Lamani, E., Hoshi, T., 
Freeman, J.H, Jr., Welsh, M.J., 2002 The acid-activated ion 
channel ASIC contributes to synaptic plasticity, learning, and 
memory. Neuron 34, 463-477.
•	 Wemmie,	J.A.,	Price,	M.P.,	Welsh,	M.J.,	2006.	Acid-sens-
ing ion channels: advances, questions, and therapeutic op-
portunities. Trends Neurosci29, 578-586.
•	 Yagi,	J.,	Wenk,	H.N.,	Naves,	L.A.,	McCleskey,	E.W.,	2006.
Sustained currents throughASIC3 ion channels at the modest 
pH changes that occur duringmyocardial ischemia.Circ Res 
99,501-509.





	   1	  

Laboratorio	  de	  Venómica	  y	  Proteinómica	  Estructural	  

Juan	  J.	  Calvete	  

Instituto	  de	  Biomedicina	  de	  Valencia,	  CSIC,	  c/Jaime	  Roig	  11,	  46010	  
Valencia	  (España)	  

jcalvete@ibv.csic.es	  

	  

El	   Laboratorio	   de	   Venómica	   y	   Proteinómica	   Estructural	   desarrolla	   protocolos	  

proteómicos	   para	   caracterizar	   en	   detalle	   la	   composición	   de	   los	   venenos	   de	  

serpientes	  ("venómica")	  [1]	  y	  estudiar	  la	  eficacia,	  especificidad	  y	  paraespecificidad	  

de	   antivenenos	   ("antivenómica")	   [2].	   Estas	   investigaciones	   se	   enmarcan	   en	   los	  

objetivos	   de	   la	   Global	   Snakebite	   Initiative	   (Global	   Snakebite	   Iniciative),	   cuyo 

principal objetivo es movilizar e	   integrar los recursos, la capacidad, la 

experiencia y las sinergias de científicos básicos, clínicos y	   de desarrollo 

tecnológico de los campos de la venómica y la toxinología en la búsqueda, desde 

el	   mundo académico, de soluciones al envenenamiento ofídico:	   "The	   Global	  

Snakebite	  Initiative	  is	  an	  internationally-‐active	  non-‐profit	  organisation,	  registered	  in	  

Australia,	   and	   led	   by	   snakebite	   experts	   who	   are	   dedicated	   to	   improving	   access	   to	  

good	   quality,	   robustly	   tested,	   safe,	   effective	   antivenoms	   in	   the	   world’s	   poorest	  

communities.	  We	  hope	  you	  will	   join	  us	  in	  trying	  to	  improve	  the	  prevention,	   first	  aid	  

and	  treatment	  of	  snakebites,	  and	  in	  bringing	  recognition	  to	  the	  rehabilitation	  needs	  

of	  snakebite	  victims	  around	  the	  world."	  [3].	  	  

La consecución de esta	   iniciativa requiere la estrecha colaboración entre 

instituciones de países afectados por la patología	   y de las naciones 

industrializadas. El éxito de la GSI está vinculado al desarrollo de la	  

complementariedad entre aquellos que poseen la experiencia, y la visión de las 

limitaciones	   locales, en el tratamiento de la enfermedad y de quienes tienen 
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acceso a las tecnologías “ómicas”	  necesarias para estudiar las bases moleculares 

de la patología e identificar dianas de intervención	   terapéutica [3].	   Nuestro	  

laboratorio	   trabaja	  en	  estrecha	  colaboración	  con	  otros	   laboratorios	  participantes	  

en	   la	   GSI,	   el	   Instituto	   Clodomiro	   Picado	   (San	   José,	   CR),	   la	   Alistair	   Reid	   Venom	  

Research	   Unit	   (Liverpool	   School	   of	   Tropical	  Medicine,	   UK),	   la	   Australian	   Venom	  

Research	  Unit	  (University	  of	  Melbourne,	  Australia)	  [3].	  

En	  el	  Laboratorio	  de	  Venómica	  y	  Proteinómica	  Estructural	  partimos	  de	  la	  premisa	  

de	   que	   el	   conocimiento detallado del proteoma de los venenos y sus efectos 

patológicos son requisitos esenciales para identificar las toxinas responsables del 

cuadro fisiopatológico del envenenamiento.	   La	   aplicación	   de	   la	   venómica	   y	  

antivenómica	   al	   estudio	   de	   la	   composición	   y	   entendimiento de las tendencias 

evolutivas de los	   venenos, la identificación de características	   convergentes y 

divergentes entre los diferentes clados del árbol filogenético de los ofidios,	  y	  el	  

perfil	  inmunológico	  de	  los	  venenos	  de	  serpientes,	  proporcionan las claves para la 

elaboración de antídotos poliespecíficos [4]. Así, los estudios proteómicos han 

evidenciado que los venenos de serpientes de los géneros Viperinae (ej. víboras 

europeas, africanas y asiáticas) y Crotalinae (ej. crótalos asiáticos y serpientes de 

cascabel americanas) están compuestos por diversas combinaciones de toxinas 

pertenecientes a solo un puñado de familias proteicas. La complejidad específica 

de cada veneno radica en el tipo y abundancia relativa de las toxinas que expresa. 

Asimismo, las investigaciones venómicas han puesto en evidencia la existencia 

de variabilidad fenotípica (geográfica y ontogenética) intra- e interespecífica en 

la composición de los venenos. La identificación de variaciones intraespecíficas 

en los venenos de especies de relevancia médica es muy importante para el 

reconocimiento de cuadros clínicos divergentes, así como para la selección de las 

mezclas de venenos más adecuadas para la generación de los correspondientes 
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antídotos. Por otra parte, la identificación de patrones venómicos convergentes 

entre especies divergentes y el estudio de su grado de inmunogenicidad cruzada 

pueden ampliar el rango de aplicación terapéutica de antivenenos existentes. 

Se atribuye al físico Freeman Dyson la afirmación de que las revoluciones 

científicas están más a menudo sustentadas por avances tecnológicos que por 

nuevos conceptos. Las tecnologías “ómicas” de alto rendimiento han 

revolucionado el panorama de la investigación biológica, y muchos laboratorios 

dotados de estas tecnologías han cambiado el paradigma clásico de hacer 

investigación basada en una hipótesis a priori a una aproximación libre de 

hipótesis y basada en la interpretación a posteriori del conjunto de datos 

generado de forma masiva. Sydney Brenner denominaba “cazadores” a los 

primeros, “recolectores” a los segundos [5]. Los más de 2.5 millones de seres 

humanos afectados por las consecuencias del ofidismo merecen más atención de 

la comunidad científica. Sin embargo, ninguna de las aproximaciones “ómicas” 

aisladamente es apropiada en la búsqueda de soluciones para esta patología 

desatendida. Un nuevo paradigma debe adoptarse. El nuevo paradigma debe estar 

basado en un profundo conocimiento del sistema biológico, cómo solo los 

cazadores pueden lograr, pero haciendo uso de las herramientas de los 

recolectores.   

El desarrollo a finales de la década de 1980 de métodos de ionización para 

moléculas termolábiles y su análisis mediante espectrometría de masas ha 

revolucionado la investigación de los sistemas biológicos. En particular, la 

fragmentación de iones peptídicos, generados por proteolisis (utilizando 

generalmente tripsina) de las proteínas de interés, permite su secuenciación y, por 

tanto, la identificación de la proteína original. El PDF adjunto analiza las reglas 

básicas de la interpretación de espectros de masas [6]. El Tutorial de John Cottrell 
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es de lectura recomendada para iniciarse en la comprensión de las reglas de 

fragmentación de iones peptídicos y la interpretación de los correspondientes espectros 

MS/MS [7]. Tanto el PDF de este artículo como material suplementario en PowerPoint 

están libremente accesibles en: http://www.journals.elsevier.com/journal-of-

proteomics/tutorials/international-proteomics-tutorial-programme/. El portal de Ion 

Source (http://www.ionsource.com/) también contiene guias prácticas y recursos 

didácticos sobre principios e interpretación de espectros de masas.  
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ada/V66.html 
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Venenos y antivenenos 
de serpientes

Profundizan conocimientos con nuevas tecnologías 

El Dr. Julián Fernández, joven investigador del Instituto Clodomiro 
Picado, realiza estudios de la proteómica de los venenos de serpientes  
(foto Omar Mena).
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Ese antiveneno lo produce y distribuye el Instituto 
Clodomiro Picado (ICP) de la Universidad de Costa Rica 
(UCR) hacia toda Centroamérica y la parte norte de 

Suramérica: Colombia, Venezuela y Perú.
Este es uno de los resultados de la valiosa alianza que 

mantiene este instituto, con el Laboratorio de Proteinómica 
Estructural del Instituto de Biomedicina de Valencia, España.

Según explicó el Dr. José María Gutiérrez Gutiérrez, sub-
director del ICP, la proteómica es un nuevo campo de trabajo, 
que emplea técnicas moleculares de punta, solo que dirigidas 
específicamente hacia las proteínas que conforman cualquier 
sustancia biológica, fluido, secreción, sangre, venenos, etc. 

El equipo profesional que lidera el Dr. Juan José Calvete, en 
España, realiza investigaciones de muy alto nivel en este cam-
po, pero no había incursionado en los venenos de serpientes de 
América Latina, especialidad de quienes laboran en el Instituto 
Clodomiro Picado de la UCR.

La relación se inició como una opción de intercambio acadé-
mico en el 2007, por medio de la cual especialistas nacionales y 
españoles realizan visitas e intercambian conocimientos teórico-
prácticos, efectúan investigaciones conjuntas y han logrado tan-
to éxito que emprenderán nuevas iniciativas por dos años más.

“En el Instituto desde hace muchos años venimos traba-
jando para conocer la composición de los venenos, con la idea 
de purificar toxinas para comprender su estructura química y 
mejorar los antivenenos que se producen. Por ejemplo, se pu-
rificaron miotoxinas que producen necrosis o muerte muscular, 
toxinas hemorrágicas que ocasionan sangrado, otras que afec-
tan la coagulación, pero nunca habíamos tenido la oportunidad 
de hacer un análisis global de los venenos en todos sus com-
ponentes, que es lo que permite la proteómica”, afirmó el Dr. 
Gutiérrez.

Según indicó, los venenos son fluidos muy complejos, com-
puestos de cientos de proteínas diferentes, las cuales con esas 
nuevas técnicas fueron identificadas en la proporción exacta 
en que se encuentran en cada uno de los venenos estudiados; 
y luego ampliaron el análisis hacia los antivenenos, con la idea 
de conocer la neutralización que producen.

Los resultados son tan positivos que incluso los llevó a acuñar 
dos nuevos conceptos científicos, como son el de la venómica, 
para el estudio de los venenos empleando la proteómica, y el de 
antivenómica, para el estudio de la reactividad o neutralización 
de los antivenenos hacia los venenos, empleando la proteómica.

La información que ofrecen los estudios de antivenómica 
es fundamental para Gutiérrez, “porque somos productores y 
desarrolladores de antivenenos o sueros antiofídicos, y esto nos 
permite saber con un detalle muy fino contra cuáles de los com-
ponentes de los venenos están reaccionando los antivenenos”.

Valiosos resultados
La experiencia de intercambio se inició con la visita de 

la Dra. Yamileth Angulo, directora del ICP, al Instituto de 
Biomedicina de Valencia, donde investigó los venenos de las 

serpientes comúnmente llamadas mano de piedra. Luego la 
siguió el Dr. Bruno Lomonte, quien se dedicó a estudiar dos 
serpientes arborícolas, como son la lora y la bocaracá. 

Asimismo, los doctores Alberto Alape, Marieta Flores-Díaz 
y Mahmood Sasa se dedicaron a realizar el análisis de la pro-
teómica de la serpiente terciopelo, una de las que causa más 
accidentes ofídicos en Costa Rica. 

Por su parte, las doctoras Alexandra Rucavado y Teresa 
Escalante, junto con el Dr. Julián Fernández, trabajan en el 
análisis del veneno de dos serpientes importantes de las islas 
caribeñas Martinica y Santa Lucía, que llaman la atención por-
que en el resto del Caribe no hay serpientes venenosas.

Gutiérrez y Calvete también llevan a cabo un estudio sobre 
los venenos de las especies de cascabel de Centroamérica y 
Suramérica.

Esa labor científica además se ha nutrido con las visitas al 
Instituto Clodomiro Picado del Dr. Calvete y de las doctoras Libia 
Sanz y Paula Juárez, para conocer de cerca el trabajo científico 
y de producción de sueros que se realiza en Costa Rica.

Gutiérrez considera que la alianza solo ganancias ha produ-
cido para ambas partes, pues se potenciaron los conocimientos 
y las experiencias. Gracias a este vínculo se han publicado cin-
co artículos científicos en el Journal of Proteome Research, una 
de las más prestigiosas revistas científicas internacionales en el 
tema de la proteómica, y esperan publicar otros estudios.

Además, con el conocimiento acumulado y el equipo disponi-
ble, en el Instituto Clodomiro Picado están desarrollando pruebas 
de antivenómica con la plataforma metodológica que aprendieron 
en España y con los métodos adaptados en Costa Rica. 

Las pruebas de venómica solo se pueden realizar parcial-
mente en el país, debido a que faltan equipos que por su alto 
costo no ha podido adquirir la UCR, aunque se tiene programa-
do hacerlo a corto plazo.

La idea es instalar un laboratorio propio de proteómica en ese 
Instituto, que le permita seguir profundizando en este campo y ofrez-
ca servicios a otros científicos costarricenses que lo necesiten.

El trabajo de colaboración continuará, pues el objetivo de 
la nueva etapa es completar el estudio de los venenos de ser-
pientes del país y hacer los estudios de la antivenómica corres-
pondientes, con el financiamiento otorgado por la Vicerrectoría 
de Investigación de la UCR, la Fundación CRUSA y el Consejo 
Superior de Investigaciones Científicas de España(CSIC).

Lidiette Guerrero Portilla <lidiette.guerrero@ucr.ac.cr>

Gracias a la tecnología de punta y al cono-
cimiento científico de la proteómica, en una 
primera fase de estudio especialistas costa-
rricenses y españoles caracterizaron la com-
posición de los venenos de las principales 
serpientes del país y comprobaron la calidad 
y eficacia del suero antiofídico polivalente 
como neutralizador de los venenos de ser-
pientes en la región.
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Envenenamiento por mordedura de serpiente
La proteómica facilita el desarrollo de tratamientos para el ofi dismo, una patología desatendida

 Las primeras serpientes ya campaban
 a sus anchas por nuestro planeta 

cuando los mamíferos apenas empeza-
ban a esbozarse. Las serpientes evolu-
cionaron a partir de un ancestro co-
mún a los lagartos durante el tiempo 
de los grandes dinosaurios, en el pe-
ríodo Cretácico (hace unos 130 millo-
nes de años); sin embargo, hasta hace 
unos 36 millones de años no aparecie-
ron los primeros colúbridos. La radia-
ción de los colúbridos coincide con el 
advenimiento y diversificación de los 
roedores, mamíferos esenciales en la 
dieta de estos reptiles.

En la actualidad, el suborden Serpen-
tes de los reptiles escamosos (Squamata) 
agrupa a unas 3000 especies en unos 400 
géneros y 18 familias, presentes en há-
bitats terrestres y acuáticos, desde el mar 
hasta los desiertos, en todos los conti-
nentes, a excepción de la Antártida.

Las serpientes de mayor tamaño y 
fuerza (pitones, boas y anacondas) uti-
lizan para alimentarse una estrategia
mecánica: atrapan a la presa entre sus 
anillos constrictores impidiéndole la res-
piración hasta que muere por asfi xia. Las 
serpientes más pequeñas (víboras, ser-
pientes de cascabel, cobras), en cambio, 
han desarrollado otra arma evolutiva más 

refi nada: el veneno. El veneno de las es-
pecies actuales de serpientes ponzoñosas 
se originó en etapas tempranas de la his-
toria evolutiva de lagartos y serpientes 
por reclutamiento y transformación, me-
diante evolución acelerada, de proteínas 
comunes.

Ofi dismo
Los venenos de los vipéridos (subfami-
lias Viperinae y Crotalinae) poseen un 
arsenal de proteínas con capacidad de 
degradar la matriz extracelular y obstruir 
la cascada de coagulación, el sistema he-
mostático y la reparación tisular. Las ma-
nifestaciones clínicas del envenenamien-
to por vipéridos y crotálidos pueden ser 
locales o sistémicas. Los efectos locales 
se presentan minutos después de la in-
yección del veneno: incluyen dolor, ede-
ma, equimosis y hemorragia local; en 
numerosos casos cursan con necrosis del 
área que rodea la mordedura. Entre los 
efectos sistémicos se observan alteracio-
nes en la coagulación sanguínea y epi-
sodios hemorrágicos alejados del sitio de 
inyección del veneno, miotoxicidad, fa-
llo renal agudo e insufi ciencia cardiaca, 
entre otras.

Unas 640 especies de ofi dios son ve-
nenosas; de éstas, sólo una fracción re-

ducida representa un peligro serio para 
nuestra especie. La mayoría de los acci-
dentes por mordedura de serpiente 
ocurren en regiones pobres de países tro-
picales de Centroamérica y Sudamérica, 
Africa subsahariana y Asia; afectan sobre 
todo a trabajadores y niños de zonas ru-
rales. Según la OMS ocurren anualmen-
te 5,4 millones de accidentes ofídicos. De 
éstos, 2,7 millones producen envenena-
miento y dan lugar a más de 125.000 
muertes al año y a un número mayor de 
personas con lesiones permanentes. Es-
tas cifras hospitalarias podrían estar
subestimando la realidad, puesto que nu-
merosas víctimas acuden a curanderos lo-
cales o fallecen en su casa sin haber pa-
sado por un centro de salud.

Tratamientos: de la inmunología
a la proteómica
La única terapia efi caz contra un enve-
nenamiento por mordedura de serpien-
te es la administración parenteral de un 
antiveneno. Los sueros antiofídicos se 
obtienen mediante la inmunización de 
équidos y camélidos con dosis subleta-
les de veneno completo. La fracción de 
inmunoglobulinas purifi cadas constituye 
el correspondiente antiveneno. La admi-
nistración de proteínas extrañas puede 
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producir en el organismo reacciones ad-
versas, incluida la muerte por shock ana-
fi láctico. Por otra parte, la producción 
de antivenenos tradicionales o de corte 
biotecnológico resulta cara para los sis-
temas sanitarios de numerosos países 
donde el ofi dismo constituye un grave 
problema de salud pública. Al no ser un 
negocio rentable, algunas empresas far-
macéuticas multinacionales han dejado 
de fabricar antivenenos.

Para tratar de paliar el ofi dismo, en 
nuestro laboratorio de proteinómica es-
tructural hemos desarrollado protocolos 
basados en técnicas proteómicas que nos 
permiten determinar la composición pro-
teínica (proteoma) y la abundancia rela-
tiva de las familias de toxinas en un ve-
neno (“venómica”). Este conocimiento 
resulta esencial a la hora de escoger la 
mezcla idónea de venenos para lograr un 
antiveneno polivalente del más amplio 
espectro posible.

La evolución juega a nuestro favor. 
Nuestros estudios venómicos muestran 
que, a pesar de la aparente complejidad 

de los venenos, éstos constan de un nú-
mero restringido de familias proteicas 
cuya distribución y abundancia relativa 
varían ampliamente entre géneros, espe-
cies y subespecies.

Los estudios sobre inmunorreactividad 
cruzada de antivenenos existentes y vene-
nos de serpientes no incluidas en el cóctel 
de inmunización (“antivenómica”) demues-
tran una gran conservación de determi-
nantes antigénicos (epítopos) intraespecí-
fi cos e interespecífi cos en todas las familias 
de toxinas. Ello permite reducir el proble-
ma de la generación de un antiveneno de 
amplio espectro a la formulación de una 
mezcla de venenos que incluya el comple-
mento de epítopos necesarios para gene-
rar anticuerpos que bloqueen la acción tóxi-
ca de todas las familias proteicas presentes 
en el veneno diana.

El veneno constituye una innovación 
adaptativa. Su composición está modu-
lada por las condiciones ecológicas a tra-

vés de la selección natural. La adapta-
ción al medio conlleva divergencias 
(especies taxonómicamente cercanas de-
sarrollan formulaciones venómicas dis-
tintas) y convergencias (especies lejanas 
producen venenos de acción tóxica simi-
lar) en la composición del armamento 
químico de los animales venenosos.

Dado que la fi logenia no refl eja el 
grado de similitud composicional de los 
venenos, la taxonomía no constituye una 
herramienta fi able para establecer una 
clasifi cación molecular o funcional. El 
fenotipado por combinación de técnicas 
cromatográfi cas y espectrométricas está 
resultando una estrategia adecuada para 
la identifi cación y cuantifi cación de las 
toxinas mayoritarias en los venenos. Ve-
nómica, antivenómica y fenotipado ve-
nómico constituyen las herramientas que 
aporta la proteómica para hacer frente 
al envenenamiento por mordedura de 
serpiente, una patología desatendida. FO
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El veneno de Crotalus atrox
Las serpientes de cascabel poseen en la 
punta de la cola unos característicos ani-
llos óseos sonoros, de ahí su otro nom-
bre, crótalos. Pertenecen al género Cro-
talus. Este clado se originó durante el 
Mioceno, hace unos 20 millones de 
años, en la Sierra Madre Occidental de 
la meseta mexicana; su dispersión hacia 
el norte y el sur ha originado las 34 es-
pecies de crótalos que medran en Amé-
rica, desde el sudeste de Canadá al nor-
te de Argentina (el lector hallará un 
inventario actualizado de serpientes en 
http://www.reptile-database.org). Sus 
mordeduras son tremendamente dolo-
rosas; pueden resultar letales para un 
humano si no se le administra el antí-
doto adecuado.

La serpiente Crotalus atrox, cascabel 
diamantada del oeste, habita en gran-
des extensiones de terreno árido, desde 
Arkansas a California y norte de Mé-
xico. Los animales adultos sobrepasan 
los 120 centímetros de longitud y los 
6,7 kilogramos de peso. Crotalus atrox 
posee un potente veneno: la dosis letal 
media intramuscular para ratones es de 

20 miligramos 
por kilo. Causa 
un gran número 
de muertes huma-
nas al año, lo que
la convierte en la ser-
piente más peligrosa de 
Estados Unidos.

Mediante técnicas proteómicas, quí-
mica combinatoria y otros métodos, he-
mos determinado las toxinas que com-
ponen el veneno de Crotalus atrox. Los 
resultados, publicados en 2009 en el Jour-
nal of Proteome Research, muestran que 
el arsenal de toxinas de esta especie se 
reduce a un par de docenas de proteí-
nas: el 70 por ciento corresponde a me-
taloproteasas dependientes del catión zinc 
(Zn2+) y endoproteasas del grupo de las 
serinoproteasas. Estas toxinas degradan 
la matriz extracelular y afectan al siste-
ma hemostático. Encontramos también 
inhibidores de la agregación plaqueta-
ria (disintegrinas), miotoxinas (fosfolipa-
sas A2), L-aminoácido oxidasa, C-lecti-
nas y péptidos vasoactivos. Ello explica 
en gran medida los efectos citotóxicos, 
miotóxicos, hemotóxicos y hemorrági-

cos típicos del envenenamiento por Cro-
talus atrox.

Esta investigación se enmarca en un 
proyecto más amplio que se propone de-
sentrañar las bases moleculares de la evo-
lución de los venenos del género Crota-
lus. La elucidación de la composición y 
mecanismos de diversifi cación adaptati-
va de estos venenos facilitará la obten-
ción de un suero anticrotálico paname-
ricano que neutralice todos los venenos 
del género. La producción de antivene-
nos de amplio espectro ofrece además 
una estrategia para abaratar costes y op-
timizar los recursos terapéuticos.

Juan J. Calvete
Laboratorio de Proteinómica Estructural

Instituto de Biomedicina de Valencia

Calidad del aire urbano
No contaminan sólo los motores. También las obras y el desgaste de frenos,
neumáticos y fi rme de rodadura

 

PEROXIREDOXINA
INHIBIDORES DE SVMP

DESINTEGRINAS

PLA2

PEPTIDOS VASOACTIVOS
GLUTAMINIL CICLASA

SVMP

CRISP

SERINOPROTEASAS

C-LECTINAS

LAO

3. Mediante electroforesis, espectrometría de masas
y otras técnicas, se ha obtenido la composición del 
veneno de la serpiente de cascabel diamantada del oeste 
(Crotalus atrox). La mayor parte corresponde a metalo-
proteasas (SVMP, de “snake venom metalloprotease”)
y serinoproteasas. Se han hallado también disintegri-
nas (inhiben la agregación plaquetaria), fosfolipasas A2 
(PLA2), L-aminoácido oxidasa (LAO), C-lectinas, pépti-
dos vasoactivos y proteínas secretoras ricas en cisteína 
(CRISP). Este cóctel de toxinas explica los efectos citotóxi-
cos, miotóxicos, hemotóxicos y hemorrágicos que suele 
causar el envenenamiento por Crotalus atrox.

 La Comisión Europea publicó en 2008
 la Directiva de Calidad del Aire y 

Aire Limpio para Europa (2008/50/CE), 
donde se fi jan valores límite (VL) de ex-
posición de la población —predominan-
te en zonas urbanas— para contaminan-
tes atmosféricos. Entre éstos destacan por 
su difi cultad de cumplimiento los VL de 
dióxido de nitrógeno (NO2) y de partí-

culas respirables PM10 y PM2,5 (que in-
dica la masa de material particulado, PM, 
de diámetro inferior al número, en mi-
crometros, indicado en el subíndice). Sin 
olvidarse del ozono (O3) troposférico, 
con grandes zonas de incumplimiento 
normativo fuera de las ciudades. La di-
rectiva supone un reto político, ambien-
tal, técnico e incluso científi co.

Un parque móvil creciente
En la mayoría de los casos, la superación 
de los valores límite de NO2 y PM10 o 
PM2.5 se producen en áreas próximas al 
tráfi co rodado. El parque automovilísti-
co ha crecido de forma notable en los 
últimos decenios, sin limitaciones de ac-
ceso a las zonas urbanas. “Hay que acon-
dicionar la ciudad para el automóvil”, 
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1. Brevísima historia del nacimiento de la 
espectrometría de masas

+

eran las entidades elementales de la materia postula

corpúsculos descubiertos por Thomson resultaron 
ser electrones

Consideraciones sobre la interpretación de espectros de masas: sólo es cuestión 
de aplicar un par de reglas generales y matemáticas elementales

Juan J. Calvete

Valencia. Email: 

Resumen

materia oscura
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2. Unidades de m/z y el defecto de masa 
atómica

C,
el isotopo natural más abundante del carbono, como 

Ley de las Proporciones Múltiples 

1
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de 1 uma en unidades del SI se obtiene mediante 
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C
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mc

def

def asig calc
np + 1,0086786 nn e
uma, siendo np, nn e el número de protones, neu
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C

nucleones. En el caso de los átomos más abundan
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16 1 31

estas diferencias deben tenerse en cuenta a la hora 

C.

3. Iones quasimoleculares

El cálculo de la masa molecular de un com

matrix-assisted laser-desorption ionization

soft ionization
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n+  por 

+

lito depende tanto de la estructura del compuesto 

B

+ +

+ representa un donante de protones, como es 
B

+ +

molecular del analito.

B.

+

H
+

H
+, dependiendo 

H
+

es la masa de los protones captados o cedidos en la 

lecular a partir de un espectro de masas debemos 

quid

4. Isótopos y distribución de masa molecular

relaciones de abundancia de los elementos más li
1H, H, 3He, 4 7Li. El resto 

4He + 4 8Be

8Be + 4

C + 4 16

C + 1 13

13 13C + e+
e

13C + 1 14

14N + 1

N + e+
e

N + 1 C + 4He

clear en estrellas de masa menor a 1.4 masas solares 

hasta el 
elementos más pesados se producen por procesos 

Nombrados a partir del griego
isos, mismo,  topos, 
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Elementos,

Elemento      Isótopo  Abundancia (%)   Masa atómica (uma)

1

Carbono

13

14

16

17O     0,038  16,99491

18

31

33

34

36

http://
tablaplus.awardspace.com/Tabla.html
como la media ponderada de las masas de sus distin

13

mos de carbono 1070 son 13

N

las no poseen una masa molecular única sino una 
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Figura 1. Simulación por deconvolución con ChemCalc 
(http://www.chemcalc.org) de las distribuciones isotópi-
cas de (A) un nonapéptido (Mmono, 1018.5 Da) de fórmula 
empírica C44H70N14O12S, (B) un polipéptido de ~ 4.5 kDa 
de masa molecular  y fórmula C186H293N59O61S8, (C) una 
proteína de ~7 kDa (C318H502N102O119S14) y (D) una proteína 
de masa molecular monoisotópica 16.681,6 Da y fórmula 
C1253H224N42O50S. Se aprecia claramente el corrimiento hacia 
la derecha de la intensidad relativa de los picos isotópicos 
a medida que aumenta la masa molecular. En A-D, el ión 
monoisotópico está señalado con un asterisco. 
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5. Resolución, precisión, exactitud y repro-
ducibilidad

+, MH++1, 
MH+

Figura 2. Espectro de masas de una mezcla de péptidos 
obtenido con un espectrómetro de masas MALDI-TOF Voya-

muestran las distribuciones isotópicas de los iones mono-
cargados de m/z 1846,48 y 3255,67. MH+, MH++1, MH++2, 
y MH++3 corresponden, respectivamente, a los picos monoi-
sotópicos, del primer isótopo (también denominado del 13C), 
del segundo isótopo, y del tercer isótopo. 

(full width at 
half mass). Esta manera de calcular R proporciona 

Figura 3. Espectro de resolución de los iones m/z 665,3 y 
897,9 obtenidos mediante ionización por electrospray en un 
espectrómetro QTrap2000 (Applied Biosystems). La diferen-
cia de 0,5 Th (A) y 0,3 Th (B) entre los picos de la distribución 
isotópica indica que los iones corresponden a (M+2H)2+

(dicargado) y (M+3H)3+ (tricargado), respectivamente, y sus 
masas moleculares son pues: (665,3 x 2) - (2 x 1,007825) = 
1328,58 Da y (887,9 x 3) - (3 x 1.007825) = 2260,67 Da. 
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do llegar en el caso del Orbitrap a superar 100.000 

estimado para la magnitud. Es, pues, es una medida 

18H33N O10

desviación estándar o desvia-
ción típica

desviación media

medida

calculada

 [(Mcalculada - Mmedida)/Mcalculada] 6

medida de masa depende, además del sistema de 

ducibles al tratarse de un error sistemático, un sesgo 

pende en gran medida del número de espectros acu

Figura 4. Panel superior, espectro de masas de una proteí-
na obtenido con un espectrómetro de masas MALDI-TOF 
Voyager DE-Pro™ (Applied Biosystems) en modo lineal. 
El ión a m/z 34.291,4 puede teoricamente corresponder la 
especie quasimolecular M+H+ o a un dímero (2M +H)+ del
ión a m/z 17.145,3.
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6. Cálculo de la carga (z) y de la masa mo-
lecular monoisotópica

Figura 5. Panel A, espectro MALDI-TOF de una proteína 
de masa molecular 34,3 kDa obtenido en modo linear. El 
panel B muestra un detalle del ápice del ión a m/z 34.297. 

del pico. El valor 34.297 es el calculado en el centroide del 
pico, pero la masa promedio exacta podría corresponder a 
cualquier valor incluído en 34.297 ± 35 Da.

+

+

+

Regla 1: Los picos de la distribución isotópica de un 
ión monocargado son siempre consecutivamente ma-
yores en una unidad de masa, comenzando por el ión 
monoisotópico.

Figura 6. (A) Espectro de masas obtenido en un espectró-
metro QTrap2000™ (Applied Biosystems) que muestra una 
serie de iones multicargados correspondiente a una proteína 
ionizada por electrospray. La carga “n” se ha asignado 

valores de carga de los demás iones del espectro. (B) Espec-
tro de masas de una proteína obtenido con un espectrómetro 
de masas MALDI-TOF Voyager DE-Pro™ (Applied Biosys-
tems) en modo lineal. La única solución coherente es que 
m/z 9357,4 sea el ión quasimolecular M+H+.

7. Determinación de z en espectros de masas 
moleculares promediadas

medio (isotope-averaged mass, Mav). La M de un 

H N O
mono

mono
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M

M mono

(ma-
trix-assisted laser-desorption ionization) correspon

+

+

+

+

aplicar otra regla de cumplimiento obligatorio en 

Regla 2: Los iones multicargados de una serie poseen 
cargas enteras consecutivas.

pertenecen a una serie de iones multicargados de la 

etc.

1304,4n - n = 1239,2n +1239,2 -n -1

(1304,4 - 1239,2)n = 1238,2

n = 1238,2/65,2 = 18,99

n+1 n n+1

de Mn+1 n

M = (1304,4 x 19) - (19 x 1,007825) = (1239,2 
x 20) - (20 x 1,007825) = (1376,8 x18) - (18 x 
1,007825)

de masa molecular promedio modelada matematica

con tres o más iones de una misma serie para deter

simolecular M+H+

+

+

+, entonces  
+, lo 

3M+H+

+,

+ + 3+, siendo esta posibilidad 

8. Polímeros versus series de iones multi-
cargados.
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+,

tratarse de una serie de iones multicargados sino de 

Figura 7
+

modo lineal. 

9. Espectros con más de una serie de iones. 
Regla de conservación de la topología.

un mismo espectro de masas con tal de plantear las 
ecuaciones adecuadas. El caso más simple es cuan

calc

Varias series de iones multicargados pueden 

los iones pertenecientes a cada serie.  La Regla 3 
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Figura 8. (A) Espectro de masas de una mezcla de dos 
proteínas. Las series de iones  cargados con z = 26+ a 18+ 
y con z= 17+ a 12+ corresponden a toxinas aisladas de 
venenos de serpientes, CRISP (cysteine-rich secretory pro-
tein) cuya masa molecular promedio es 29.337,5 ± 4 Da y 
una fosfolipasa A2 de masa molecular 13.222,3 ± 2 Da. (B)
Espectro de masas de una mezcla de isoformas de la disin-
tegrina barbourina aislada del veneno de Sistrurus miliarius 

barbouri.  La similitud topológica de los grupos de iones de 
cada rango de m/z facilita la asignación de las siguientes 

mismo símbolo. (C) Detalle de un espectro de masas de una 
mezcla de las dos serinoproteasas de alrededor de 30 kDa 
analizadas en el gel de la izquierda. Las masas moleculares 
promedio calculadas son 29.332,8 ± 1,1 Da y  30.833,6 ± 
0,8 Da. (D) Espectro de masas de una mezcla de toxinas 
de masas moleculares 13.783,2 ± 1 Da (PLA2, serie 9+ a 
13+), 9001,3 ± 0,1 Da (disintegrina bitistatina, serie 6+ 
a 8+) y 4793,3 ± 0,1 Da (miotoxina crotamina, iones de 
z = 3+ y 4+). Los espectros de masas de los paneles A-D 
corresponden a proteínas ionizadas por electrospray y fue-
ron obtenidos en un espectrómetro QTrap2000™ (Applied 
Biosystems).

Regla 3: La topología de los grupos de iones formados 
por la superposición de series de iones multicargados se 
repite a intervalos regulares de m/z

9. Algunos enlaces útiles

Muchos son los portales de Internet dedicados 

los portales del Swiss Institute of Bioinformatics, 

http://www.ionsource.com

Corolario

Toda tecnología lo 

magia
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elementales...
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