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PROLOGO

Los capitulos que incluye el libro electronico Temas seleccio
nados de toxinas con implicaciones biomeédicas y métodos
para su estudioresultan de una primera aproximacion para
mostrar de manera panoramica el trabajo de investigacion que
desarrollan los miembros de la Red Iberoamericana Tematica
CYTED 212RTo467 (Biotox) en el campo de las toxinas con impli-
caciones para la Biomedicina.

El texto no pretende ser exhaustivo, mas bien se trata de
un material introductorio, de caracter general, cuyo proposito
comunicativo es servir como presentacion delas lineas de in-
vestigacion de los principales grupos de Argentina, Brasil, Chile,
Costa Rica, Cuba, Espana, México y Venezuela pertenecientes a
la Red Biotox que se ocupan de toxinas o cuentan con un arse-
nal metodoldgico para su caracterizacion fisico-quimica,
bioldgica o su accion farmacologica.

Los autores son reconocidos especialistas en sus respectivas
areas de trabajo a los cuales agradezco el esfuerzo en la elabo-
racion de este material que puede ser util a profesionales y
estudiantes interesados en conocer aspectos del estado del arte
en investigaciones sobre toxinas o métodos para su estudio,
en el ambito iberoamericano. En principio, estos textos fueron
concebidos para apoyar las exposiciones que se realizaron en
el | Taller-Cientifico Técnico de Biotox celebrado en el Instituto
Clodomiro Picado, Costa Rica (6-10 agosto, 2012), que dio inicio a
las actividades de la Red. mvito a los interesados a acompanar
la lectura de los articulos 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 seran depositadas en la pagina
Web de la Red que se encuentra en desarrollo



(www.ig.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 toxinologica iberoamericana.

7
Carlos M. Alvarez Valcarcel
Coordinador Iberoamericano
Red CYTED 212RTo467 Biotox
Toxinas de Interés para la Biomedicina”
Enero, 2013
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IDENTIFICACION DE TOXINAS CON ACTIVIDAD
ANTINEOPLASICA EN EL VENENO DEL ESCORPION
Tityus discrepans

Gina D’Suze*, Amaldo Rosalesa , Victor Salazar®, Carlos Sevcik 2

aLaboratorio de Neurofarmacologia Celular,
“Servicio de Histologia, Centro de Biofisica y Bioquimica,
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)

Caracas, Venezuela.
e-mail: gdsuze@ivic.gob.ve

RESUMEN
En el veneno del escorpion venenzolano Tityus discrepans se
encontraron 4 toxinas con actividad antineoplasica. Estas
son integrantes de la fraccion | (FI) del veneno separado me-
diante exclusion molecular, la cual contiene los componen-
tes de mayor peso molecular y es no toxica para los mamife-
r0s. Las 4 toxinas aisladas de la Fl mediante cromatografia
liquida de alta resolucion son péptidos que inducen apopto-
sis preferencialmente en la linea celular de cancer de mama
humano SKBR3 y tienen poco o ningun efecto sobre las célu-
las normales de rindn de mono MA104. Apoptosis es el me-
canismo de accion en el cual se basa la eficiencia de drogas
antineoplasicas comunmente 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 inmunohistoquimica se de-
termind que las toxinas se unen a la membrana plasmatica
y que la muerte ocurre por induccion de apoptosis mediante
la sobreexpresion de FasL (D’Suze et al,, 2010). Este es el pun-
to de inicio de una serie de eventos bioquimicos nucleares
codificados geneticamente relacionados con la activacion de
las caspasas citoplasmaticas.

PALABRAS CLAVES: Veneno de Escorpion, SKBR3, Compuestos
Anticancerigenos, Apoptosis, FasL.



ABSTRACT

Four toxins with antineoplastic activity were isolated from
the Venezuelan Tityus discrepans scorpion venom. These
toxins are part of fraction | (Fl) 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 FaslL 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.

INTRODUCCION
Los escorpiones o alacranes son aracnidos de habitos prefe-
rentemente nocturnos. Han vivido en la tierra desde hace
mas de 400 millones de anos; se encuentran entre los pri-
meros artropodos que tuvieron éxito en el paso del medio
acuatico al terrestre. Su larga historia evolutiva y 1a natu-
raleza proteica de su veneno les han permitido diversificar
sus venenos bajo 1a presion 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 unica 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
11
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Sur, Ameérica 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 (Gonzalez-Sponga, 20m1).

Los escorpiones del género Tityus inducen en el humano
una sintomatologia compleja denominada “sindrome de
emponzonamiento escorpionico” (D’Suze y col., 201m) el cual
incluye trastornos neurolégicos, pancreatitis aguda (Porras,
1994, Ghersy de Nieto y col,, 2004), manifestaciones cardio-
vasculares, edema agudo del pulmon (Mazzei de Davila y
col.,, 2002), sindrome de dificultad respiratoria por escor-
pionismo (D’Suze y col., 1999), trastornos de la coagulacién
(De Sousa y col., 1995; D’'Suze y col,, 2003; Brazon y col. 2008)
y activacion 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 escorpion, de la cantidad de veneno inoculado y de
la sensibilidad del afectado. Estos venenos contienen tanto
las toxinas responsables del sindrome de envenenamiento
escorpionico 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 concentracion 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 esta constituido por pépti-
dos, enzimas, nucleotidos, lipidos, aminas y otros compues-
tos no identificados. El estudio protedmico del veneno de T.
discrepans reveld 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 revelo 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 amidolitica del factor Xa y de la plasmina (Brazén, 2006).
Las toxinas que eluyen entre 10 y 20 minutos tienen masas
entre 2y 4 kDa, 1as eluidas entre 20 a 30 minutos pesan en-
tre 3kDay 5 kDa, en estos dos grupos se han



descrito toxinas con actividad en canales de K+ (D’Suze y col,
1999; 2004b). El grupo de toxinas que eluyen entre 30y 40
minutos presentan masas que van entre 5 kDa y 8 kDa estas
en su mayoria presentan actividad sobre isocanales de Na+
tanto de mamiferos como de invertebrados (D’Suze y col.,
1995; 1996; 1997; 2004¢). En este tiempo eluyen también las
toxinas de cadena larga activas en canales de K+ (Diego-Gar-
ciay col,, 2007; D'Suze y col., 2009). Los péptidos que eluyen
después de los 40 minutos son proteinas mas hidrofobicas y
de mayor peso molecular >8 kDa en donde se pueden encon-
trar aquellas con actividad curarizante (D’Suze y col., 1995),
con actividad enzimatica como metaloproteasas, hialuroni-
dasas entre otras (Brazén 2006), activadoras de plaquetas
(Brazén y col., 201) y con actividad antineoplasica (D’'Suze y
col., 2010).

El interés por el valor farmaceutico de los venenos de es-
corpion como potenciales agentes terapéuticos contra tu-
mores cancerigenos comenzod 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 anticancerigeno ocurre por
induccion de apoptosis. Hasta la fecha unas pocas toxinas
con actividad anticancerigena han sido caracterizadas. Algu-
nas ejercen su accion mediante el bloqueo de ciertos canales
iénicos (Jager et al, 2004), otras inhibiendo la invasion y ex-
travasacion de las células cancerigenas (Deshane et al., 2003)
o activando las vias metabdlicas que inducen apoptosis
(Gupta et al., 2010). La apoptosis es un tipo de muerte celu-
lar iniciada por eventos bioquimicos nucleares codificados
geneticamente, relacionados con la activacion de las caspa-
sas citoplasmaticas (Green y Reed, 1998). En este trabajo nues-
tra atencion va dirigida hacia los componentes del veneno de T.
discrepans con actividad anticancerigena. Se estudio la accion
del veneno completo y sus componentes purificados mediante
HPLC sobre la linea celular SKBR3 de cancer de mama humano y
sobre la linea de celulas no malignas MA104 de rindn de mono.
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MATERIALES Y METODOS

El veneno fue fraccionado por cromatografia de exclusion
molecular convencional empleando una columna de sepha-
dex G-50 (200 x 1cm, 19 mL/h/cm2) (Pharmacia Biotech AB,
St. Louis, MO, U.S.A) equilibrada y eluida a ~25°C con acetato
de amonio 20 mM, pH 4,7. La deteccion de las fracciones se
realizé por absorbancia a 280 nm. Se cargod en la columna
100 Mg de veneno diluido en 1 mL del tampodn de equilibrio
(D"Suze y col,1995). Las fracciones eluidas se liofilizaron y se
usaron para ensayos de toxicidad. La fraccion mas potente
se purifico mediante cromatografia liquida de alta resolu-
cion (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 acido 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 analitica (250 x 4.6 mm). Se recolectaron manu-
almente y liofilizaron para el analisis de espectrometria de
masa por MALDI-TOF, 1a degradacion automatica de Edman
y para los experimentos sobre las lineas celulares de cancer
de mama humano SKBR3 (ATCCRNumber: HTB-30TM) y cé-
lulas normales de rindn de mono MA104 (ATCCRNumber:
CRL-2378.1TM). Las lineas 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 cambié a DMEN libre de FBS. Ambas
lineas celulares fueron incubadas con las fracciones elui-
das de Sephadex G-50 fracciones (0,15 pg/plL), se determiné
viabilidad celular después de 48 h utilizando bromuro de
tiazolil tetrazolio (Sigma Chemical Co,, St. Louis, MO) (Mos-
mann,1983). La muerte celular se determiné mediante la
lectura de absorbancia a 570 nm. Para la cuantificacion de
apoptosis y necrosis las lineas 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 pg/pL) durante 5 h. La deteccion y



cuantificacion de las células en apoptosis y necrosis se rea-
liz6 por microscopia de epifluorescencia utilizando bromuro
de etidio (100 pg/mL) y naranja de acridina (100 pg/mL) (EB/
AQ) en PBS (McGahon et al,, 1995; Jolly et al., 1997). Para
mayores detalles vea D’Suze et al,, 2010.

RESULTADOS Y DISCUSION

El veneno completo indujo 1a pérdida de la forma y adhesion
de las células al substrato, contraccion y aparicion de espi-
gas alargadas en la superficie de algunas de ellas, lisis even-
tual y muerte celular (Fig.1).
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A: SKBR3 control B: SKBR3 FI C: MA104 Fl

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 ug/ul], las células se
mantuvieron a 5% de CO2 y 37 °C durante 48 h.

Estos eventos no se producen en las células normales de
rindn de mono (MA104) al exponerlas al veneno bajo las
mismas condiciones, estas se mantienen formando una
monocapa y no cambian su morfologia. El efecto inducido
por Fl sobre las células cancerigenas SKBR3 es dependiente
del tiempo de exposicion y de la concentracion de veneno
(para detalles ver D’'Suze et al., 2010). La fraccion del veneno
de T. discrepans que indujo mayor muerte en la linea celular
SKBR3 fue la fraccion | proveniente de Sephadex G-50, la cual
no es toxica a mamiferos y contiene las toxinas de mayor

peso molecular. Fl (0.15 pg/pl) indujo 70% de muerte en las
15
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celulas cancerigenas SKBR3 a las 48 h de exposicion. Me-
diante epifluorescencia se determino la forma como esta
fraccion estaba induciendo la muerte celular. Sobre la base
de la absorcion diferencial de bromuro de etidio y naranja de
acridina (EB/AQ) se determiné simultaneamente el porcen-
taje de muerte por necrosis y por apoptosis al exponer las
células a la Fl (0.15 pg/pL) durante sh. Las células vivas se ob-
servaron con su nucleo de color verde. Las células apoptoti-
cas tempranas se observaron con un nucleo de color verde
brillante, con cromatina condensada o fragmentada. Las
células apoptoticas tardias tenian la cromatina condensada
y fragmentada de color naranja y las células que murieron

a causa de necrosis directa presentaban el nucleo de color
naranja estructuralmente normal (Fig. 2).

A: SKBR3 control B: SKBR3 con veneno (1 ug/pl) 5h

Figura 2: 4 x 104 células se cultivaron a confluencia en cubreobjetos
con DMEM-10%FBS. La apoptosis y necrosis se determino 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 Fl [0,15 ug/ulL] por 5 h.

Se fracciono FI mediante cromatografia liquida de alta reso-
lucion hasta lograr la pureza de sus componentes (Fig. 3).
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Figura 3: Perfil cromatogrdfico de Fl eluido en una columna semi-
preparativa de fase reversa C4 a 1 mL/min usando un gradiente linear
de solucion A [agua con 0.12% dcido trifluoroacetico (TFA)] hasta 80%
solucion B (acetonitrilo con 0.10% TFA) en 8o min. Insertos: Purifi-
cacion de los componentes activos presentes en la Fl eluidos en una C4
analitica. Los picos identificados como 1, 2, 3 y 4 son toxinas con activi-
dad antineopldsica; de los cuales 3 y 4 son neopladina 1y neopladina 2
(D’Suze et al., 2010).

Se estudio el efecto de todos los componentes de la Fl cada
uno por separado sobre las lineas celulares SKBR3 y MA104.
Para ello se calcularon los porcentajes de necrosis y apop-
tosis de las lineas celulares cultivadas a confluencia en cu-
breobjetos 22x22 mm2 en presencia de medio DMEM-FBS.
Cada uno de los componentes de la Fl se disolvio por sepa-
rado a una concentracion de 1 pg/plL 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 agregd medio DMEN libre de FBS.
Se usaron como controles positivos paclitaxel 6 nM (Clitaxel
Nolver CA, Venezuela) y vinblastina 6 nM (VinblastinaTN, Eimor
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). Figurag: 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 mmz2 con medio DMEM-FBS. Las
células se expusieron a las toxinas puras (NTx) [1 ug/uL] durante 5 h.
Barras moradas: % apoptosis. Barras anaranjadas: % necrosis.

La FI contiene 4 péptidos que inducen apoptosis con selec-
tividad para las células de cancer de mama humano SKBR3,
su efecto en células no malignas renales de mono MA104 no
fue estadisticamente diferente a los controles. En los con-
troles positivos con paclitaxel se observo en las células SKBR3
(n =1714): 3,2 + 0,43% de apoptosis y 0,47 + 0,177% de necrosis,
pero en la linea 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 linea celular SKBR3 (n = 1814), el mismo farmaco 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 Fl 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 apoptotico significativo sin
Necrosis.

En la Figura 5 se muestran micrografias de contraste de
fase y de fluorescencia en las que las exposiciones (sh) a
las toxinas purificadas NTx de 1a FI (1 pg/pL) inducen frag-
mentacion nuclear, condensacion del citoplasma, las celulas
formaron picos en la membrana plasmatica, vesiculas 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 apoptoticos observados se ase-



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).

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

C:MA104 5h con NTx. D:MA104 5h con NTx. EB/AO
Contraste de fase barra: 25 p

Figura 5: Efecto de las toxinas purificadas de la Fl (1 yg/ul, 5h) sobre
SKBR3 y MA104.

Los venenos de escorpion contienen cientos de componen-
tes con diferentes actividades farmacoldgicas, en especial
los escorpiones de la familia Buthidae cuyos venenos
pueden inducir la muerte en humanos. Sin embargo no to-
dos los componentes son toxicos a humanos, especialmente
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aquellos de alto peso molecular, como son las toxinas que
conforman la Fl 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 inmunohistoquimica se
determind que las toxinas se unen a la membrana plasmati-
ca y que la muerte ocurre por apoptosis al inducir una so-
breexpresion de FaslL (D’Suze et al,, 2010). La muerte celular
ocurre por apoptosis debido a una serie de eventos bio-
quimicos nucleares codificados genéticamente relacionados
con la activacion de las caspasas citoplasmaticas. Apoptosis
es el mecanismo de accion en el cual se basa la eficiencia de
drogas antineoplasicas. Las toxinas aisladas de 1a Fl son pép-
tidos apoptoticos en células SKBR3 y tienen poco o ningun
efecto sobre las células normales MA104. La apoptosis indu-
cida en SKBR3 puede parecer pequena debido al corto perio-
do de observacion, pero es completamente equivalente a los
efectos de paclitaxel y vinblastina estudiadas en condiciones
similares, mas aun, su efecto apoptogénico fue mayor que el
de paclitaxel y vinblastina. Otra droga como por ejemplo la
cisplatino, comunmente utilizada en quimioterapia induce
apoptosis en células cancerigenas mediante una via similar
(Muller 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 1a familia
Viperidae en la fisiopatologia 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. Asi mismo, se discuten otros efec-
tos que resultan de la accion de estas enzimas, tales como
la necrosis muscular, la formacion de ampollas y flictenas, y
la coagulopatia. Finalmente, se analiza el rol que juegan las
SVMPs en la deficiente regeneracion de tejido muscular que
caracteriza estos envenenamientos.

PALABRAS CLAVE: serpientes; venenos; metaloproteinasas;
hemorragia, dano 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.



KEY WORDS: Snakes; venoms; metalloproteinases; hemor-
rhage; tissuedamage.

INTRODUCCION

Los venenos de serpientes constituyen secreciones de enorme
complejidad bioquimica, con una alta concentracion de proteinas,
muchas de las cuales presentan efectos toxicos que les permiten
a las serpientes inmovilizar a sus presas y, en algunos casos, efec
tuar una predigestion de las mismas. Los estudios proteomicos de
venenos de serpientes han revelado la existencia de una gran can-
tidad de proteinas, las cuales sin embargo se pueden dlasificar en
un numero limitado de familias (Calvete, 20m). Los venenos de ser-
pientes de la familia Viperidae presentan, en general, una alta con-
centracion de metaloproteinasas dependientes de zinc (en inglés
‘snakevenommetalloproteinases, SVMPs). Estas SVMPs pertenecen
a la familia M2 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 catalitico
(HExxHxxGxxH) y luego una regién 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 inmovilizacion y muerte de las
presas y en la predigestion (Gutiérrez et al, 2010). Ademas de su
actividad digestiva, las SVMPs ejercen una serie de efectos toxicos
relevantes, entre los que destacan su actividad he-
morragica, su capacidad para generar necrosis como consecuen-
cia de la isquemia, su actividad procoagulante, la inhibicion de la
agregacion plaquetaria y la degradacion de la matriz extracefular,
entre otros efectos (Gutiérrez et al, 2010). Dada la relevancia de
estas enzimas en los venenos de vipéridos, diversos grupos han
avanzado en la caracterizacion mole-
cular de estas proteinasas y en la comprension de los mecanismos
mediante los cuales provocan alteraciones fisiopatologicas y pa-
tologicas. El presente trabajo resume algunos de estos hallazgos.
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ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LAS SVMPs

Las SVMPs difieren notoriamente en sus masas moleculares,
las cuales van desde 22 kDa hasta mas de 70 kDa (Fox y
Serrano, 2005). Esta heterogeneidad se debe a las variacio-
nes en la composicion de dominios de estas enzimas. Todas
las SVMPs presentan, en su proteina madura, un dominio
metaloproteinasa, el cual contiene la secuencia de union a
zinc y el bucle donde se encuentra la metionina. Las SVMPs
que presentan unicamente este dominio se clasifican en

1a clase PI. Algunas SVMPs presentan, ademas del dominio
metaloproteinasa, un dominio disintegrina, constituyendo la
clase Pll. En muchos casos este dominio disintegrina es
liberado como consecuencia de la accion proteolitica,
aunque unas pocas SVMPs presentan los dos dominios en la
proteina madura (Fox y Serrano, 2005). Las SVMPs clasifica-
das en la clase Plll contienen, ademas del dominio metalo-
proteinasa, un dominio tipo-disintegrina y un dominio rico
en cisteina. Dentro de esta clase Plll hay algunas enzimas
que presenten una subunidad adicional, una proteina tipo
lectina tipo C, unida a la cadena con tres dominios mediante
puentes disulfuro. Dentro de las clases Pll y Plll existen varias
subclases dependiendo de si se trata de proteinas dimérica-
so con base en otras caracteristicas (Fox y Serrano, 2005). Se
conoce la estructura 3D de una serie de SVMP de la clase PI

y de algunas SVMPs de 1a clase PIll, las cuales se disponen en
forma de C, con el dominio rico en cisteina ubicado cerca del
dominio catalitico (Escalante et al.,, 2011b). Se ha propuesto
que la evolucion 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, evolucion acelerada y neofuncionalizacion
de los dominios remanentes (Casewell et al., 2011). SVMPs de
1a clase Plll han sido aisladas de venenos de serpientes de las
familias Viperidae, Elapidae, Atractaspididae y Colubridae
(sensu lato), en tanto SVMPs de las clases Pll y Pl solamente
se han descrito en venenos de la familia Viperidae (Gutiérrez
et al., 2010).



ACTIVIDADES TOXICAS DE LAS SVMPs

La actividad toxica mas estudiada de las SVMPs es su ca-
pacidad para inducir hemorragia, tanto a nivel local como
sistémico. Este efecto acarrea consecuencias fisiopatologicas
variadas y complejas, ya que contribuye a la patologia local
del envenenamiento, asociada con la destruccion de tejido,
que lleva frecuentemente a secuelas permanentes, y con
alteraciones hemodinamicas severas que pueden culminar
en un choque cardiovascular (Gutiérrez et al., 2005). Pero
ademas, las SVMPs son capaces de inducir necrosis muscu-
lar, probablemente como consecuencia de 1a isquemia resul-
tante de la destruccién microvascular (Gutiérrez et al., 1995).
Ademas, inducen formacion de flictenas (Jiménez et al.,
2008) y contribuyen con las coagulopatias caracteristicas de
envenenamientos por vipéridos, ya que hay SVMPs que acti-
van el factor X de la coagulacion y la protrombina, generan-
do la formacién de microtrombos, con la consecuente des-
fibrinogenacion y alteracion de las pruebas de coagulacion
(Gutiérrez et al, 2010). Algunas SVMPs de la clase Pl son
capaces de inhibir 1a agregacion plaquetaria inducida por el
colageno y otros agonistas (Kamiguti, 2005). Por otra parte,
las SVMPs contribuyen con la inflamacion caracteristica de
la accion de estos venenos (Teixeira et al., 2005).

MECANISMO DE ACCION DE SVMPS HEMORRAGICAS
Los estudios ultraestructuraleshan demostrado que las
SVMPs hemorragicas provocan lesiones drasticas en los va-
sos capilares muy rapidamente despueés de la inyeccion 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 numero
de vesiculas pinocitoticas, 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
inmunohistoquimica, con anticuerpos contra los componen-
tes de la MB, se observa una clara pérdida de tincion para
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laminina, nidogen y colageno tipo IV (Escalante et al., 2006).
No obstante el conspicuo efecto patologico observado en
las celulas endoteliales de los vasos capilaresin vivo, cuando
lineas de endotelio son expuestas in vitro a SVMPs hemo-
rragicas, no ocurre efecto citotoxicoagudo equivalente a lo
que se observa in vivo. Lo que se observa es un despegue de
las células de su sustrato, sequido, varias horas después, por
muerte celular apoptoética (Diaz et al,, 2005).

La discrepancia descrita entre las observaciones in vivo
e in vitro se pueden explicar mediante una hipdtesis que
plantea que la hemorragia inducida por las SVMPs ocurre en
dos pasos: inicialmente las enzimas actuan sobre sustratos
ubicados en la MB, resultando en un debilitamiento de la
estabilidad mecanica que dicha MB provee a la estructura
de los vasos capilares. Como consecuencia de dicho debili-
tamiento, in vivo, se desencadena el sequndo paso del pro-
ceso: las fuerzas biofisicas que normalmente operan en la
vasculatura (presion hidrostatica y fuerzas de cizalla o shear
stress) provocan una distensién en el capilar debilitado, 1o
cual lleva eventualmente a la ruptura de Ia célula endotelial
y la consecuente extravasacion (Gutiérrez et al., 2005, 2006,
2010). Al no operar estas fuerzas biofisicas in vitro, esto ex-
plica la ausencia de patologia directa sobre el endotelio en
cultivo celular.

En el contexto de esta hipdtesis, es interesante pregun-
tarse por queé algunas SVMPs son hemorragicas y otras no,
tomando en cuenta que todas son generalmente capaces de
hidrolizar proteinas de la MB. Una posible respuesta a esta
incognita fue presentada por Escalante et al. (2011a y 201b).
Cuando se estudiaron los patrones de degradacion in vitro
e in vivo sobre proteinas de la MB como consecuencia de la
accion de una SVMP hemorragica y una no hemorragica se
observo que, aunque ambas hidrolizaban de manera similar
la laminina y el nidogen, la SVMP hemorragica fue mucho
mas efectiva en Ia hidrdlisis del colageno tipo IV y del proteo-
glicano perlecan (Escalante et al., 20ma). Estas observaciones
se relacionan con el hecho de que precisamente el colageno
tipo IV y el perlecan juegan un papel central en la estabili-



dad mecanica de los vasos capilares. Por ende, una hidroli-
sis de estos componentes redunda en un debilitamiento
mecanico de la MB en particular y de 1a pared vascular en
general, lo cual encaja muy bien con la hipdtesis de los dos
pasos para explicar el mecanismo de accion de las SVMPs
hemorragicas.

La base estructural de la diferente capacidad de SVMPs de
la clase Pl para inducir hemorragia no se conoce a cabalidad.
No obstante, Wallnoefer et al. (2010), al comparar mediante
simulaciones dinamicas SVMPs hemorragicas y no hemo-
rragicas, observaron que existen diferencias en la dinamica
molecular de un bucle localizado en la vecindad del sitio
activo de estas enzimas. Las SVMPs hemorragicas presentan
mas flexibilidad en una parte de ese bucle, en tanto las no
hemorragicas la presentan en otra region.

¢POR QUE LAS SVMPs DE LA CLASE Plll SON MAS HEMORRAGICAS
QUE LAS DE LA CLASE PI?

Consistentemente se ha observado que las SVMPs hemo-
rragicas de la clase PIll son mucho mas activas en su capa-
cidad de inducir hemorragia que las de la clase Pl. Dado que
las primeras tienen una estructura multidominio, se ha
planteado que los dominios adicionales (tipo disintegrina y
rico en cisteina) son responsables de dicho fenémeno. Estos
dominios poseen exositios que les permiten a las SVMPs Pl
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 unicamente un dominio
metaloproteinasa, las SVMP de 1a clase Pl tienen una accion
mas promiscua y menos dirigida a blancos estratégicos para
generar lesion microvascular (Gutiérrez et al,, 2005). Por otra
parte las SVMPs Plll son resistentes a la accion inhibitoria

de la a2-macroglobulina, una proteina plasmatica de alta
masa molecular que inhibe diversos tipos de proteinasas;
por el contrario, 1as SVMPs de la clase Pl son inhibidas por

la a2-macroglobulina (Baramova et al., 1990; Gutiérrez et

al., 2005). La razon por la cual las SVMPs Plll resisten la in-
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hibicion por esta proteina plasmatica 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 cisteina. La ausencia de
inhibicion por la a2-macroglobulina explicaria por qué las
SVMPs PIII son capaces de inducir hemorragia sistémica, en
tanto las Pl generan fundamentalmente hemorragia local,
ya que al ingresar a la circulacion son inhibidas por esta
proteina plasmatica. Finalmente, podria ser que la mayor
actividad hemorragica de las SVMPs PlII se relacione con su
capacidad para inhibir 1a agregacion plaquetaria, contribu-
yendo asi al sangrado generado por la hidrolisis de las protei-
nas de la MB (Gutiérrez et al., 2005; Kamiguti, 2005).

LA ACCION DE LAS SVMPS EN LA PIEL

Uno de los efectos patologicos que se observa con frecuen-

cia en pacientes envenenados por serpientes de la familia Vi-
peridae es la formacion de ampollas o flictenas en la region
donde es inyectado el veneno. Los estudios experimentales han
mostrado que este efecto es reproducido en ratones mediante
inyeccién con SVMPs purificadas (Jiménez et al,, 2008). Se ha
postulado que esta lesion es consecuencia de la degradacion
proteolitica de componentes de la MB que forma la interfase
entre la epidermis y la dermis, lo cual ha sido evidenciado me-
diante inmunohistoquimica (Jiménez et al,, 2008; Escalante et
al,, 2009). El analisis del exudado colectado a nivel subcutaneo
en ratones inyectados con una SVMP mostré la presencia de
diversas proteinas de la matriz extracelular, asi como de quera-
tinas (Escalante et al,, 2009, 2011a).

LAS SVMPS Y EL PROBLEMA DE LA DEFICIENTE REGENERACION 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 regeneracion muscular, por lo que se
generan secuelas permanentes asociadas a perdida de masay
funcion muscular, con un alto impacto en la calidad de vida de



estas personas. Las razones por las cuales esta afectado el pro-
ceso de regeneracion 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 regeneracion se desarrolla de manera exitosa (Hernandez et
al., 20m). Sin embargo, cuando los ratones son inyectados con
una mezcla de miotoxinas y SVMPs hemorragicas, o cuando se
inyecta veneno total, la regeneracion es deficiente (Hernandez
et al, 201). Dado que el proceso de regeneracion muscular de-
pende de una adecuada perfusion sanguinea al tejido en re-
generacion, se ha postulado que la destruccion de la microvas-
culatura por las SVMPs hemorragicas afecta drasticamente la
regeneracion (Hernandez et al, 20m). Ademas, es probable que
las SVMPs también afecten las fibras nerviosas de los nervios
periféricos que llegan al musculo, contribuyendo de esta mane-
ra en la inadecuada regeneracion (Hernandez et al., 20m).

CONCLUSIONES

Las SVMPs juegan unpapel clave en la fisiopatologia de los en-
venenamientos por serpientes de la familia Viperidae, al con-
tribuir de manera directa con la patologia local y sistémica de
dichos envenenamientos. Pese a que se ha avanzado de manera
significativa en la comprension de la estructura y mecanismo
de accion de las SVMPs, aun permanecen muchas incognitas
relacionadas con los determinantes estructurales de la toxici-
dad y con los mecanismos mediante los cuales estas enzimas
generan lesion tisular e inflamacion. Asi 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) 'y Il (StI/ll) son toxinas formadoras de po-
ros producidas por la anémona Stichodactyla helianthus,
pertenecientes a la familia de proteinas actinoporinas. Sts-
carecen de cisteinas y exhiben una preferencia por mem-
branas que contienen esfingomielina (EM). La actividad
funcional de las Sts depende de la naturaleza fisico-quimica
de las membranas. La presencia de EM y colesterol o de lipi-
dos que favorecen una estructura no-lamelarpotencia el
enlace y la formacion de poros por estas toxinas. Mutantes
de Stl que incluyen un residuo de cisteinaen regiones fun-
cionalmente relevantes exhibieron diferentes habilidades
para formar dimeros estabilizados por un puente disulfuro.
La existencia de una poblacion de dimeros de Stl E2C po-
tencia la actividad formadora de poros de este mutante,si
se compara con la proteina en estado monomeérico, lo que
sugiere que el pre-ensamblaje de las sticholysinas, a traves
de la region N-terminal, facilita la formacion de poros. En
este trabajo, ademas, se describen algunos resultados ob-
tenidos por nuestro grupo en los estudios de la interaccion
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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
construccion de inmunotoxinas basadas en Sts y en los es-
tudios de las propiedades inmumoduladora de estas toxinas
encapsuladas en liposomas.

ABSTRACT

Sticholysins (Sts) | and Il (Sti/Il) 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 Stlincluding 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 theStl 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



STICHOLYSINAS 1 Y Il, DOS PROTEINASFORMADORAS DE POROS-
PRODUCIDASPOR LA ANEMONA Stichodactyla helianthus

Las citolisinas son proteinas que producen la lisis de las célu-
las al interactuar con sus membranas citoplasmaticas. Cuando
esta accion litica es debido a la formacion de poros en mem-
branas son denominadas porinaso proteinas formadoras de
poros (PFP). Sticholysinas I 'y Il (Stl y Stll) son PFP purificadas
de la anémona Stichodactula helianthus que poseen eleva-
dos pl con masas moleculares de aproximadamente 20 kDa,
carentes de residuos de cisteinas y una estructura orga-
nizada predominantemente en hoja beta (Lanio et al., 2007;
Martinez et al.,, 2001; Menestrina et al,, 1999). Ambas toxinas
exhiben una elevada homologia e identidad en sus secuen-
cias aminoacidicas (Huerta et al., 2001) y forman poros oligo-
méricos (3-4 monoémeros) en membranas modelos y natu-
rales, con un diametro hidrodinamico aproximado de 2 nm
(Tejuca et al.,, 2001). Debido a sus propiedades funcionales y
por ser obtenidas del orden Actiniaria, Stl y Stllhan sido inclu-
idas en la familia de PFP, mas numerosas y estudiadas, cono-
cidas como Actinoporinas (Kem, 1998). Las estructuras 3D
en solucién de equinatoxina Il (Eqtll) de 1Ta anémona Actinia
equina (EqTIl), de Stli(Figura 1) y de fragaceatoxina C (FraC)

de la anémona Actinia fragacea(FraC) han sido resueltas en
sus conformaciones solubles por cristalografia y difraccion
de rayos-X (Athanasiadis et al., 2001; Mancherno et al,, 2003;
Mechaly et al., 2011). La resonancia magnética nuclear (RMN)
también fue utilizada para determinar la estructura 3D de
EqTIly Stl (Hinds et al,, 2002; Castrillo et al., 2009),

La elevada similitud estructural entre EqTII, FraC, Stil y Stl
permite identificar los siguientes elementos estructura-

les comunes (Figura 1): un nucleo central de hojas-B en un
plegamiento de sandwich-B, un sitio de union interfacial
(SUI) resuelta a partir de la estructura 3D del complejo Stll-
fosfocolina (POC, Mancheno et al., 2003) y dos hélices a, ori-
entadas perpendicularmente una con relacion a la otra en
caras opuestas del sandwich-p. La primera hélice a, proxima
al extremo amino, posee caracteristicas anfipaticas y se ha
sugerido que puede separarse del sandwich-B sin producir
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grandes cambios estructurales en la proteina durante la in-
teraccion con membranas. La sequnda hélice a se encuentra
formando parte del SUI (Athanasiadis et al., 2001; Mancheno
et al., 2003; Mechaly et al., 20m).
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Figura 1: Estructura de Sticholysina ll

(A) Representacion en cintas de la estructura de Stll (PDB: 1072-A). Los
segmentos en rojo representan las hélices a, en azul las hojas B y en
gris los giros B y lazos. La molécula de fosforilcolina (POC) se encuentra
representada en la cavidad de su sitio de union.

(B) Sitio de union interfacial (SUI). Las cadenas laterales de los aminod-
cidos que forman el sitio de union a POC y la agrupacion de aminod-
cidos aromaticos se encuentran representados de la siguiente manera:
en verde, los hidrofobicos (Phe1o6, Tyr111, 131, 135, 136 y Trp110, 114), en
naranja los hidrofilicos (Sers2, 103, Val85 y Pro10s). En azul se representa
la cadena lateral de la Args1 que pudiera contribuir a estabilizar el
grupo fosfato de POC (Mancherio et al, 2003).

INFLUENCIA DE LOS LiPIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD FORMADORA DE
POROS DE LAS STICHOLYSINAS

Existen diferentes interpretaciones sobre la funcion de los
lipidos en la interaccion de las actinoporinas con las mem-
banas. Cada paso consecutivo en el complejo proceso de
formacion de poros pudiera ser influido por una unica ca-
racteristica de la molécula lipidica, una combinacion de su
propiedades o por parametros fisicos que se originan de

la naturaleza de los lipidos en las membranas (Anderluh



y Macek, 2002). Diferentes propiedades de las membranas
modifican el enlace-insercion a la membrana y la formacion
del poro por las PFP, tales como el parametro de orden de las
cadenas de acidos grasos, la constante dielectrica y el es-
pesor (Macek et al., 1997), 1a transicién de fase gel a liquido
cristalino (Poklar et al., 1999), defectos estructurales con la
aparicion 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
litica depende de la presencia de EM en las membranas por
lo que se ha propuesto que este lipido constituye un recep-
tor para estas PFP, favoreciendo el enlace irreversible y la
formacion de poros en membranas modelos (Alvarez-Val-
carcel et al,, 2001; Martinez et al,, 2007). En efecto, vesiculas
unilamelares grandes (LUV) constituidas por mezclas equi-
molares de fosfatidilcolina (PC) y EM han sido las mejores
blancos de la actividad permeabilizante de 1as 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
(Mancheno et al,, 2003), un problema aun no resuelto es la
naturaleza de los elementos estructurales que permiten que
estas proteinas discriminen entre EM y PC.

En LUV exclusivamente constituidos por PC y colesterol
(chol) Stll forma poros aun cuando esta toxina exhibe una
baja asociacion con estos lipidos (De los Rios et al., 1998;
Martinez et al., 2007). Sin embargo, la presencia de EM y chol
en la membrana favorece significativamente el enlace y la
actividad de permeabilizacién de Stll (Martinez et al., 2007).
Mezclas de PC, EM y chol pueden formar los asi llamados
microdominios, los cuales difieren en sus propiedades fisico-
quimicas del resto de la estructura de membrana, predomi-
nando una fase semejante a la liquido-ordenada rodeada de
una fase liquido desordenada (Simons y Vaz, 2004). El enlace
y la formacion 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 lipidos sobre la actividad functional
de Stly Stll también ha sido estudiada. Alvarez-Valcarcel et
al. (2001) demostraron que la inclusién de una pequena pro-
porcion (5 %) de un fosfolipido cargado negativamente en
LUV de PC.EM potencia la actividad permeabilizante de las
sticholysinas. De manera interesante, similar efecto booster
fue observado con lipidos zwiterionicos y en una menor
extension con el lipido cargado positivamente estearilamina,
lo que era indicativo que este efecto no era el resultado de
interacciones electrostaticas entre las sticholysinas y la su-
perficie negativa de las vesiculas. Un resultado relevante
que posibilito sugerir la formacion por estas toxinas de un
poro toroidal en las membranas liposomales, fue el hallazgo
de que estas proteinas eran capaces de propiciar un incre-
mento del movimiento flip-flop o transbicapa de los lipidos
en estas membranas, 1o que era indicativo de una disrup-
cion local de la estructura de bicapas. De manera, que es
posible que la presencia de cantidades pequenas de lipidos
que favorecen esta organizacion no-lamelar pudiera también
aumentar la eficiencia de formacion de poros. Espectros

de resonancia paramagnética electronica de sondas espin
obtenidos con liposomas que contienen acidos grasos con
un nitroxido en diferentes posiciones de la cadena hidrocar-
bonada y en presencia de Stll, han demostrado la no interac
cion de la proteina con los grupos metilenos mas cercanos
al grupo metilo terminal, 1o 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-a que
lo forman son relativamente mas pequenas que las dimen-
siones experimentales del poro (diametro ~ 2 nm) (Tejuca

et al, 1996; Alvarez et al., 2007; Kristanet al., 2009). Esto
apoya el hecho de que las paredes del poro deberian estar
formadas no sélo por las hélices-a de los monomeros, sino
también por las cabezas polares de los lipidos de las mem-
branas (Alvarez et al,, 2001y 2003; Anderluh y Magek, 2003).



Sin embargo, recientemente a partir de los estudios realiza-
dos con FraC mediante cristalografia en presencia de deter-
gente y difraccion de rayos X, ha sido sugerida la existencia
de un poro oligomeérico en forma de corona formado por
nueve monomeros (Mechalyet al,, 20m). Los estudios de crio-
microscopia electronica de la FraC en presencia de vesiculas
liposomales compuestas de cantidades equimolares de PC

y SM y con el empleo de la estructura 3D cristalografica de
esta toxina, permitieron modelar la estructura de un poro
conico en forma de embudo formado por nueve monomeros
cuyas paredes del canal estan constituidas exclusivamente
por nueve hélices-a y cuyo diametro interno coincide con el
ya previamente informado. En los proximos anos se deberan
desarrollar estrategias experimentales para validar uno de
los dos modelos, poro toroidal o poro conico, con el empleo
de las diferentes actinoporinas cuya estructura 3D se en-
cuentra resuelta y en escenarios lipidicos diferentes.

LIPOSOMAS UNILAMELARES GIGANTES (GUV), CONTRIBUCION AL
ESTUDIO DE LA INTERACCION STICHOLYSINAS-MEMBRANA

Las vesiculas unilamelares gigantes (GUV) constituyen otra
excelente herramienta para el estudio de la interaccion de
moléculas bioactivascon membranas modelos, como es el
caso de las actinoporinas. Las GUVson del orden de tamano
de las células (10 a 100 pm) y pueden ser observadas por
microscopia optica. De manera analoga a otras vesiculas
liposomales, es posible investigar el papel de los lipidos en la
interaccion sticholysinas-membrana, modificando la com-
posicion de las bicapas lipidicas de las GUV. Las GUV pueden
ser formadas encapsulando un interior acuoso que contiene
sacarosa y dispersadas en una solucién de glucosas de la
misma osmolaridad, para evitar efectos osmosticos. Esta
asimetria de los azucares origina un contraste éptico de-
bido a los indices de refraccion de la luz diferentes de cada
azucar. En la figura 2A se muestra un conjunto de GUV ob-
servadas por microscopia Optica en el modo de contraste de
fase, en tanto en la figura 2Bse representanlas GUV después
de 15 minutos de la adicion de 3 nM deStl. Es posible obser-
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var claramente una pérdida de contraste optico de las GUVs,
debido a la formacion de poros en la membrana, lo que posi-
bilita el intercambio entre el medio internoy externo de las

vesiculas.

Figura 2: Efecto de Stlsobre GUVconstituidas porpalmitoiloleil PC
(POPC):EM:Chol (15:50:35) observadas en el modo de contraste de
fase

(A) GUV en ausencia de Stl

(B) GUV después de 15 minutos de la adicion de3 nM de Stl, evidenci-
ando una completa pérdida de contraste optico de las GUV debido a la
formacion de poros.

Actualmente, estamos investigando la cinética de formacion
de poros de Stl y Stlimediante la pérdida del contraste dptico
de las GUV compuestas por POPC, EM y Chol en diferentes
proporciones, con el propdsito de estudiar la relevancia de la-
presencia de EM y Chol en el modo de accidn de estas toxi-
nas. Adicionalmente, con el empleo de las GUV se ha podido
investigar la accion de las sticholysinas en liposomas cuya
composicion lipidica presenta coexistencia de fases Ld-Lo. En
la figura 3se presentan GUV después de la adicion de 3 nM



de Stl: (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 optico.
Estos resultados indican que Stl es capaz de formar poros en
la membrana, sin modificar la coexistencia de fases Ld-Lo.

Figura 3:GUVsconstituidas por dioleil PC (DOPC):EM:Chol (1:1:1) en
presencia de 3 nM de Stl

(A)modo de fluorescencia

(B) modo de contraste de fase

MUTANTES DE CISTEINA DE STICHOLYSINA 1,
UNA ESTRATEGIA PARA EL ESTUDIO DE LA RELACION
ESTRUCTURA-FUNCION DE LAS STICHOLYSINAS.

El laboratorio de Toxinas y Liposomas del CEP-UH ha disena-
do y obtenido mutantes a partir de Sticholysina | recombi-
nante (Stir) (Pazos et al.,, 2006), que contienen un residuo de
cisteina en posiciones funcionalmente importante para las
actinoporinas: el dominio rico en aminoacidos aromaticos
que forma parte del SUI de las actinoporinas y que inter-
actua con la membrana (Hong et al.,, 2002; Manchenoet al,,
2003) (StIR52C y St W111C) y el segmento N-terminal, proba-
blemente involucrado en la formacién del poro (Malovrh et
al, 2003) (StIE2C y StIF15C). Estas mutantes de cisteina consti-
tuyen una herramienta valiosa para el estudio de la relacion
estructura-funcion de las actinoporinas y ademas, permiten
el marcaje de estas toxinas mediante la introduccion de
sondas de espin y sondas fluorescentes para el estudio de
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la interaccion con membranas mediante espectroscopia de
resonancia paramagnética electronica y espectroscopia de
fluorescencia.
Aproximadamente el 80% de los mutantes obtenidos de
Eqtll y Stll son simples o dobles mutantes de cisteina cuya
caracterizacion funcional ha permitido analizar la importan-
cia de diferentes residuos aminoacidicos para la union a las
membranas y la formacion 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-
teina de StIr se obtuvieron mediante reaccion en cadena de
1a ADN polimerasa usando como molde el vector pET3a-stlr.
Se expresaron en células de E. coliBL21(DE3)plLysS y se purific
aron segun Pazos et al. (2006) y Valle et al. (20m). La caracter-
izacion conformacional realizada mediante espectroscopia
de dicroismo circular y espectroscopia de fluorescencia de-
mostro que las sustituciones de Glu?, Phe, Args? y W™ por
cisteina no modifican las caracteristicas conformacionales
de StIr (Valle et al,, 2001; Ldpez et al,, 20m).
La introduccidn de residuos de cisteina en estas moléculas
favorece la formacion de dimeros mediante puentes disul-
furo. La agregacion dimérica en estas mutantes depende
de la orientacion estructural 6ptima de los residuos de cis-
teina, sus grados de exposicion a la superficie molecular y la
reactividad de sus grupos sulfihidrilos (Creighton, 1988). Stl
W1n1C presenta una elevada tendencia a dimerizar (aproxi-
madamente mas de un 9o% en solucién), lo cual pudiera es-
tar relacionado con el elevado nivel de exposicion del residuo
W11 en la molécula. Stl WinC conserva elevada actividad he-
molitica mientras que la molécula dimérica pierde su activi-
dad formadora de poros debido a la imposibilidad de unirse
a la membrana (Pentonet al.,, 20m). La tendencia a dimerizar
del resto de las toxinas fue StIE2C>StIR52C>StIF15C, con una
dependencia de la concentracion de la proteina en solucion
(Valle et al., 2011).

El residuo Phe' de Stll, que corresponde al residuo Phe®
de Stl, participa en la estabilizacion de 1a union del N-termi-
nal al nucleo central de hojas-B (Alegre y Cebollada, 2004). La



introduccion del residuo de cisteina en StIF15C provocd cam-
bios en su capacidad de interaccion con modelos de mem-
branas, sin embargo, no afecto la capacidad de formacion
de poros del mutante, por lo que este residuo aminoacidico
pudiera ser importante en las etapas iniciales de interaccion
de las sticholysinas con las membranas (Valle et al., 20m).
Manchenoet al., (2003) plantearon que en Stll el residuo Arg®
se encuentra localizado proximo al sitio de union de POC
dentro del SUl y pudiera estabilizar 1a union de la proteina a
la membrana mediante interacciones de tipo electrostatico
con la carga negativa de POC. La sustitucion de Arg> por
cisteina en Stlr no modifico su capacidad de interaccion con
las monocapas lipidicas y SUV pero disminuyo su actividad
formadora de poros. Estos resultados indican que la Arg®

es importante para las etapas subsiguientes a la union de
la toxina a la membrana y que conducen a la formacion de
un poro funcional (Valle et al.,, 20m). Resultados similares se
obtuvieron cuando se sustituyo la Sers4 de EqTII por cisteina
lo cual provoco una disminucion de su actividad hemolitica
sin modificacién de la union a membranas (Anderluhet al.,
1999).

La interaccion con membranas y la actividad formadora de
poros de StIE2C resulto similar a la de Stir. Sin embargo, se
encontrd que la presencia de agregados dimericos de StlE2C
en solucion estabilizados por enlace disulfuro incrementa
de manera significativa la capacidad permeabilizante de la
toxina y su actividad hemolitica frente a eritrocitos huma-
nos. Los dimeros de StIE2C preformados fueron capaces de
interactuar con las membranas y potenciar la accion forma-
dora de poros de Stlr. Este hallazgoconstituye una primera
evidencia experimental que sugiere un papel relevante de-
oligomeros preformados en solucion en el mecanismo de
formacion de poros de las actinoporinas. De manera que,
StIE2C constituye una herramienta valiosa para el estudio
del mecanismo de formacion 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 nanobiotecnologiademanda de un
mayor conocimiento de los complejos procesos de formacion
de poros y un esclarecimiento de cada una de las etapas del
mecanismo, el cual puede ser analizado desde la proteina o
desde la membrana, o desde ambos. Aspectos que resultan
ademas de interés son los relacionados con las diferencias
de actividad funcional existentes entre de Stl y Stll y los re-
querimientos lipidicos para la interaccion con las membra-
nas y la consecuente formacion de poros.

Entre las aplicaciones potenciales de las Sts en la biome-
dicina se encuentran la construccion de inmunotoxinas con-
tra células indeseadas (Tejuca et al.,, 1999, 2004, 2009) y el
diseno de sistemas para la liberacion 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 unidn quimica o genética de toxinas y molécu-
las que direccionalizan la actividad citotdxica hacia la elimi-
nacion selectiva de células no deseadas. Ejemplos de célula
blanco lo constituyen las tumorales, células infectadas por
virus, subpoblaciones de celulas normales y células para-
sitarias. Las toxinas mas utilizadas en la construccion de
inmunotoxinas han sido aquellas que actuan intracelular-
mente, afectando la sintesis proteica de la célula blanco,
mientras que anticuerpos monoclonales (AcMs), inter-
leuquinas, factores reguladores del crecimiento celulary
hormonas han sido empleados como agentes direcciona-
lizadores.

El empleo de toxinas que actuan sobre la membrana celular
constituye una alternativa atractiva para el diseno de nue-
vas inmunotoxinas, debido a que su mecanismo de accion
no requiere de internalizacion celular. Las actinoporinas
pudieran resultar entidades moleculares interesantes para el
logro de preparaciones inmunotoxicas altamente eficientes
y especificas..



Stl fue conjugada a ior Cg, AcM que reconoce al Ag tumor
asociado ior C2, presente en tumores de colon (Tejuca et al,
2004). El estudio de la capacidad de unién del conjugado
obtenido usando la linea celular de cancer de colon SWg48
demostrd que la molécula hibrida se une a la célula tumoral
a través del AcM y no a traves de la zona de union de la citoli-
sina. En correspondencia, el conjugado mostré mayor especi-
ficidad en su efecto toxico frente a la linea celular de cancer
de colon, en comparacion con lacitolisina libre. Sin embargo
no se logro con este conjugado eliminar la actividad ine-
specifica (Tejuca et al, 2004).

Con el objetivo de reducir la toxicidad no especifica de los
conjugados basados en PFP, se han disenado y obtenido
variantes inactivas de PFP, activables unicamente ante de-
terminados estimulos biologicos asociados a los tumores.
Una de las propiedades utilizadas por los investigadores
para la activacion especifica de estos sistemas, es la sobre-
expresion de proteinasas en el contexto tumoral. El mutante
Stl W1n1C con un residuo de cisteina en la region de union a
la membrana (Penton et al.,, 201) ha sido empleado para la
construccion de inmunotoxinas activables por proteinasas
asociadas a tumores. La union de un AcM a través de este
residuo provocaria la inactivacion temporal de 1a toxina y

la activacion ocurriria mediante el corte proteolitico de un
péptido que uniria a ambas entidades a traves de Ia cis-
teina 111. El uso de este mutante fue validado dado que su
variante dimérica, estabilizada por un puente disulfuro, no
exhibe capacidad de union a las membranas bioldgicas y su
actividad funcional se recupera en un medio reductor. Este
resultado demuestra que es posible eliminar la actividad
inespecifica de las inmunotoxinas basadas en actinopori-
nas, mediante la conjugacion del AcM en la zona de union
de la toxina a la membrana (Tejuca et al, 2009). La construc
cion de inmunotoxinas activables por proteinasas asociadas
a tumores a partir del mutante Stl W1nC se encuentra en
fase de desarrollo.Una inmunotoxina basada solo en la por-
cion N-terminal de las actinoporinas unido a un elemento
direccionalizador que posibilite un aumento de la actividad
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citotoxica especifica de esta secuencia hacia la célula blanco,
constituyen otra alternativa con algunas ventajas adicio-
nales, como es la factibilidad de producir inmunotoxinas
recombinantes, la reduccion de la inmunogenicidad, mayor
homogeneidad y produccion mas econémica (Tejuca et al,,
20009).

La vehiculizacidn de Sts, conjuntamente con un antigeno,

en nanoparticulas como los liposomas, pudiera constituir
una alternativa para la direccionalizacion de esta molécula
al citosol de las células presentadoras de antigenos (APC), de
manera de favorecer una inmunidad mediada por células

de linfocitos T citotdxicos CD8+ (CTL). Los liposomas con su
contenido seran preferencialmente fagocitados por las APC
(macrofagos y dendriticas) y en las vesiculas endosomales
donde ellos experimentan un proceso de desestabilizacion
(Gregoriadis, 1990,Rao y Alving, 2000), se favorecera la liber-
acion del antigeno y de St. Un proceso no muy bien estudia-
do y conocido como endosomolisis (Provoda y Lee, 2000) se-
guira a este evento como resultado de la formacion de poros
de St, favoreciendo el acceso del antigeno al citosol celular. Si
bien se ha informado ampliamente las propiedades inmuno-
moduladoras de las toxinas formadoras de poros de origen
bacteriano para la induccion de una respuesta CTL especi-
fica a antigenos, empleando diferentes estrategias que in-
cluye su vehiculizacion en liposomas (Dietrich et al., 2001),
nada se ha referido a las toxinas funcionalmente homologas
y provenientes de organismos eucariontes marinos.
Atendiendo a la homologia funcional de las sticholysinas

con las PFP de origen bacteriano, era posible presuponer que
ellas exhibieran capacidad para modular una respuesta in-
mune celular antigeno-especificade tipo CTL. En una pri-
mera etapa se diseno una vesicula liposomal constituida por
dipalmitoil PC (DPPC) y chol, donde las sticholysinas no ex-
hibieron capacidad permeabilizante, por lo que fue posible
su encapsulacion con elevada eficiencia,junto a un antigeno
modelo como la ovoalbumina (OVA) (Lanio et al., 2010). In
vivo, estas vesiculas liposomales, que co-encapsulaban
cualquiera de las variantes de sticholysinas y OVA, fueron ca-



paces de potenciar en ratones la respuesta CTL especifica al
antigeno, en comparacion con las preparaciones liposomales
que solo contenian OVA. El mutante Stl WinC en su forma
de dimero reversiblemente inactivo, estabilizado por enlaces
disulfuro,indujo también una potente respuesta inmune CTL
contra OVA cuando se administrd co-encapsulado con el an-
tigeno. Sélo en un entorno reductor como el interior celular
o endosomal se debe facilitar el transito de este mutante a la
estructura monomeérica activa, por lo que esta preparacion
vacunal, siendo mas segura en términos de un menor efecto
toxico inespecifico, fue capaz de inducir una respuesta CTL
similar a los liposomas que contenian StI/Stll. De manera
interesante, liposomas que contenian una variante del mu-
tante StIW111C dimérico irreversiblemente inactivo, fueron
capaces de inducir una respuesta inmune celular especifica
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 1as sticholysinasy su capacidad de formar poros en
las membranas. La funcionalidad de la respuesta CTL poten-
ciada por la preparacion liposoma y sticholysinase eviden-
cié en un ensayo antitumoral, en un escenario preventivo,
donde se observo un incremento del porcentaje de animales
sin tumor y de 1a sobrevida en ratones inmunizados con esta
preparacion vacunal y retados con células tumorales que
expresan OVA. Estas propiedades inmunomoduladoras de
1as Sticholysinas encapsulada en liposomas, probablemente
se asocien con su estructura molecular particular y propie-
dades membranotrdpicas. En estos momentos se profundiza
en las caracteristicas de la respuesta inmune inducida por
la combinacién liposomas y sticholysinas y en sus aspectos
mecanisticos.

51



52

REFERENCIAS

Alegre-Cebollada J., Cunietti M., Herrero-Galan E,,
Gavilanes J.G., Martinez del Pozo A. (2008) CalorimetricScru-
tiny of LipidBindingbySticholysin Il ToxinMutants. J. Mol. Biol.
382: 920-930.

Alegre-Cebollada J,, Lacadena V., Onaderra M., Manche-
no J.M., Gavilanes J.G., Del Pozo A.M. (2004) Phenotypic selec-
tion and characterization of randomly produced non-haemo-
lytic mutants of the toxic sea anemone protein sticholysin IL.
FEBS Lett. 575: 14-18.

Alvarez C., Casallanovo F, Shida C.S., Nogueira LV., Mar-
tinez D., Tejuca M., Pazos I.F, Lanio M.E., Menestrina G., Lissi
E., Schreier S. (2003). Binding of sea anemone pore-forming
toxins Sticholysins | and Il to interfaces.Modulation of con-
formation and activity, and lipid—protein interaction. Chem.
Phys. Lipids 122, 97-105.

Alvarez-Valcarcel C.A., Dalla Serra M., Potrich C., Bern-
hart I, Tejuca M., Martinez D., Pazos F, Lanio M.E., Menestri-
na G. (2001) Effects of lipid composition on membrane per-
meabilization by sticholysin | and II, two cytolysins of the sea
anemone Stichodactyla helianthus.Biophys J. 80(6):2761-74.

Alvarez C., Mancheno J.M., Martinez D., Tejuca M., Pazos
F, Lanio M.E. (2009) Sticholysins, two pore-forming toxins
produced by the Caribbean Sea anemone Stichodactyla heli-
anthus: Their interaction with membranes. A Review Toxicon
54: 135-147.

Anderluh G., Barli¢ A., Podlesek Z., Podlesek K., Macek
P, Pungercar J., Gubensek F, Zecchini M.L,, Dalla-Serra M.,
Menestrina G. (1999) Cysteine-scanning mutagenesis of a
eukariotic pore-forming toxin from sea anemone. Eur. J. Bio-
chem. 263: 128-136.

Anderluh G. yMacek P. (2002)Cytolytic peptide and pro-
tein toxins from sea anemones (Anthozoa: Actiniaria). Toxi-
CON 40, 111-124.

Anderluh G. y Macek P. (2003) Dissecting the Actinopo-
rin Pore-Forming Mechanism. Structure.vol 11: 1312-1313.



Anderluh G., Razpotnik A., Podlesek Z., Macek, P, Sparov-
ic F, Norton R.S. (2005) Interaction of the Eukaryotic Pore-
forming CytolysinEquinatoxin Il with Model Membranes: 19F
NMR Studies. J. Mol. Biol. 347: 27-39.

Athanasiadis A., Anderluh G., Macdek P, Turk D. (2001)
Crystal structure of the soluble form of equinatoxin Il, a
pore-forming toxin from the sea anemone Actinia equina.
Structure. 9: 341-346.

Barlic, A., Gutierrez-Aguirre, I, Caaveiro, J.M,, Cruz, A,
Ruiz-Arguello, M.B., Perez-Gil, J., Gonzalez-Manas, J.M. (2004)
Lipid phase coexistence favors membrane insertion of equi-
natoxin-Il, a pore-forming toxin from Actinia equina. J. Biol.
Chem. 279, 34209—34216.

Creighton T.E. (1988) Disulphide Bonds and Protein Sta-
bility.BioEssay. 8(2): 57-63.

Dietrich G., Hess J., Gentschev I., Knapp B., Kaufmann S.
H., Goebel, W. (2001) From evil to good: a cytolysin in vaccine
development. Trends Microbiol. 9: 23-8.

Gregoriadis G. (1990) Immunological adjuvants: a role for
liposomes. Immunol. Today 11: 89-97.

Gutierrez-Aguirre |, Barli¢ A, Podlesek Z., Macek P, An-
derluh G., Gonzalez-Manas, J. M. (2004). Membrane insertion
of the N-terminal alpha-helix of equinatoxin I, a sea anemo-
ne cytolytic toxin.Biochem. J. 384: 421-428.

Hong Q., Gutierrez-Aguirre |.,Barlic A, Malovrh P, Kristan
K.,Podlesek Z.,Macek P, Turk D., Gonzalez-Manas J. M.,Lakey
J.H., Anderluh G. (2002) Two-step membrane binding by
Equinatoxin I, a pore-forming toxin from the sea anemone,
involves an exposed aromatic cluster and a flexible helix. J.
Biol. Chem. 277, 41916-41924.

Huerta V., Morera V., Guanche Y., Chinea G., Gonzalez L.
J., Betancourt L, Martinez D., Alvarez C,, Lanio M. E. y Besada
V. (20071) Primary structure of two cytolysin isoforms from
Stichodactyla helianthus differing in their hemolytic activity.
Toxicon. 39: 1253-1256.

53



54

Kem W.R. (1988) Sea anemone Toxins: structure and ac
tion. En: The biology of the nematocyst. New York. Academic
Press. p. 375-405.

Kristan K., Podlesek Z., Hojnik V., Gutierrez-Aguirre |,
Guncar G., Turk D., Gonzalez-Manas J., Lakey J.H., Macek P,
Anderluh, G. (2004) Pore formation by Equinatoxin, a Eu-
karyotic Pore-forming Toxin, Requires a Flexible N-terminal
Region and a Stable B-Sandwich. J. Biol. Chem. 45. vol 279:
46509-46517.

Kristan K.C., Viero G., Dalla Serra M., Macek P, Anderluh
G. (2009) Molecular mechanism of pore formation by actino-
porins.Toxicon. 54(8): 1125-1134.

Lanio M.E., Lombardero J,, Fernandez L., Laborde R., Cruz
Y., Luzardo M.C., Mesa C., Alvarez C., Pazos F, Tejuca M., Valle
A., Alonso M.E., Canet L. (2010) Composiciones vacunales a
base de Sticholysina encapsulada en liposomas, Patente CU-
2010-144.

Lanio M. E.,, Morera V., Alvarez C,, Tejuca M., Gomez T,,
Pazos F, Besada V., Martinez D., Huerta V., Padron G., Chavez
M.A. (2001) Purification and characterization of twohemoly-
sinsfromStichodactyla helianthus. Toxicon 39 (2-3): 187-194.

Leserman L. (2004) Liposomes as Protein Carriers in Im-
munology. Journal of Liposome Research 14: 175-189.

Lopez A, Valle A, Pedrera L., Martinez D., Fando R., Sch-
reier S., Alvarez C., Lanio M.E,, Pazos F. (2011) The Sticholysin |
mutants Stl E2C and Stl R52C show similar binding to liposo-
mal vesicles but differ in their permeabilizing activity. Bio-
tecnologiaAplicada. 28(1):13-18

Macek P, Zecchini M., Stanek K., Menestrina G. (1997) Ef-
fect of membrane-partitioned n-alcohols and fatty acids on
pore-forming activity of a sea anemone toxin. Eur. Biophys. J.
25, 155162

Macek P, Belmonte G., Pederzolli C., Menestrina C.
(1994) Mechanism of action of equinatoxin Il, a cytolysin
from the sea anemone Actinia equina L. belonging to the
family of actinoporins. Toxicology 87, 205227



Mancheno J.M., Martin-Benito J., Martinez-Ripoll
M. Gavilanes,).G.,Hermoso, J.A. (2003) Crystal and electron
microscopy structures of Sticholysin Il actinoporin reveal
insight into the mechanism of membrane pore formation.
Structure. 11: 1319-1328.

Malovrh P, Viero G., Dalla Serra M., Podlesek Z., Lakey
J.H., Macek P, Menestrina G., Anderluh G. (2003) A novel
mechanism of pore formation: membrane penetration by
the N-terminal amphipathic region of equinatoxin. J. Biol.
Chem. 278, 22678-2268.

Martinez D, Campos AM, Pazos F, Alvarez C, Lanio ME,
Casallanovo F, Schreier S, Salinas RK, Vergara C, Lissi E. (2007)
Properties of Stl and Stll, two isotoxins isolated from Sticho-
dactyla helianthus: a comparison. Toxicon 39(10):1547-60.

Martinez D., Otero A., Alvarez C., Pazos F, Tejuca M,
Lanio M.E.,, Gutiérrez-Aguirre |, Barli¢ A, lloro |., Arrondo J.L.,
Gonzalez-Manas J.M,, Lissi E. (2007) Effect of sphingomyelin
and cholesterol on the interaction of Stll with lipidic inter-
faces. Toxicon. 49(1): 68-81.

Menestrina G, Cabiaux V, Tejuca M. (1999) Secondary
structure of sea anemone cytolysins in soluble and mem-
brane bound form by infrared spectroscopy. BiochemBio-
phys Res Commun. 254(1):174-80.

Pazos F, Valle A., MartinezD., Ramirez A.,Calderon L.,
Pupo A, Tejuca M., Morera V., Campos J.,Fando R.,Dyszy F,
Schreier S,Horjales E., Alvarez C., Lanio M.E,, Lissi, E. (2006)
Structural and functional characterization of a recombinant
sticholysin | (rStl) from the sea anemone Stichodactyla heli-
anthus. Toxicon. 12: 1083-1094.

Penton D., Pérez-Barzaga V., Diaz I, Reytor M.,

CamposlJ. Fando R.,Calvo L.,Cilli E.M., Morera V. ,Castellanos-
Serra L., Pazos F, LanioM.E,, Alvarez C., Pons T, Tejuca M. (2011)
Validation of a mutant of the pore-forming toxin sticholysin-
| for the construction of proteinase-activated immunotoxins.
Protein Eng. Des. Sel. 24(6): 485-493.



56

Poklar N., Fritz J., Macek P, Vesnaver G., Chalikian T.V.
(1999) Interaction of the pore-forming protein equinotoxin
Il with model lipid membranes: a calorimetric and spectro-
scopic study. Biochemistry 38, 14999-15008.

Provoda C.J, Lee K.D. (2000) Bacterial pore-forming he-
molysis and their use in the cytosolic delivery of macromol-
ecules. Advanced Drug Delivery Reviews 41: 209-221.

Rao M., Alving C.R. (2000) Delivery of lipids and liposo-
mal proteins to the cytoplasm and Golgi of antigen-present-
ing cells. Advanced Drug Delivery Reviews 41:171-88.

Tejuca M., Anderluh G., Dallaserra M. (2009) Sea anem-
one cytolysins as toxic components of immunotoxins (2009).
Toxicon 54(8):1206-14.

Tejuca M., Anderluh G., Macek P, Marcet R, Torres D.,
Sarracent J.,, Alvarez C., Lanio M.E., Dalla Serra M., Menestrina
G. (1999) Antiparasite activity of sea-anemone cytolysins on
Giardia duodenalis and specific targeting with anti-Giardia
antibodies. Int J Parasitol. 29(3):489-98.

Tejuca M., Dalla Sera M., Ferreras M., Lanio M.E., Menes-
trina G. (1996) Mechanism of membrane permeabilization by
Sticholysin I, a cytolysin isolated from the venom of the sea
anemone Stichodactyla helianthus. Biochemistry 35: 14947-
14957

Tejuca M., Dalla Serra M., Potrich C., Alvarez C., Menes-
trina G. (2001) Sizing the radius of the pore formed in eryth-
rocytes and lipid vesicles by the toxin sticholysin | from
the sea anemone Stichodactyla helianthus. J Membr Biol.
183(2):125-35.

Tejuca M., Diaz I., Figueredo R., Roque L., Pazos F, Mar-
tinez D., Iznaga-Escobar N., Perez R., Alvarez C., Lanio M.E.
(2004) Construction of an immunotoxin with the pore form-
ing protein Stl and ior C5, 2 monoclonal antibody against a
colon cancer cell line. Intimmunopharmacol. 4(6):731-44.

Valle A., Lopez-Castilla A.,Pedreral.,Martinez D., Tejuca
M., CamposJ.,FandoR,, Lissi E,, Alvarez C., Lanio M.E., Pazos
F, Schreier S. (2011) Cys mutants in functional regions of
Sticholysin | clarify the participation of these residues in
pore formation. Toxicon. 58: 8-17.



Watson D. S, Endsley A N, Huang L. (2012) Design consid-
erations for liposomal vaccine: Influence of formulation pa-
rameters on antibody and cell-mediated immune response
to liposome associated antigens. Vaccine, 30:2256-2272 .

57






DESARROLLO BIOTECNOLOGICO EN EL
INSTITUTO CLODOMIRO PICADO

Guillermo Leén*, Alvaro Segura, Maria Herrera, Mariangela
Vargas, Mauren Villalta, Aar6n Gomez, Ricardo Estrada

Instituto Clodomiro Picado, Facultad de Microbiologia,

Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.
*Corresponding author: Guillermo Ledn, Instituto Clodomiro Picado,
Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa
Rica. Phone: 506-22293135. Fax: 506-2292048s.

e- mail: guillermo.leon@ucr.ac.cr

RESUMEN

El Instituto Clodomiro Picado (ICP) es un instituto de inves-
tigacion adscrito a la Facultad de Microbiologia de la Uni-
versidad de Costa Rica, el cual se dedica al estudio de los
venenos de serpiente; y al desarrollo y produccion de los
antivenenos que se consumen en Centroamerica 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 precipitacion
con acido caprilico y son formuladas como solucion inyec
table o como polvo liofilizado. El presente resumen sintetiza
los conceptos basicos que sustentan el disenio del proceso de
produccion del ICP.

PALABRAS CLAVE: Veneno de serpiente; antiveneno;

acido caprilico; 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.

INTRODUCCION

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 paises
tropicales, donde las condiciones climaticas (temperatura

y humedad relativa cercana a los 30°Cy 70%, respectiva-
mente) favorecen la proliferacion de serpientes; y las condi-
ciones econdmicas limitan la accesibilidad a antivenenos de
calidad y el establecimiento de cadenas de frio para el alma-
cenaje y distribucion de este tipo de medicamentos
(Gutiérrez et al., 2009).

Por otra parte, 1a poca rentabilidad econdmica de la co-
mercializacion de antivenenos, hace que pocos laboratorios
productores asuman el suministro de las zonas mas vulne-
rables en Ameérica Latina, Asiay Africa. 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 region particular.

Los antivenenos ofidicos son soluciones de inmunoglobu-
linas que tienen la capacidad de neutralizar los efectos toxi-
cos inducidos por los diferentes componentes de los vene-
nos de serpiente. El procedimiento general empleado para
la produccion industrial de antivenenos no ha cambiado
sustancialmente desde las primeras formulaciones comer-
ciales producidas a principios del siglo XX. Sin embargo, la
incorporacion constante de nuevo conocimiento cientifico
ha permitido la mejora de la eficiencia de los procesos de



produccion, y de la eficacia, efectividad y sequridad de las
formulaciones actuales.

El presente resumen sintetiza los conceptos basicos que
sustentan el diseno del proceso de produccion de antive-
nenos del Instituto Clodomiro Picado (ICP), incluyendo la
manutencion de la coleccion de serpientes dedicada a la
produccion de veneno, la inmunizacion de animales para la
producciéon de anticuerpos anti-veneno (Ledn et al, 20m) y la
purificacion de esos anticuerpos para su posterior formu-
lacion como solucion inyectable (Gutiérrez et al., 20m).

MANUTENCION DE SERPIENTES Y PRODUCCION DE VENENO.

La manutencion en cautiverio de una coleccion de ser-
pientes venenosas, es la forma mas comun para establecer
una fuente permanente del veneno que se consume en los
esquemas de inmunizacion y en los ensayos de control de
calidad requeridos para la elaboracion de antivenenos. El
numero de ejemplares que deben conformar la coleccion

se determina considerando la productividad de veneno por
individuo y el consumo proyectado. Por ejemplo, para la pro-
duccion 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 ano, puede calcularse que la coleccion de corales
debe estar conformada por al menos 20 ejemplares.

En el caso del ICP, 1a coleccion de corales esta conformada
por 80 serpientes. Para la manutencion 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 (Chacoén 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 anos.

PRODUCCION 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; Ledn et al., 20m).

La mayor parte de la capacidad neutralizante de los anti-
venenos preparados en caballos es debida a anticuerpos de
las clases 1gG3 e IgGs, 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 mostro dife-
rencias minimas 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 formulacion de antive-
nenos ofidicos (Fernandez 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 estan compuestos unica-
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-
duccion de antivenenos formulados con IgY podria resultar
mas economica que la produccion de antivenenos de origen
equino (de Almeida et al., 2008). Esta hipdtesis esta siendo
evaluada en el ICP mediante el estudio de la composicion del
veneno de la serpiente Taipan (Oxyuranus scutellatus) de
Paptia Nueva Guinea (Herrera et al,, 2012) y la comparacion
de suinmunogenicidad en caballos (Vargas et al., 2011) y en
gallinas.



Una vez seleccionada la especie empleada como fuente de
inmunoglobulinas, debe disenarse un esquema de inmuni-
zacion. Es decir, una serie de inyecciones de veneno (o venenos)
cuya dosis, via de administracion y frecuencia de aplicacion son
definidas con el fin de estimular la produccion de anticuerpos.
El uso de adyuvantes inmunologicos contribuye a mejorar el
efecto mmunoestimulador del veneno y a incrementar la capa-
cidad neutralizante de los anticuerpos producidos (Ledn et al,
2011).

Hasta ahora, las emulsiones simples agua/aceite (como el
adyuvante de Freund) han sido las mas 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 inmunizacion. Por eso, los refuerzos subsecuentes
son administrados empleando otros adyuvantes como las sales
minerales (Ledn et al., 20m).

La inmunizacion de animales puede ser realizada empleando
como antigeno uno o varios venenos, para producir antive-
nenos monoespecificos o poliespecificos, respectivamente. A
su vez, los antivenenos poliespecificos pueden ser producidos
mediante dos estrategias: a) inmunizando con una mezcla
de venenos, o b) mezclando antivenenos monoespecificos. La
seleccion de la estrategia empleada en la produccion de anti-
venenos poliespecificos 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 coinmundgenos (dos Santos et al., 20m1).

La constitucion 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 produccion de anti-
venenos (Villalta et al,, 2012)
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SELECCION DE LA MOLECULA EMPLEADA COMO PRINCIPIO ACTIVO.
Durante décadas ha sido considerado que los antivenenos
formulados empleando fragmentos F(ab’)2 como sustancia
activa son mas seguros y eficaces que los que emplean in-
munoglobulinas completas (IgQG). Por eso en la actualidad,
la mayoria de los laboratorios productores de antivenenos
formulan sus productos empleando fragmentos F(ab’)2.

La presuncion de la mayor seguridad de los antivenenos
formulados con fragmentos F(ab’)2 se fundamenta en la
consideracion de que la mayoria de 1as reacciones tempra-
nas inducidas por antivenenos, son producidas por anafilo-
toxinas liberadas como consecuencia de la activacion de la
via clasica del complemento. Entonces se ha considerado que
por no poseer el fragmento Fc, los fragmentos F(ab’)2 son
incapaces de activar la via clasica 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 clinico
reciente demuestra que antivenenos formulados con IgG 6
con F(ab’)2 no difieren en la incidencia de las reacciones ad-
versas que inducen (Otero et al,, 2012).

Por otra parte, en comparacion con las IgG's, los frag-
mentos F(ab’)2 poseen mayor volumen y velocidad de distri-
bucion. 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 mas eficaces que los formula-
dos con IgG. Sin embargo, la evidencia clinica senala 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
extravasacion 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



los venenos de serpiente, pero poco eficaces en el control de
los efectos locales (Gutiérrez et al., 2011). La pobre neutra-
lizacion de los efectos locales puede atribuirse a la rapidez
con la que estos efectos se desarrollan y a la falta de corre-
lacion entre las propiedades toxicocinéticas de los venenos y
la farmacocinética de los antivenenos (Gutiérrez et al., 2003).

PURIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS

Y FORMULACION DE ANTIVENENOS.

Desde las primeras formulaciones que consistian en pre-
paraciones crudas de inmunoglobulinas, los procedimien-
tos de elaboracion de antivenenos han adaptado diferentes
técnicas fisico-quimicas 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 proteinas y se ven influenciadas por factores como la
concentracion de proteina, el pH y la fuerza idnica (Gutiérrez
et al.,, 20m).

La precipitacion con sales como el sulfato de amonio es
una técnica de purificacion de inmunoglobulinas amplia-
mente difundida entre los productores de antivenenos en el
mundo. Otra técnica de purificacion de inmunoglobulinas
es la precipitacion con acido caprilico, la cual fue empleada
para la produccion industrial de los antivenenos que se
consumen en Centroamérica (Rojas et al.,, 1994) y adaptada
por el ICP para la produccion de antivenenos para Nigeria
(Gutiérrez et al,, 2005), Papta Nueva Guinea (Vargas et al,
201) y Taiwan (Villalta et al., 2012). Actualmente, el ICP traba-
ja en la produccidn de antivenenos, empleando una técnica
descrita para la purificacion de inmunoglobulinas humanas
en un sistema de dos fases acuosas polimero sal (Vargas et
al., 2012).

Considerando que la sustancia activa de los antivenenos
es unicamente las inmunoglobulinas que logran la neutra-
lizacion de los componentes toxicos del veneno, podemos
senalar a las inmunoglobulinas no neutralizantes como los
principales contaminantes en las formulaciones actuales.
Por eso, los esfuerzos para mejorar la pureza de los antivene-
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nos deben dirigirse no solo a la separacion fisico-quimica de
las inmunoglobulinas, sino que ademas a la implemen-
tacion de estrategias de inmunizacion que permitan ob-
tener plasmas con mayores titulos 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 purificacion de inmunoglobulinas en la produccion de
antivenenos, incluya pasos especificos disenados con el obje-
tivo de remover o inactivar virus (Burnouf et al,, 2004). En el
ICP se esta estudiando la sequridad viral conferida por pro-
cedimientos como la precipitacion con acido caprilico
(Burnouf et al., 2007), el tratamiento con ‘solventes-deter-
gentes’ (Segura et al,, 2009a) y la formulacién a pH acido
(Solano et al., 2012).

Una vez purificadas las inmunoglobulinas y formulado el
antiveneno, la eficacia del producto debe garantizarse du-
rante toda su vida util. 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 frio, la formulacion
debe incluir el uso de una estrategia de estabilizacion ade-
cuada como la liofilizacion o la adicion de co-solutos como el
sorbitol (Segura et al., 2009Db).
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RESUMEN

Los péptidos sintéticos han ganado un lugar relevante den-
tro de la “caja de herramientas” de la investigacion bio-
medica actual. Las técnicas de sintesis automatizada y el
costo decreciente de los procesos, unidas a mejoras en su
eficiencia y velocidad, hacen cada vez mas accesibles a es-
tas herramientas. Su aplicabilidad es muy amplia, desde la
generacion de moléculas farmacologicamente activas, hasta
el desarrollo de vacunas, por ejemplo. En este resumen se
presentan algunos ejemplos de las aplicaciones de peptidos
sintéticos en el estudio de las fosfolipasas A2 miotoxicas,

un grupo de proteinas responsables de la necrosis del tejido
muscular que ocurre frecuentemente en los envenenamien-
tos causados por serpientes de la familia Viperidae

INTRODUCCION

Vincent Duvigneaud y colaboradores lograron sintetizar,

€n 1953, una pequena hormona peptidica: el nonapéptido
oxitocina. Tras un arduo trabajo de muchos meses con un
equipo de expertos en sintesis organica, este avance fue
reconocido en 1955 con el Premio Nobel de Quimica. En com-
paracion, gracias a los avances que siguieron en las estrate-
gias de sintesis de péptidos, esta meta ya se podia lograr en
apenas unas horas de trabajo para la década de 1990. Como
bien escribia el visionario novelista Jules Verne (1828-1905),
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“..aquello que hoy puede catalogarse de fantastico, sera lo co-
tidiano del manana... es solo una cuestion de tiempo”.

Bruce Merrifield, otro galardonado con el Nobel de Quimica
(1986), sentd las bases para la sintesis de péptidos moderna,
al desarrollar métodos para efectuar las reacciones de acople
secuencial de aminoacidos unidos a una fase solida, junto con
la introduccion de diversas estrategias de proteccion de las ca-
denas laterales. La longitud de los péptidos sintetizados ha ido
superando limites cada vez mayores, lograndose - por ejemplo
- producir la fosfolipasa A2 humana (grupo IlA), de 124 aminoa-
cidos, mediante la union de dos segmentos sintéticos de 51y 53
residuos (Hackeng et al,, 1997).

El presente resumen presenta algunos ejemplos de 1as
aplicaciones de péptidos sintéticos en el estudio de las fos-
folipasas A2 miotoxicas, un grupo de proteinas 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, 20m).

UTILIDAD DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS

Los péptidos sintéticos constituyen en la actualidad una
herramienta muy util en la investigacion biomédica, con
aplicabilidad en (a) 1a construccion de moléculas farma-
colégicamente activas, (b) el estudio de las relaciones estruc
tura-funcion de proteinas, (c) 1a generacion de anticuerpos
contra sitios predeterminados de un antigeno proteico, (d)
la identificacion de epitopos lineales para linfocitos By T en
proteinas, (e) el desarrollo de vacunas, o (f) el refinamiento
de pruebas de utilidad diagnostica, entre muchos otros
fines. En ciertos casos, la bioactividad de una proteina logra
ser reproducida mediante un pequeno segmento, el cual
puede ser sintetizado con relativa facilidad y eficiencia, a un
costo cada vez mas accesible.



PEPTIDOS SINTETICOS EN EL ESTUDIO

DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION DE MIOTOXINAS

En un ejemplo de nuestra propia experiencia, las actividades
biologicas 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
aminoacidos, 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, asi como mionecrosis y ede-
ma en animales de experimentacién (Lomonte et al., 1994,
20033, 2003b; Calderdon y Lomonte, 1998; Paramo et al., 1998;
Nunez 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 proteinas, que poseen
estructura de fosfolipasa A2, pero que carecen de actividad
catalitica, se basa en la existencia de un sitio bioactivo que
comprende los aminoacidos 115-129 (Figura 1), el cual es capaz
de interactuar con membranas y desestabilizarlas (Lomonte
et al., 1994; Lomonte y Rangel, 2012).

Multiples bioactividades de péptidos C-terminales de miotoxinas Lys49

* citdlisis _
* miotoxicidad |

* edema

* microbicida

Figura 1: Las diversas actividades bioldgicas de muchas miotoxinas
tipo Lys49 (variantes cataliticamente inactivas de fosfolipasa A2)
pueden ser reproducidas empleando un segmento (115-129) de su region
C-terminal (senalado 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 interaccion con el receptor 2 para el factor de cre-
cimiento de endotelio vascular (VEGF-R2), con una constante
de disociacion (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, 1a union a este receptor
celular depende del segmento C-terminal 115-129 (Figura 2),
cuyo péptido sintético interactua con una afinidad nanomo-
lar en ensayos de unidn realizados mediante analisis de reso-
nancia de plasmones de superficie (SPR) en BlAcore®.

Mapeo del sitio de union al VEGF-R2 mediante péptidos sintéticos
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Figura 2: Evaluacion de la interaccion de diversos péptidos sintéticos
que cubren la secuencia completa de aminodcidos de la miotoxina Il
de Bothrops asper de Costa Rica (paneles A-H) con el receptor VEGF-

R2 inmovilizado sobre un chip de BlAcore®. El péptido 115-129 (panel F)
reproduce la interaccion que se observa al utilizar la toxina completa

(recuadro inserto a la derecha). Adaptado de Fujisawa et al. (2008).



PEPTIDOS SINTETICOS PARA GENERAR ANTICUERPOS HACIA SITIOS
PREDETERMINADOS DE MIOTOXINAS

Mediante la inmunizacion de animales de experimentacion
con péptidos sintéticos que corresponden a segmentos
particulares de un antigeno proteico (y acoplados cova-
lentemente a una proteina inmunogénica que actue como
transportador), es posible obtener anticuerpos hacia sitios
predeterminados del antigeno. Pese a su naturaleza poli-
clonal, estos anticuerpos van a poseer una especificidad
restringida, predefinida por el péptido empleado durante la
iInmunizacion. En ocasiones, tales anticuerpos son capaces
de reconocer al epitopo correspondiente de la proteina com-
pleta en su estado nativo, 1o cual los convierte en una he-
rramienta muy util para su caracterizacion inmunoquimica
y funcional.

En el caso de la miotoxina Il (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 accion litica sobre células en cultivo, asi como su
accién miotdxica en animales (Calderén y Lomonte, 1998),
en concordancia con el modelo que propone que este sitio
es crucial para la toxicidad de las miotoxinas tipo Lys49.
Ademas, se ha explorado el potencial del péptido sintético
115-129 como inmunoégeno para la generacion de anticuerpos
que protejan de la mionecrosis causada por la miotoxina I,
en un modelo de raton. Dicho péptido sintético, acoplado al
toxoide diftérico en una proporcion molar de 3:1, indujo en
los ratones inmunizados una proteccion cercana al 50% en
términos de necrosis de fibras musculares, en comparacion
con el grupo de animales no inmunizados, luego de someter
ambos grupos a la inyeccion intramuscular de una dosis de
reto de la miotoxina (Calderdon y Lomonte, 1999). Aunque
la proteccion inducida mediante la inmunizacién con mio-
toxina completa fue superior a la observada al inmunizar
con el peptido sintético de la region C-terminal, el estudio
demostrd en principio que es posible reducir el dano tisular
ocasionado por miotoxinas, empleando como inmundgeno
apenas un corto segmento sintético de su estructura.
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Las actuales facilidades para la sintesis de péptidos y su
costo decreciente hacen atractiva la opcion de considerar a
los péptidos sintéticos como potenciales inmundgenos, con
aplicabilidad en la induccion de anticuerpos neutralizantes
contra diversos tipos de toxinas de importancia médica.

PEPTIDOS SINTETICOS PARA LA IDENTIFICACION DE EPITOPOS
LINEALES EN MIOTOXINAS

Los epitopos, o sitios de un antigeno que son reconocidos
por el sistema inmune adaptativo (By T) de un individuo que
es expuesto a él, pueden clasificarse en dos grupos genera-
les. Unos, denominados secuenciales, lineales, o continuos,
estan formados por aminoacidos contiguos en la secuencia,
en el caso de las proteinas. Los otros, llamados discontinuos
o conformacionales, se forman por la yuxtaposicion de ami-
noacidos que no son contiguos en la estructura primaria,
pero que se aproximan entre si gracias a los plegamientos
que conforman la estructura secundaria y terciaria (o cua-
ternaria) de las proteinas. Aunque estos ultimos epitopos
son dificiles de reproducir empleando péptidos sintéticos,
los epitopos lineales son facilmente representables

me diante esta estrategia.

Con la finalidad de ubicar cuales son las regiones lineales
de una proteina que el sistema inmune adaptativo humoral
de un individuo reconoce, es posible preparar una coleccion
de péptidos traslapados, que cubran la secuencia completa
del antigeno, y enfrentarlos, mediante algun tipo de prueba
inmunoldgica, contra el suero del individuo (o individuos)
inmunizado. Esta estrategia de analisis provee informacion
relevante para comprender las caracteristicas moleculares
de la respuesta de anticuerpos contra una determinada pro-
teina inmunogénica, lo cual posee gran relevancia en el caso
de toxinas, dado que la generacion y administracion de an-
ticuerpos neutralizantes es la piedra angular para la terapia
de muchos tipos de envenenamientos.



La miotoxina Il de Bothrops asper ha sido recientemente
estudiada mediante esta estrategia, con el fin de identificar
cuales son sus principales epitopos lineales reconocidos por
anticuerpos en una respuesta inmune. Para ello se evaluo el
reconocimiento por parte de animales inmunizados con la
toxina purificada, empleando conejos, asi como el recono-
cimiento por parte de los equinos que son sometidos a in-
munizacion con venenos completos (incluyendo a la especie
cuyo veneno contiene dicha toxina). Una serie de 56 péptidos
dodecameéricos que cubre la secuencia completa de la mio-
toxina ll, con un desplazamiento o traslape de 2 residuos, se
enfrentd a los distintos tipos de sueros (tres lotes de anti-
venenos equinos de uso terapéutico, o un lote de suero de
conejo anti-miotoxina Il) empleando un ensayo inmunoen-
zimatico basado en la captura de los péptidos biotinilados
mediante estreptavidina acoplada a una fase solida (Lo-
monte, 2012). Algunos de los epitopos lineales identificados
fueron compartidos en las dos especies evaluadas, mien-
tras que otros fueron unicos, como se muestra en la Figura
3. Ademas, se observo 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 ofidicas,
por ejemplo, es muy limitado. Sin embargo, su comprension
podria tener implicaciones importantes para mejorar en
este tipo de medicamentos, mediante estrategias de inmu-
nizacion con toxinas recombinantes, epitopos sintéticos, o
segmentos génicos codificantes por toxinas, por ejemplo.
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anticuerpos de conejo anticuerpos equinos

Figura 3: /dentificacion de epitopos lineales de la miotoxina Il de Bo-
throps asper de Costa Rica, reconocidos por anticuerpos de conejo
anti-miotoxina Il (paneles A y C) o por anticuerpos presentes en el an-
tiveneno terapéutico de origen equino (paneles B y D) utilizado en Ios
envenenamientos ofidicos en Centroameérica. Los asteriscos senalan a
los epitopos mds intensamente reconocidos en el ensayo inmunoen-
zimdtico. 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-Cérdoba
(ACC), SECyT-UNC.



KEY WORDS: Surface topography, sphingolipids, lipid mono-
layers, bilayer vesicles, phospholipases.

RESUMEN

Las biomembranas contienen una gran variedad de lipidos

y proteinas organizados en una estructura esencialmente
bi-dimensional. La coexistencia de tal heterogeneidad com-
posicional causa tensiones locales cuya relajacion frecuen-
temente lleva inmiscibilidad ntre los componentes y/o a se-
gregacion del estado de fase a lo largo y a través del plano de
la bio-interfase. Como consecuencia, se desarrolla una con-
siderable microheterogeneidad topografica que depende no
solamente de la composicion lipido-proteina sino tambiéen
de las tensiones laterales y transversales generadas por la
adaptacion termodinamioca de las interacciones intermo-
leculares locales. La presencia de porteinas, enzymas activas
contra componentes de la membrana que causan cambios
de la composicdn de la misma o inmiscibilidades entre los
componentes consituyen factores de gran importancia para
la dinamica estructural. En esta presentacion se tratara de
resumir evidencias del efecto de lipidos, proteinas y enzimas
fosfohidroliticas en el establecimiento de segregacion de
dominios con diferente estado de fase y como ello determina
la topografia general de la superficie.

Financiado por MINCyT (CONICET, FONCyT), MINCyT-Cérdoba
(ACC), SECyT-UNC.

PALABRAS CLAVES: Topografia de superficie, esfingolipidos,
monocapas lipidicas, vesiculas 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



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 ym 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



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 area 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 + § 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 water 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,



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-
sormal 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



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 Hll-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 requlatory 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-



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-1 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-Il and Eg-Il). MD simulation has been usedto ana-
lyze the structure of St-l 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-1, water and
ions evidences the preferential binding of actinoporins to
SM Tipids. The interaction between amide groups in SM and
W-111 can explain the preferential association between acti-
noporins and SM through amide-tt interactions. Finally, MD
simulation indicates that electrostatic interactionsare the
main driving forcesin the first steps of the pore formation
process.



INTRODUCTION
Actinoporins are a family of cytolysins, obtained from
different sea anemones, which present a high structural
homology, high pl, and molecular weights of about 20kDa.
(Belmonte, C. 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;Martinez et al.,2007).The structure of the actinoporins
consists of 10 B-strands between two a-helices forming a
B-sandwich (Athanasiadis et al., 2001; Mancheno 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-
cheno 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., 201). On the second step,
the toxins can change its structure deploying the N-termi-
nal a-helix without altering the fold of the B-sandwiches
(Menestrina et al.,, 1999; Alvarez et al. 2003; Alegre-Cebollada
et al.,, 2007).It has been demonstrated that the N-terminal
a-helix have an amphiphilic character and that it plays an
essential role in their citolytic effect (Drechsler et al., 2006).
Sticholysin | (St-) and Sticholysin Il (St-1l) 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-1 is composed of 176 amino-
acidic residues, with a conserved aromatic cluster composed
97
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of W and Yresidues that conform the lipid-binding site (Man-
cheno et al.,2003). Despite of the high homology(identity
93%) between sticholysins, St-1 exhibits 6 fold less hemolytic
activity (HA) than St-liregarding disruption of the membrane
in human red blood cells (Huerta et al.,, 2001). Moreover, HA
comparison between St-Il and other actinoporins like equi-
natoxin Il (Eqtll) 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-l 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-| (Castrillo et al,, 2010), St-1i(Kem and
Dunn, 1988; Lanio et al., 2007; Alegre-Cebollada et al., 2008)
and Eg-ll (Macek and Lebez 1988; Lam et al., 2010).

EXPERIMENTAL

Molecular dynamics (MD) simulations were performed
using St-1 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)with3oresidues of the N-terminal seg-
ment unfolded (fig. 1b).This last structure was inserted to
1nm 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-lImolecule with anunfolded struc
ture.Five systems were testedwith St-1 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 isothermicisobaric 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



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 (Niemela et al., 2004). The Ryckaert-
Bellemans2g 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 1ps, 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.
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RESULTS AND DISCUSSION
Incluir estructuras de lipidos y texto, texto sobre preequi-
librio y nanodominios SM-PC

(0]

o~ é\ox\/ ’L<

OH 9

% Y |-
AN S o~ \O N*
\/\/\/\/\/\/\/\/\ﬂ/ \,
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-1(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., 19909;
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



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
23, the aromatic cluster of the toxin, formed by W-111,Y-112,
W-11g, 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-1l 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-1) through
cation-tt 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-1 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.
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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
lkonen, 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-lin 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.



70

1 —— Cluster-DPP headgroup
60{ —— Cluster-SM headgroup

50-
40
30-

20

10

0 10 20 30 40 50 60 70
Simulation Time (ns)

No. Cluster-headgroup Iipids contact <O.i35hm

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 Waals” spheres. b) Number of contacts (<0,35nm) as a function
of time between lipid headgroups and the St-l 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.lt 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 Wi, 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-1, 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-tt 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-Tt 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-1 was studied

by analysis of time-dependent secondary structure of the
first 30 residues of the toxin.DSSP plot (fig. 6) shows a stable
a-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-l (1-30 peptide), and 16-26 for Eq-Il (1-32 pep-
tide) (Dreschler et al., 2006). The residues 1-13 appearmore
unstructured incomparison with St-1l (Casallanovo et al,
2006) and Eg-Il (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-1I, could contribute to the
destabilization of the helical structure of St-I. As has been
described, a stabilized amphipatic t-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.

Secondary structure

e I L LI I O B | Inmi lll“l [ T T |

% i || 1
o
o
o kit
la :.‘!““!““""‘*“Hﬂ ”."'”M"F#"!‘. ) .*.'.w“ E’a |
[|J 15 30 I 45 - 6|D -
Time (ns)

[] Coil Il B-Bridge [l Bend [] Turn [l A-Helix [l 5-Helix [l 3-Helix

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.



CONCLUSION

In conclusion, thesimulation presented in this work provides
a good model for St- interacting with a DPPC/SM bilayer.
The amide-tt 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 w-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
(IC5o = 4.96 + 2 uM, Hill slope = 1.6 + 3, N = 36). LVA
currents were not affected by CalTx while HVA currents
were inhibited by 10 pM CalTx. 3 pyM nifedipine (L-type selec-
tive blocker) reduced the peak Ca2+ current 30 +12% (N = 6)
(P < 0.05); 10 pM CalTx reduced the peak calcium current 36
+5% (n = 7) (P < 0.05). In the presence of 3 uM nifedipine
application of 10 pM 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 yM w-conotoxin MVIIA (N-Type selective blocker)
reduced the peak Ca2+ current in 46 + 9% (N=13) (P < 0.05).
The application of 10 uM CalTx (N=6) in the presence of the
w-MVIIA produced an additional block of 8% attaining a to-
tal block of 54 + 9% respect to the control.
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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 fraccion 13 del veneno de
Conus californicus bloquea parcialmente las corrientes de
calcio (ICa)de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (GRD) de
rata. La secuencia de CalTx (NCPAGCRSQGCCM) es notoria-
mente distinta de 1a de 1as w-conotoxinas, representando
una nueva familia de conotoxinas. En este trabajo profun-
dizamos en la caracterizacion funcioal de CalTx e intenta-
mos definir su selectividad empleando la técnica de fijacion
de voltaje.
El efecto de CalTx sobre ICa fue dependiente de la concen-
tracion (ICso = 4.96 + 2 uM, pendiente = 1.6 + 3, N = 36). Las
corrientes LVA no fueron afectadas por CalTx, mientras que
las HVA fueron inhibidas por CalTx 10 pM. Nifedipina 3 pM
(bloqueador de corrientes tipo L) redujo el pico de ICa 30 +
12% (N = 6) (P < 0.05); CalTx 10 pM redujo la corriente al pico
36 + 5% (n = 7) (P < 0.05). En presencia de nifedipina 3 uM la
aplicacion de CalTx 10 pM (N=6) produjo un bloqueo adicio-
nal del 5% (para un bloqueo total de 36 + 7%) y por tanto la
preaplicacion de nifedipina ocluyo en 83% el efecto de CalTx.
La aplicacién de w-conotoxina MVIIA 1 uM (bloqueador de
corrientes tipo N) redujo el pico de corriente en 46 + 9%
(N=13) (P < 0.05). CalTx 10 pM (N=6) en presencia de w-MVIIA
produjo un bloqueo adicional de 8%, alcanzandose un blo-
queo total de 54 + 9% respecto al control.

Concluimos que la accidén de CalTx no es selectiva entre
corrientes HVA.
PALABRAS CLAVES: de calcio dependientes de voltaje, cono-
toxinas, Conus californicus



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 w-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-CI, 5 HEPES, 10 EGTA,

2 Mg-ATP, 1 Na-GTP (pH 7.2). The extracellular solution con-
tained (mM): 10 BaCl2, 5 CsCl1.2 MgCl2, 125 TEA-CI, 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 uM) (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 uM) inhibited the
HVA-Caz+ 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 uM, with a Hill number of o.5. Only the effect with 10 and 30
UM, were significant with P < 0.05, paired Student’s t-test.
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Figure 2. Effects of sCalTx on the current density versus voltage and
conductance curves. Left, using a ramp protocol starting at -go 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 uM. 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 o mV (P<o.01). Right, conductance curve of IBa (blue) did
not change after the application of sCalTx (10 uM) (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 uM nifedipine (L-type selective blocker)
significantly reduced the peak Ba2+ current 30 +12% (N = 6) (P < 0.05),
while 10 uM sCalTx reduced the peak barium current 36 + 5% (n = 7) (P
< 0.05). In the presence of 3 uM nifedipine application of 10 uM 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.
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Figure 4. Left, temporal course of the application of w-MVIIA (1 uM),
sCalTx (10 uM) and wash; it was observed only a partial recovery of
the current after 5 min of wash. Right, bar graph showing the effect
of w-MVIIA and w-MVIIA + sCalTx, on four parameters. The use of 1
UM w-MVIIA (N-type selective blocker) significantly reduced the peak
Baz+ current 46.2 + 9 % (n = 13) (P < 0.01), while 10 uM sCalTx reduced
the peak barium current 36 + 5% (n = 7) (P < 0.05). In the presence of 1
UM w-MVIIA application of 10 uM 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,

w -conotoxins typically include peptides of 12-30 amino
acids, with 6 cysteines forming a frame C—CG-CC-C-C (frame-
work VI/VIl) 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 (€-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 XV
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 w -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.



w-Conotoxina GVIA [ C. geographus CKSOGSSCSOTSYNCCRSCNOYTKRCY*
w-Conotoxina MVIIA | C. magus CKGKGAKCSRLMYDCCTGSCRSGKC®
w-Conotoxina MVIIC | C. magus CKGKGAPCRKTMYDCCSGSCGRRGKC®
w-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 IC5o of 4.6 pM; 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 (w-MVIIA blocked). Further experiments are
necessary to determine the effects of CalTx on P/Q and R cal-
cium channel subtypes.
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RESUMEN

Los canales sensibles a la concentracion extracelular de pro-
tones (ASIC) tienen un papel significativo en la sensacion de
dolor y constituyen un blanco importante en la busqueda 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 fendlico aislado de este extracto, una flavona
sulfatada llamada thalassiolina B, empleando modelos de
nocicepcion térmica y quimica en raton.La accion de BM-21

y de thalassiolina B fue evaluada también en las corrientes
ASIC de neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRGs) de
ratas Wistar. Se realizaron experimentos conductuales en
ratones OF-1. La administracion por via oral de dosis unicas
de BM-21 produjo una inhibicidn significativa de la nocicep-
cion quimica causada por acido acético y formalina (especi-
ficamente durante su sequnda fase), e incremento el tiempo
de reaccion en la prueba de placa caliente. La thalassiolina

B disminuyd la conducta de lamido durante las fases fasica
y ténica en el test de formalina. Se encontro también que
tanto BM-21 como thalassiolina B inhiben selectivamente las
corrientes ASIC con desensibilizaciéon rapida (< 400 ms) y
no las corrientes con un curso temporal de desensibilizacion
mas lento. La accion de thalassiolina B no muestra depen-

dencia del pH ni del voltaje, y tampoco es modificada por .
‘1 5
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la desensibilizacion de estado estacionario. La alta concen-
tracion de thalassiolina B en el extracto puede explicar la
accion nociceptiva de BM-21.

PALABRAS CLAVES: Thalassia testudinum, ASICs, dolor, antino-
cicepcion, 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 (t < 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.



INTRODUCCION

Los canales ionicos sensibles a la concentracion extracelular
de protones (ASIC, por sus siglas en inglés:AcidSensinglonicC
hannels) constituyen un grupo de canales idnicos 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 participacion de los ASIC en los
procesos sensoriales, la plasticidad sinaptica, 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 nocicepcion se ha demostrado
en diferentes modelos de dolor e hiperalgesia inflamatoria
(Devalet al., 2008). El dolor cutaneo producido en los seres
humanos por pH moderado (hasta 6) es en gran parte me-
diado por los ASIC (Jones et al., 2004). La sensacién de dolor
producida por la isquemia cardiaca también parece estar
mediada por la activacion ASIC (Yagi et al., 2006).

La busqueda de nuevos agentes farmacologicos selectivos
sin efectos secundarios significativos es un requisito
creciente para el desarrollo de farmacos enfocados al trata-
miento del dolor agudo y crdnico. 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 recuperacion de la dermis danada
por irradiacion (Nunezet al,, 2006). El fraccionamiento de BM-
21guiado por bioensayo dio como resultado el aislamiento de
thalassiolina B (chrysoeriol 7-B-D-glucopiranosil-2"-sulfato), el
componente mas abundante del extracto.

En este trabajo se describen los efectos antinociceptivos
de BM-21y thalassiolina B en diferentes modelos animales de
dolor, asi como la accion inhibitoria de BM-21y thalassiolina
B en las corrientes ASIC en neuronas aisladas de los ganglios
de la raiz dorsal en cultivo primario.
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MATERIALES Y METODOS

La extraccion y el aislamiento de BM-21y 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 estandar de iluminacion,
humedad y acceso a alimento y agua. Un dia antes del ex-
perimento, fueron trasadados a una habitacion 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, 5y 6 los ratones fueron
tratados con BM-21 (4, 20, 40,400 y 1000 mg*kg-1); grupo 7,
los animales fueron tratadoscon indometacinais mg*kg-1.
Otra serie experimentalincluyo el estudio de los efectos de
amiloridaioo mmol*kg-1ythalassiolinaB 100 mmol*kg-1 en la
prueba de la formalina. Cada animal fue utilizado una vez.
Laadministracion de los vehiculos utilizados para disolver las
sustanciasno presentd una accion significativa en lasprue-
bas conductuales. Los modelos empleados para la evalu-
acion de la actividad antinociceptiva fueron la prueba de
placa caliente, 1a inyeccion intraperitoneal de acido acético y
la prueba de la formalina; la actividad motora fue evaluada
empleando un aparato rota-rod. Los detalles del diseno ex-
perimental pueden consultarse en Garateix y colaboradores
(20m). El analisis estadistico se realizé6 empleando la prueba
ANOVA y las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y U
de Mann-Whitney.

Para estudiar el efecto de BM-21y de thalassiolinaB sobre
las corrientes ASIC, se utilizo latécnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa. Para este fin, se utilizaron
las neuronas de DRG de ratas Wistar (P5 y Pg),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,



capsazepina 10, HEPES o MES 10, Glucosa 10, ajustada al pH
con NaOH. Para aquellas soluciones con pH inferior a 6.1 se
empled MES en vez de HEPES como amortiguador; b) intrace-
lular (en mM): KCI 125, NaCl 10, CaCl2 0.1, HEPES 10, EGTA 10,
GTPNa 1, ATPMg 2. pH 7.2 ajustado con KOH.Los cambios de
solucion (< 100 ms) se realizaron por medio de un sistema
SB-77 de perfusion controlado por computadora (Warner
Instruments). El control experimental y el registro de las
corrientes se efectud usando el programa Pclamp 9 (Molecu-
lar Devices.). Las corrientes provocadas por acido fueron
generadas al perfundir la célula en registro con solucion
acida. 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 duracion del
mismo (5 segundos). Para comparar datos en la misma célula
se empleo la prueba t de Student pareada.

RESULTADOS

Efectos del BM-21 y thalassiolinaB in vivo

Pruebas de placa caliente e inyeccion de dcido acético

La administracion 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 9o minutos después de su admi-
nistracion (P ffi 0.05).La inyeccion intraperitoneal de acido
acético en ratones control produjo 51.4 + 4.1 contorsiones y
estiramientos (n = 19).

BM-21 (40 mg*kg-1) redujo significativamente el numero de-
contorsiones y estiramientos a 26.8 + 5.7 (47% de proteccion,
n =12, p = 0,018); la reduccion maxima del niumero de con-
torsiones y estiramientos se observo con una dosis de 400
mqg*kg-1(21.9 + 3.9, 57% de proteccién, n =19, P ffio.001) Ver
Figura 1.
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Figura 1. Efectos de BM-21 sobre la nocicepcion térmica y en la prue-
ba de inyeccion de acido acético.A) £n la prueba de la placa caliente
el uso de BM-21 (40-1000 mg*kg-1) y de indometacina(1s mg*kg-1) in-
cremento la latencia de respuesta 9o minutos después de la adminis-
tracion del farmaco:control = 3.3 s(linea punteada). * P ffi 0.05, ** P ffi
0.001. En esta y las siguientes grdficas, cada barra representa la media
+ SE; *y **indican diferencias significativas con respecto al control (P ffi
0,05, P ffi 0,001, ANOVA de una via y t de Student). B) El niimero de con-
torsiones y estiramientos generados por la inyeccion intraperitoneal de
dcido acético medidos en condiciones control y 9o min después de la
administracion de BM-21 o indometacina.

Prueba de nocicepcion por formalina

BM-21 (n =12 para cada grupo) no ejercio ningun efecto sig-
nificativo sobre el numero de lamidos en la primera fase (0-5
min) después de la inyeccion de formalina Sin embargo, en
la sequnda fase (15-30 min), BM-21 produjo un efecto signifi-
cativo a concentraciones entre de 20 y 1000 mg*kg-1. La re-
duccion maxima 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-21y thalassiolinaB sobre la nocicepcion
causada por formalina .Indometacina y thalassiolina B produjeron
una reduccion significativa en el numero de lamidos.Ningun efecto
significativo de BM-21 o amilorida fue observado durante la primera
fase de la nocicepcion. En la sequnda fase, a excepcion de la dosis mads
baja de BM-21 (4 mg*kg-1), todos los fdrmacos probadosprodujeron una
reduccion significativa en el numero de lamidos. La magnitud de la ac-
cion de thalassiolin B fue similar a la de la amilorida.

El uso de indometacina 15 mg*kg-1 produjo una reduccion
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 22 fase de manera similar (13 + 2.2 para
amilorida y 1.6 + 1.4 para thalassiolina B).
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Efectos de BM-21y thalassiolina B sobre las corrientes ASIC
Para demostrar que las corrientes registradas fueron causa-
das por la activacion de los ASIC, se realizo la caracterizacion
farmacologica de las mismas. El uso de amilorida 10, 30, y
100 UM produjo inhibicidn de la corriente dependiente de

la concentracion de 39 +3.8% (n =3),67+45% (N =7),y 85 +
23% (n = 6, Figura 3A, By C), respectivamente. La aplicacion
de Gd3+100 UM (n = 4) inhibié significativamente la corrien-
te en 9o +1.3% (FigurazD). Empleando una solucién extrace-
lular libre de sodio (n = 5)la corriente entrante producida por
un pulso acido de pH 6.1 se redujo en 96 +1 (Figura 3D)

A pH 6.1 + 10 pM Amiloride B pH 6.1 + 30 uM Amiloride CpH 6.1+ 100 pM Amilornide

- — —
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| / J} . 1 oA ;
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: — — 10 .
|
| 0.5 1
r
|
l‘l' 0.0 4
8 T 6 5 4
pH

Figura 3. Efectos de amilorida, Gd3+ y solucion extracelular libre de
sodio sobre las corrientes ASIC.A-C) Amilorida produjo una inhibicion
de la corriente mdxima, dependiente de la concentracion y reversible, y
no modifico significativamente la corriente de estado estacionario. En
esta y las siguientes grdficas, los trazos en negro representan el con-
trol, en color se muestra el efecto de los fdrmacos y en gris el efecto del
lavado. La lineapunteada indica el cero de corriente, y la barra gris la
aplicacion de pH 6,1+ la aplicacion de drogas. D) La aplicacion de Gd3+
también produjo una inhibicion reversible de la corriente. E) El uso de
una solucion extracelular libre de Na+ disminuyo significativamente
la corriente (a 4% de la corriente control), de manera reversible. F) La
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relacion corriente versus pHmuestro una dependencia sigmoidaldel
pH con un pHso de 6.12 +0.1. Las corrientes fueron normalizadascon
respecto de la corriente obtenida con pH 4

pH 6.1 pH 6.1 pHBG.1
e b
—‘ ~
2 nA 1A 0.5 nA
1s 1s
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Figura 4. Corrientes ASIC tipicas registradas en neuronas de DRG.
Las caracteristicas de las corrientes ASIC registradas en las neuronas
DRG variaron de una rdpida corriente transitoria con poca corriente
de estado estacionario, a una corriente lentamente desensibilizante(t>
400 ms)con un gran componente de estado estacionario, y finalmente
a una corriente con un claro estado estacionario.

Las corrientes ASICregistradas DRG mostraron caracteristi-
cas que indican la participacion de diversas subunidades de
ASIC en la corriente macroscopica (Figura 4)

La coaplicacion de BM-21 con pH 6.1 redujo la amplitud del
pico de las corrientes ASIC con desensibilizacion rapida de
manera dependiente de la concentracion (Clso de 0.72 + 016
mg*ml-1). BM-21 no tuvo ningun efecto significativo sobre
las corrientes ASIC con desensibilizaciénlenta (t> 400 ms). El
curso temporal de la desensibilizacion no se vio afectado sig-
nificativamente al aplicar BM-21 10 mg*ml-1(control T = 2317
+23.3 ms contra t = 319.6 + 56.6 ms, prueba t de Student P>
0.05) y su accion fue completamente reversible después de
lavar la preparacion (Figura s).

pH 6.1 pH6.1 + BM-21 PpH 6.1 after wash
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Figura 5. La aplicacion de BM-21 redujo el pico de la corriene ASIC
de manera reversible. Trazos representativos de un experimento que
muestran el efecto de BM-2110 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 preparacion.

El uso de thalassiolina B produjo una reduccion significativa
de la amplitud del pico de corriente ASIC en celulas con de-
sensibilizacién rapida (400 ms), sin ningun cambio signifi-
cativo en la cinética de la corriente (Figura 6A). Ninguna ac
cion fue ejercida por este compuesto en las corrientes ASIC
con desensibilizacion lenta (t> 400 ms) (n = 8; Figura 6B).
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Figura 6.Efecto de thalassiolina B en las corrientes ASIC. A) Accion
inhibidora de thalassiolina B 0.03 mMsobre la corriente ASIC de una
neurona con una t = 283.3 ms; la inhibicion fue del 23% con respecto al
control y el efecto resulto totalmente reversible. B) No se observo nin-
guna accion significativa de thalassiolina B sobre corrientes ASIC con
desensibiizacion lenta (> 400 ms); el registro que se muestra tuvo una
T =984 ms. C) Curva concentracion-respuesta del efecto inhibidor de
thalassiolina B sobre las corrientes ASIC con desensibilizacion < 400 ms.
La linea continua muestra el ajuste a empleando una ecuacion de Hill;
IC50= 27 + 2.6 pM.
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Para estudiar la influencia de thalassiolina B en la activacion
(gating) de la corriente ASIC, se estudio6 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 612 + 0.1 (n =7) y con el uso de thalassiolina B fue
6.5 + 04 (n = 7; P ffl 0,05; Figura 7A). Para caracterizar la in-
fluencia potencial de la ocupacion de sitios de union a protones
sobre las acciones de thalassiolina B, 1os efectos de la droga fue-
ron estudiados mientras el pH de la solucion del bano se vario
entre 7.0 y 8.0 con incrementos de pH de 0.2 (curvade desensi-
bilizacién de estado estacionario). El pH del bano precondicio-
nante produjo un efecto significativo sobre la corriente produ-
cida por la perfusion a pH 6.1. Las relaciones pH precondicio-
nante-efecto se construyeron en el control (pH50 = 719 + 0.04,
n = 5)y en presencia de thalassiolina B 30 mM (pHso = 7.27 +
0.03, n = 7; Figura 7B). Estos experimentos mostraron que la ac-
cion de thalassiolina B no depende del estado, cerrado o
inactivado, de los canales ASIC. Otra serie experimental mostro
que la amilorida ocluye el efecto de thalassiolina B (datos no
mostrados).

Percent of effect
]
o

0.0 0-
7 6 5 4 70 72 74 76 78 80 4 5 6 7
pH pH pH

Figura 7. El efecto de thalassiolina B sobre las curvas de pH contra am-
plitud y de desensibilizacion de estado estacionario de la corriente
ASIC. A) No se observo influencia significativa de thalassiolina Bioo
mMsobre la dependencia de pH de la amplitud de la corriente ASIC. B) La
aplicacion de thalassiolina B no modifica significativamente la desensibili-
zacion de estado estacionario de las corrientes ASIC. C) Andlisis de los efec-
tos de thalassiolin B en funcion del pH utilizado para activar la corriente;
no existe una correlacion significativa (P> 0.05). La linea continuamuestra
la regresion lineal (pendiente = 0.27); las lineas punteadas muestran los
intervalos de confianza (P ffi 0.05).
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DISCUSION

Este estudio demuestra la accion antinociceptiva de BM-21
en los modelos farmacologicos clasicos de dolor producido
por estimulacion térmica (placa caliente) y quimica (inyec-
cion de acido acético y formalina), y de thalassiolina B en 1a
prueba de la formalina en ratones. También demuestra que
al menos una parte de esa accion puede deberse al efecto de
ambos compuestos sobre canales ASIC.Regalado y cola-
boradores (2009)determinaron que el contenido fendlicodel
extracto BM-21 es de 18 + 1.5%. Consistente con esto, el pro-
cedimiento de separacion del extracto dio como resultado el
aislamiento de thalassiolina B, que resulto se el constitu-
yente fenolico mas importante de BM-21. Nuestros datos in-
dican que los compuestos fendlicos, y en particular thalassio-
linaB, pueden contribuir en un grado significativo a la accion
biologica 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 accidén antinociceptivaper se.

Se sabe que algunos mecanismos de nocicepcion 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
inflamacion, y que su expresion (especialmente de ASIC3)
se incrementa en las neuronas sensoriales de ratas en esta
condicion patoldgica (Devalet al., 2008). Asi, en un intento de
caracterizar el mecanismo por el que BM-21 ejerce su accion
antinociceptiva se evaluaron los efectos de BM-21y thalas-
siolina B sobre corrientes ASIC.Se encontro que tanto BM-21
comothalassiolinaB fueron capaces de disminuir la amplitud
maxima de las corrientes ASIC, 1o que indica que, muy pro-
bablemente, el efecto de BM-21 puede ser debido a la presen-
cia de thalassiolinaB.

La accion inhibidora de thalassiolina B sobre corrientes
ASIC fue selectiva, actuando solo en neuronas que presen-
taron una corriente con desensibilizacion rapida, no ejer-
ciendo efecto significativo sobre las corrientes con desensi-
bilizacion lenta (las llamadas corrientes ASIC2-like (Dubéet
al,, 2005), lo que indica que su efecto puede ser especifico.



Sin embargo, debido a que las corrientes ASIC en las neu-
ronas de DRG son probablemente causadas por la combi-
nacion de dos omas subunidades de ASIC coensambladas
como heteromultimeros, y que en una misma célula
coexisten multiples 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, 1o
que indica que no ocurren cambios conformacionales de la
molécula en funcion del pH. La coaplicacion de amilorida
ocluye el efecto de thalassiolina B, 1o que sugiere que actuan
por medio de un mecanismo similar. El efecto de thalas-
siolina B no es dependientedel voltaje, lo cual indica que,
probablemente, no esta entrando en el potencial de campo
de la membrana. La thalassiolina B requiere ser preaplicada
para ejercer un efecto inhibidor consistente; ademas, solo es
capaz de bloquear parcialmente la corriente ASIC (alrededor
de 30% en las concentraciones mas altas), lo que sugiere que
no es un bloqueador del poro. Estudios futuros utilizando la
expresion heterologa de subunidades de ASIC podrian con-
tribuir a definir la selectividad y el mecanismo de accion de
thalassiolina B sobre estos canales.

CONCLUSIONES

Hasta donde sabemos, este es el primer informe de la
presencia de un inhibidor de canales ASIC extraido de una
planta marinay asociado a un compuesto fendlico iden-
tificado. En comparacion con otras sustancias naturales

de naturaleza peptidica con accion antinociceptiva, como
PcTx1y APETx2, la naturaleza no peptidica de thalassiolina B
puedeeofrecer una ventaja para futuras aplicaciones tera-
peuticas relacionadas con el control del dolor. Sin embargo,
estudios adicionales son todavia necesarios para determinar
su selectividad para subunidades ASIC especificas, y para
determinar su potencia, el tiempo requerido para alcanzar
niveles terapéuticos in vivo y su mecanismo de accion.
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El Laboratorio de Vendémica y Proteindmica Estructural desarrolla protocolos
protedmicos para caracterizar en detalle la composicion de los venenos de
serpientes ("vendmica") [1] y estudiar la eficacia, especificidad y paraespecificidad
de antivenenos ("antivenémica") [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 cientificos bdsicos, clinicos y de desarrollo

tecnoldgico de los campos de la vendmica y la toxinologia en la bisqueda, desde
el mundo académico, de soluciones al envenenamiento ofidico: "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 consecuciéon de esta iniciativa requiere la estrecha colaboracion entre
instituciones de paises afectados por la patologia y de las naciones
industrializadas. El éxito de la GSI estd vinculado al desarrollo de la
complementariedad entre aquellos que poseen la experiencia, y la visién de las

limitaciones locales, en el tratamiento de la enfermedad y de quienes tienen



acceso a las tecnologias “Omicas” necesarias para estudiar las bases moleculares
de la patologia e identificar dianas de intervencion terapéutica [3]. Nuestro
laboratorio trabaja en estrecha colaboracién 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 Vendmica y Proteinémica Estructural partimos de la premisa
de que el conocimiento detallado del proteoma de los venenos y sus efectos
patologicos son requisitos esenciales para identificar las toxinas responsables del
cuadro fisiopatolégico del envenenamiento. La aplicacion de la vendmica y

antivendmica al estudio de la composicion y entendimiento de las tendencias
evolutivas de los venenos, la identificacion de caracteristicas convergentes y
divergentes entre los diferentes clados del arbol filogenético de los ofidios, y el
perfil inmunolégico de los venenos de serpientes, proporcionan las claves para la
elaboracion de antidotos poliespecificos [4]. Asi, los estudios protedmicos han
evidenciado que los venenos de serpientes de los géneros Viperinae (ej. viboras
europeas, africanas y asidticas) y Crotalinae (ej. crétalos asidticos y serpientes de
cascabel americanas) estdn compuestos por diversas combinaciones de toxinas
pertenecientes a solo un pufiado de familias proteicas. La complejidad especifica
de cada veneno radica en el tipo y abundancia relativa de las toxinas que expresa.
Asimismo, las investigaciones vendmicas han puesto en evidencia la existencia
de variabilidad fenotipica (geografica y ontogenética) intra- e interespecifica en
la composicion de los venenos. La identificacion de variaciones intraespecificas
en los venenos de especies de relevancia médica es muy importante para el
reconocimiento de cuadros clinicos divergentes, asi como para la seleccion de las

mezclas de venenos mds adecuadas para la generacion de los correspondientes



antidotos. Por otra parte, la identificaciéon de patrones vendmicos convergentes
entre especies divergentes y el estudio de su grado de inmunogenicidad cruzada

pueden ampliar el rango de aplicacién terapéutica de antivenenos existentes.

Se atribuye al fisico Freeman Dyson la afirmacién de que las revoluciones
cientificas estin mds a menudo sustentadas por avances tecnoldgicos que por
nuevos conceptos. Las tecnologias “Omicas” de alto rendimiento han
revolucionado el panorama de la investigacion biolégica, y muchos laboratorios
dotados de estas tecnologias han cambiado el paradigma cldsico de hacer
investigacion basada en una hipdtesis a priori a una aproximacién libre de
hipétesis y basada en la interpretaciéon a posteriori del conjunto de datos
generado de forma masiva. Sydney Brenner denominaba ‘“cazadores” a los
primeros, “recolectores” a los segundos [5]. Los mds de 2.5 millones de seres
humanos afectados por las consecuencias del ofidismo merecen mds atencion de
la comunidad cientifica. Sin embargo, ninguna de las aproximaciones “émicas”
aisladamente es apropiada en la buisqueda de soluciones para esta patologia
desatendida. Un nuevo paradigma debe adoptarse. El nuevo paradigma debe estar
basado en un profundo conocimiento del sistema biolégico, cémo 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 ionizacidén para
moléculas termoldbiles y su andlisis mediante espectrometria de masas ha
revolucionado la investigacion de los sistemas biolégicos. En particular, la
fragmentaciéon de iones peptidicos, generados por proteolisis (utilizando
generalmente tripsina) de las proteinas de interés, permite su secuenciacion y, por
tanto, la identificacion de la proteina original. El PDF adjunto analiza las reglas

basicas de la interpretacion de espectros de masas [6]. El Tutorial de John Cottrell



es de lectura recomendada para iniciarse en la comprensién de las reglas de
fragmentacion de iones peptidicos y la interpretacion de los correspondientes espectros
MS/MS [7]. Tanto el PDF de este articulo como material suplementario en PowerPoint

estan  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 pricticas y recursos

didécticos sobre principios e interpretacion de espectros de masas.
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Informacién complementaria:

http://www.institutoroche.es/Biotecnologia nuevas_vias_hacia_la_medicina_personaliz
ada/V66.html
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Gracias a la tecnologia de puntay al cono-
cimiento cientifico de la protedbmica, en una
primera fase de estudio especialistas costa-
rricenses y espafoles caracterizaron la com-
posicion de los venenos de las principales
serpientes del pais y comprobaron la calidad
y eficacia del suero antiofidico polivalente
como neutralizador de los venenos de ser-
pientes en la region.

Clodomiro Picado (ICP) de la Universidad de Costa Rica
(UCR) hacia toda Centroamérica y la parte norte de
Suramérica: Colombia, Venezuela y Perd.

Este es uno de los resultados de la valiosa alianza que
mantiene este instituto, con el Laboratorio de Proteinémica
Estructural del Instituto de Biomedicina de Valencia, Espafia.

Segln explicé el Dr. José Maria Gutiérrez Gutiérrez, sub-
director del ICP, la proteémica es un nuevo campo de trabajo,
que emplea técnicas moleculares de punta, solo que dirigidas
especificamente hacia las proteinas que conforman cualquier
sustancia bioldgica, fluido, secrecién, sangre, venenos, etc.

Ese antiveneno lo produce y distribuye el Instituto

El Dr. Julidn Fernandez, joven investigador del Instituto Clodomiro
Picado, realiza estudios de la protedmica de los venenos de serpientes

(foto Omar Mena).

Venenos y antivenenos
-_de serpientes- -

Profundlzan conacimientos con nuevas tecnologm;

' Lidiette Guerrero Portllla <I|d|ette guerrero@ugr.ac.cr>

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

La relacién se inicié como una opcién de intercambio acadé-
mico en el 2007, por medio de la cual especialistas nacionales y
espafioles realizan visitas e intercambian conocimientos tedrico-
préacticos, efectlian investigaciones conjuntas y han logrado tan-
to éxito que emprenderan nuevas iniciativas por dos afios mas.

“En el Instituto desde hace muchos afios venimos traba-
jando para conocer la composicién de los venenos, con la idea
de purificar toxinas para comprender su estructura quimica y
mejorar los antivenenos que se producen. Por ejemplo, se pu-
rificaron miotoxinas que producen necrosis o muerte muscular,
toxinas hemorragicas que ocasionan sangrado, otras que afec-
tan la coagulacién, pero nunca habiamos tenido la oportunidad
de hacer un anélisis global de los venenos en todos sus com-
ponentes, que es lo que permite la proteémica”, afirmé el Dr.
Gutiérrez.

Segln indic6, los venenos son fluidos muy complejos, com-
puestos de cientos de proteinas diferentes, las cuales con esas
nuevas técnicas fueron identificadas en la proporcién exacta
en que se encuentran en cada uno de los venenos estudiados;
y luego ampliaron el analisis hacia los antivenenos, con la idea
de conocer la neutralizaciéon que producen.

Los resultados son tan positivos que incluso los llevé a acufiar
dos nuevos conceptos cientificos, como son el de la venémica,
para el estudio de los venenos empleando la protedémica, y el de
antivendmica, para el estudio de la reactividad o neutralizacién
de los antivenenos hacia los venenos, empleando la protedmica.

La informacién que ofrecen los estudios de antivenémica
es fundamental para Gutiérrez, “porque somos productores y
desarrolladores de antivenenos o sueros antiofidicos, y esto nos
permite saber con un detalle muy fino contra cuales de los com-
ponentes de los venenos estan reaccionando los antivenenos”.

Valiosos resultados

La experiencia de intercambio se inicié con la visita de
la Dra. Yamileth Angulo, directora del ICP, al Instituto de
Biomedicina de Valencia, donde investigd los venenos de las

- —
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(Foto Dennis Castro Incera)

serpientes cominmente llamadas mano de piedra. Luego la
sigui6 el Dr. Bruno Lomonte, quien se dedicé a estudiar dos
serpientes arboricolas, como son la lora y la bocaraca.

Asimismo, los doctores Alberto Alape, Marieta Flores-Diaz
y Mahmood Sasa se dedicaron a realizar el anélisis de la pro-
tedmica de la serpiente terciopelo, una de las que causa mas
accidentes ofidicos en Costa Rica.

Por su parte, las doctoras Alexandra Rucavado y Teresa
Escalante, junto con el Dr. Julidn Fernandez, trabajan en el
analisis del veneno de dos serpientes importantes de las islas
caribefias Martinica y Santa Lucia, que llaman la atencién 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 cientifica ademas se ha nutrido con las visitas al
Instituto Clodomiro Picado del Dr. Calvete y de las doctoras Libia
Sanz y Paula Juarez, para conocer de cerca el trabajo cientifico
y de produccion 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 vinculo se han publicado cin-
co articulos cientificos en el Journal of Proteome Research, una
de las mas prestigiosas revistas cientificas internacionales en el
tema de la protedmica, y esperan publicar otros estudios.

Ademas, con el conocimiento acumulado y el equipo disponi-
ble, en el Instituto Clodomiro Picado estan desarrollando pruebas
de antivenémica con la plataforma metodolégica que aprendieron
en Espafia y con los métodos adaptados en Costa Rica.

Las pruebas de venémica solo se pueden realizar parcial-
mente en el pais, 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 proteémica en ese
Instituto, que le permita seguir profundizando en este campoy ofrez-
ca servicios a otros cientificos costarricenses que lo necesiten.

El trabajo de colaboracién continuara, pues el objetivo de
la nueva etapa es completar el estudio de los venenos de ser-
pientes del pais y hacer los estudios de la antivenémica corres-
pondientes, con el financiamiento otorgado por la Vicerrectoria
de Investigacion de la UCR, la Fundacién CRUSA y el Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas de Espafa(CSIC).

Crisol— 1



FIGURA ADAPTADA DE THE GLOBAL BURDEN OF SNAKEBITE: A LITERATURE ANALYSIS AND MODELING BASED ON REGIONAL ESTIMATES OF ENVENOMING AND DEATHS.

A. KASTURIRATNE ET AL, PLoS MED. 5, E218; 2008.

Envenenamiento por mordedura de serpiente

La protedmica facilita el desarrollo de tratamientos para el ofidismo, una patologia desatendida

Las primeras serpientes ya campaban
a sus anchas por nuestro planeta
cuando los mamiferos apenas empeza-
ban a esbozarse. Las serpientes evolu-
cionaron a partir de un ancestro co-
mun a los lagartos durante el tiempo
de los grandes dinosaurios, en el pe-
riodo Creticico (hace unos 130 millo-
nes de anos); sin embargo, hasta hace
unos 36 millones de afos no aparecie-
ron los primeros coltbridos. La radia-
cién de los coltbridos coincide con el
advenimiento y diversificacién de los
roedores, mamiferos 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 ha-
bitats terrestres y acudticos, desde el mar
hasta los desiertos, en todos los conti-
nentes, a excepcion de la Antdrtida.

Las serpientes de mayor tamafo y
fuerza (pitones, boas y anacondas) uti-
lizan para alimentarse una estrategia
mecdnica: atrapan a la presa entre sus
anillos constrictores impidiéndole la res-
piracién hasta que muere por asfixia. Las
serpientes mds pequefnas (viboras, ser-
pientes de cascabel, cobras), en cambio,
han desarrollado otra arma evolutiva mds
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refinada: el veneno. El veneno de las es-
pecies actuales de serpientes ponzofiosas
se origin en etapas tempranas de la his-
toria evolutiva de lagartos y serpientes
por reclutamiento y transformacién, me-
diante evolucién acelerada, de proteinas
comunes.

Ofidismo
Los venenos de los vipéridos (subfami-
lias Viperinae y Crotalinae) poseen un
arsenal de proteinas con capacidad de
degradar la matriz extracelular y obstruir
la cascada de coagulacidn, el sistema he-
mostético y la reparacién tisular. Las ma-
nifestaciones clinicas del envenenamien-
to por vipéridos y crotdlidos pueden ser
locales o sistémicas. Los efectos locales
se presentan minutos después de la in-
yeccién del veneno: incluyen dolor, ede-
ma, equimosis y hemorragia local; en
numerosos casos cursan con necrosis del
drea que rodea la mordedura. Entre los
efectos sistémicos se observan alteracio-
nes en la coagulacién sanguinea y epi-
sodios hemorrdgicos alejados del sitio de
inyeccién del veneno, miotoxicidad, fa-
llo renal agudo e insuficiencia cardiaca,
entre otras.

Unas 640 especies de ofidios son ve-
nenosas; de éstas, sélo una fraccién re-

1. Incidencia del envenenamiento por mordedura de serpiente.
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ducida representa un peligro serio para
nuestra especie. La mayorfa de los acci-
dentes por mordedura de serpiente
ocurren en regiones pobres de paises tro-
picales de Centroamérica y Sudamérica,
Africa subsahariana y Asia; afectan sobre
todo a trabajadores y nifos de zonas ru-
rales. Segtin la OMS ocurren anualmen-
te 5,4 millones de accidentes ofidicos. De
éstos, 2,7 millones producen envenena-
miento y dan lugar a méds de 125.000
muertes al afilo y a un niimero mayor de
personas con lesiones permanentes. Es-
tas cifras hospitalarias podrian estar
subestimando la realidad, puesto que nu-
merosas victimas acuden a curanderos lo-
cales o fallecen en su casa sin haber pa-
sado por un centro de salud.

Tratamientos: de la inmunologia

a la proteémica

La tnica terapia eficaz contra un enve-
nenamiento por mordedura de serpien-
te es la administracién parenteral de un
antiveneno. Los sueros antiofidicos se
obtienen mediante la inmunizacién de
équidos y camélidos con dosis subleta-
les de veneno completo. La fraccién de
inmunoglobulinas purificadas constituye
el correspondiente antiveneno. La admi-
nistracién de proteinas extrafas puede
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producir en el organismo reacciones ad-
versas, incluida la muerte por shock ana-
filictico. Por otra parte, la produccién
de antivenenos tradicionales o de corte
biotecnoldgico resulta cara para los sis-
temas sanitarios de numerosos paises
donde el ofidismo constituye un grave
problema de salud publica. Al no ser un
negocio rentable, algunas empresas far-
macéuticas multinacionales han dejado
de fabricar antivenenos.

Para tratar de paliar el ofidismo, en
nuestro laboratorio de proteinémica es-
tructural hemos desarrollado protocolos
basados en técnicas protedmicas que nos
permiten determinar la composicién pro-
tefnica (proteoma) y la abundancia rela-
tiva de las familias de toxinas en un ve-
neno (“venémica”). Este conocimiento
resulta esencial a la hora de escoger la
mezcla idénea de venenos para lograr un
antiveneno polivalente del mds amplio
espectro posible.

La evolucién juega a nuestro favor.
Nuestros estudios venédmicos muestran
que, a pesar de la aparente complejidad
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2. Serpientes de interés médico en Norteamérica (Crotalus atrox), Centroamérica (Bothrops
asper) y Sudamérica (Bothrops atrox y Crotalus durissus terrificus).

de los venenos, éstos constan de un nd-
mero restringido de familias proteicas
cuya distribucién y abundancia relativa
varfan ampliamente entre géneros, espe-
cies y subespecies.

Los estudios sobre inmunorreactividad
cruzada de antivenenos existentes y vene-
nos de serpientes no incluidas en el cdctel
de inmunizacién (“antivenédmica”) demues-
tran una gran conservaciéon de determi-
nantes antigénicos (epitopos) intraespeci-
ficos e interespecificos en todas las familias
de toxinas. Ello permite reducir el proble-
ma de la generacién de un antiveneno de
amplio espectro a la formulacién de una
mezcla de venenos que incluya el comple-
mento de epitopos necesarios para gene-
rar anticuerpos que bloqueen la accién t6xi-
ca de todas las familias proteicas presentes
en el veneno diana.

El veneno constituye una innovacién
adaptativa. Su composicién estd modu-
lada por las condiciones ecolégicas a tra-

vés de la seleccién natural. La adapta-
cién al medio conlleva divergencias
(especies taxondémicamente cercanas de-
sarrollan formulaciones vendmicas dis-
tintas) y convergencias (especies lejanas
producen venenos de accién toxica simi-
lar) en la composicién del armamento
quimico de los animales venenosos.
Dado que la filogenia no refleja el
grado de similitud composicional de los
venenos, la taxonomia no constituye una
herramienta fiable para establecer una
clasificacién molecular o funcional. El
fenotipado por combinacién de técnicas
cromatograficas y espectrométricas estd
resultando una estrategia adecuada para
la identificacién y cuantificacién de las
toxinas mayoritarias en los venenos. Ve-
ndémica, antivenémica y fenotipado ve-
ndémico constituyen las herramientas que
aporta la protedmica para hacer frente
al envenenamiento por mordedura de
serpiente, una patologfa desatendida.
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FOTOS REPRODUCIDAS CON PERMISO DE SUS PROPIETARIOS LEGALES: NATURAL TOXINS (HTTP://NTRC.TAMUK.EDU) (C. atrox), MAHMOOD SASA, INSTITUTO CLODOMIRO PICADO, SAN JOSE DE COSTA

RICA (B. asper), ALEJANDRO RAMIREZ, UNIVERSIDAD DE MEDELLIN, COLOMBIA, (B. atrox), RODOLFO CAPDEVIELLE (HTTP://WWW.SERPIENTES-SNAKES.COM.AR) (C.durissus terrificus)



3. Mediante electroforesis, espectrometria de masas

y otras técnicas, se ha obtenido la composicion 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 agregacion plaquetaria), fosfolipasas A,
(PLA,), L-aminoacido oxidasa (LAO), C-lectinas, pépti-

dos vasoactivos y proteinas secretoras ricas en cisteina
(CRISP). Este cdctel de toxinas explica los efectos citotoxi-
cos, miotoéxicos, hemotoxicos y hemorragicos que suele

causar el envenenamiento por Crotalus atrox.

El veneno de Crotalus atrox

Las serpientes de cascabel poseen en la
punta de la cola unos caracteristicos ani-
llos éseos sonoros, de ahf su otro nom-
bre, crétalos. Pertenecen al género Cro-
talus. Este clado se originé durante el
Mioceno, hace unos 20 millones de
afnos, en la Sierra Madre Occidental de
la meseta mexicana; su dispersién hacia
el norte y el sur ha originado las 34 es-
pecies de crétalos que medran en Amé-
rica, desde el sudeste de Canad4 al nor-
te de Argentina (el lector hallard un
inventario actualizado de serpientes en
htep://www.reptile-database.org). Sus
mordeduras son tremendamente dolo-
rosas; pueden resultar letales para un
humano si no se le administra el anti-
doto adecuado.

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

SVMP

20 miligramos
por kilo. Causa
un gran nimero
de muertes huma-
nas al ano, lo que
la convierte en la ser-
piente mds peligrosa de
Estados Unidos.
Mediante técnicas protedmicas, qui-
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 protei-
nas: el 70 por ciento corresponde a me-
taloproteasas dependientes del catién zinc
(Zn*) y endoproteasas del grupo de las
serinoproteasas. Estas toxinas degradan
la matriz extracelular y afectan al siste-
ma hemostdtico. Encontramos también
inhibidores de la agregacién plaqueta-
ria (disintegrinas), miotoxinas (fosfolipa-
sas A2), L-aminodcido oxidasa, C-lecti-
nas y péptidos vasoactivos. Ello explica
en gran medida los efectos citotdxicos,
miotéxicos, hemotdxicos y hemorrdgi-

Calidad del aire urbano

No contaminan sélo los motores. También las obras y el desgaste de frenos,

neumdticos y firme de rodadura

a Comision Europea publicé en 2008

la Directiva de Calidad del Aire y
Aire Limpio para Europa (2008/50/CE),
donde se fijan valores limite (VL) de ex-
posicién de la poblacién —predominan-
te en zonas urbanas— para contaminan-
tes atmosféricos. Entre éstos destacan por
su dificultad de cumplimiento los VL de
diéxido de nitrégeno (NO,) y de parti-
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culas respirables PM,, y PM, 5 (que in-
dica la masa de material particulado, PM,
de didmetro inferior al niumero, en mi-
crometros, indicado en el subindice). Sin
olvidarse del ozono (O;) troposférico,
con grandes zonas de incumplimiento
normativo fuera de las ciudades. La di-
rectiva supone un reto politico, ambien-
tal, técnico e incluso cientifico.

PEROXIREDOXINA

GLUTAMINIL CICLASA —~—

INHIBIDORES DE SVMP

_

PEPTIDOS VASOACTIVOS

DESINTEGRINAS

CRISP

C-LECTINAS

LAO

cos tipicos del envenenamiento por Cro-
talus atrox.

Esta investigaciéon se enmarca en un
proyecto mds amplio que se propone de-
sentranar las bases moleculares de la evo-
lucién de los venenos del género Crota-
lus. La elucidacién de la composicién y
mecanismos de diversificacién adaptati-
va de estos venenos facilitard la obten-
cién de un suero anticrotdlico paname-
ricano que neutralice todos los venenos
del género. La produccién de antivene-
nos de amplio espectro ofrece ademds
una estrategia para abaratar costes y op-
timizar los recursos terapéuticos.

Juan J. Calvete
Laboratorio de Proteinémica Estructural
Instituto de Biomedicina de Valencia

Un parque movil creciente

En la mayoria de los casos, la superacién
de los valores limite de NO, y PM,, o
PM, 5 se producen en 4reas préximas al
trdfico rodado. El parque automovilisti-
co ha crecido de forma notable en los
tltimos decenios, sin limitaciones de ac-
ceso a las zonas urbanas. “Hay que acon-
dicionar la ciudad para el automévil”,

11

SERINOPROTEASAS
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Consideraciones sobre la interpretacion de espectros de masas: s6lo es cuestion

de aplicar un par de reglas generales y matematicas elementales

Juan J. Calvete

Laboratorio de Proteindmica Estructural, Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC, Jaime Roig 11, 46010

Valencia. Email: jcalvete@ibv.csic.es

Resumen

La identidad de todo compuesto esta definida en su estructura quimica. La espectro-
metria de masas es una potente herramienta para investigar la estructura de los compuestos
quimicos, incluidas la masa y la ordenacion secuencial de sus elementos constituyentes. Sin
embargo, los analizadores de masas solo pueden detectar iones. Las particulas neutras, sean
moléculas o radicales, representan materia oscura para el analizador de masas y son elimi-
nadas por el sistema de vacio del espectrometro de masas. Los iones son particulas cargadas
y, por tanto, su posicion en el espacio puede ser manipulada mediante campos eléctricos
y magnéticos. Conceptualmente, pues, un espectrometro de masas puede considerarse un
manipulador de iones. La interpretacion del espectro de masas es la clave para la asignacion
estructural del correspondiente i6n. Y, por complicado que pudiera parecer, interpretar es-
pectros de masas es una cuestion sencilla: sdlo se requiere aplicar rigurosamente unas pocas
reglas generales derivadas de los procesos de ionizacion y fragmentacion de los analitos y

un nivel de céalculo de matematicas elementales. De eso trata esta revision.

1. Brevisima historia del nacimiento de la
espectrometria de masas

Durante la ultima década del siglo XIX, el cien-
tifico britanico Joseph John Thomson (1856-1940)
realizd una serie de experimentos con rayos catddi-
cos que condujeron al descubrimiento del electron
[1]. Utilizando un tubo de rayos catddicos en alto
vacio, Thomson demostro que los rayos podian de-
flectarse bajo la influencia de un campo magnético
o eléctrico y que la carga negativa era una propiedad
intrinseca de dichos rayos. En 1897, Thomson deter-
mino que la relacién m/z de los rayos catddicos era
mas de mil veces menor que la del idn H* (hoy sabe-
mos que un protdn es unas 1836 veces mas masivo
que un electrdn), sugiriendo que se trataba de parti-
culas muy pequefias o altamente cargadas [1]. Esta
revolucionaria conclusion implicaba que los rayos
catddicos estaban constituidos por particulas suba-
tomicas emitidas por los atomos del electrodo, a las
que Thomson denomind “corptisculos”, y que - por
tanto- los atomos (del griego ~rouov, indivisible) no
eran las entidades elementales de la materia postula-
das por la escuela atomista en la Antigua Grecia. Los

corpusculos descubiertos por Thomson resultaron
ser electrones, término acufiado en 1891 por el fisico
irlandés George Johnstone Stoney (1826-1911) para
“la unidad fundamental de carga eléctrica”.

En 1913, en el marco de sus investigaciones
sobre rayos anddicos, Thomson midié la influencia
de campos eléctrico y magnético sobre un haz de
nedn ionizado, observando su descomposicion en
dos parabolas de defleccion. Thomson concluyo
que el nedn esta compuesto por una mezcla de dos
isotopos de masas atdmicas 20 y 22. Esta observa-
cién represento la primera evidencia de la existencia
de isotopos de un elemento estable. La separacion
de los isotopos del nedn se considera el experimento
que supuso el nacimiento de la espectrometria de
masas, aunque la técnica, como método analitico
capaz de determinar la composicion isotopica de
los elementos, fué posteriormente desarrollada por
Arthur Jeffrey Dempster y Francis William Aston
[2] entre 1918 y 1919. Thomson (Premio Nobel de
Fisica de 1906), Demster, y Aston (Premio Nobel de
Quimica de 1922) son considerados los fundadores
de la espectrometria de masas moderna [3].
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2. Unidades de m/z y el defecto de masa
atomica

Aunque resulte paraddjico, los analizadores (es-
pectrometros) de masas no miden la masa sino la
relacion masa/carga (m/z) de compuestos ionizados,
siendo “m” la masa molecular del compuesto y “z”
un multiplo de la carga elemental (e) del electron.
La relacion m/z es adimensional al estar basada en
la escala de Unidades Atdémicas (UA) de Hartree
(http://en.wikipedia.org/wiki/Atomic_unit) desde
que en 1961 la IUPAC adoptd como unidad de masa
atémica (uma) la doceava parte de la masa del 2C,
el isotopo natural mas abundante del carbono, como
base para asignar la masa atomica relativa de todos
los demas elementos quimicos. De acuerdo a esta
convencion, la masa de 1 atomo de '*C es 12 uma.
También por definicion, la unidad de carga eléctrica,
e, en la escala UA es exactamente igual a 1.

La denominacidon mas frecuentemente utilizada
para la unidad de masa atomica (uma) es el “Dalton”
(Da), término acufiado en honor de John Dalton
(1766-1844), quimico y fisico britanico, quién en
1803 formuld la Ley de las Proporciones Multiples
que postula que los pesos de dos elementos siempre
se combinan entre si en proporciones de nimeros
enteros pequefios. En ese mismo afio Dalton publi-
c6 su primera lista de pesos atomicos y simbolos, y
en 1808 expuso la teoria atdmica en la que se basa
la fisica moderna. 1 Da se corresponde aproxima-
damente con la masa de un proton (o un atomo
de Hidrogeno, 'H). En honor del descubridor del
electron y fundador de la espectrometria de masas,
Cooks y Rockwook propusieron en 1991 el Thom-
son (Th) como unidad de m/z [4]. 1 Th equivale a 1
Da/e y, por tanto, para iones monocargados, y solo
en este caso, la masa en Da de un i6n coincide con
su relacion m/z.

1 gramo equivale a la masa 1 mol (N, ) de uni-
dades de masa atomica. Asi pues, un mol de a&tomos
de "C tiene una masa de 12 gy, por tanto, el valor
de 1 uma en unidades del SI se obtiene mediante
la formula 12 g/(12N,) = 1/ (6,02214199 x 10*) =
1,66053873 x 10?7 kg. Un atomo de '*C esta forma-
do por 6 protones, 6 neutrones y 6 electrones. Las
masas experimentales en reposo del proton (mp),
neutrén (m ) y electrén (m ) son 1,67265 x 10*" kg
(1,0072935 u.m.a), 1,67495 x 10" kg (1,0086786
uma)y 9,10938215 x 107*! kg (0,0005485799 uma),
respectivamente. La masa atomica asignada al >C
(masig, 12,0000) es menor que su masa atdmica cal-
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culada (m_, ) a partir de su composicion subatomica,
incluso tomando en consideracion el efecto relati-
vista de pérdida de masa debido a la energia (E =
mc?) liberada en la formacién del nucleo atémico.

El defecto de masa (m, ) se calcula mediante la
ecuacion: m, =m_ . -m_ = 12,0000 - (1,0072935
n + 1,0086786 n + 0,0005485799 n) = -0,0958
uma, siendo n,n yn el numero de protones, neu-
trones y electrones constituyentes del atomo. Por
convencion, en la escala de UA el defecto de masa
del °C se cancela aproximando las masas del proton
y del neutrén a 1 uma [5]. De esta manera la masa
atomica del *C (12 uma) coincide con su nimero
masico (6p + 6n). Las masas de todos los demas
atomos calculadas en relacién a la masa del >C
se desvian, por exceso o defecto, de su numero de
nucleones. En el caso de los atomos mas abundan-
tes en las biomoléculas la desviacion entre masa
atdbmica y nimero masico es: “N, +0.00307 uma;
190, -0.00509 uma; 'H, +0.007825 uma; 3'P, 0,02624
uma; S, 0,02793 uma (Tabla). Aunque pequeiias,
estas diferencias deben tenerse en cuenta a la hora
de comparar masas experimentales determinadas
por espectrometria de masas con valores teoricos
calculados sumando las masas atomicas de los ato-
mos constituyentes del i6n. Ademas, la comparacion
entre masa experimental y tedrica so6lo tiene sentido
si ambas magnitudes estan expresadas en las mismas
unidades, que en el caso que nos ocupa son unidades
de masa atomica relativas a la del '2C.

3. Iones quasimoleculares

El calculo de la masa molecular de un com-
puesto a partir de su espectro de masas requiere
también un entendimiento del proceso de ionizacion
(¢resulto alterada la composicion y/o la ordenacion
atomica del compuesto al ionizarse?), asi como la
determinacién de la carga (z) del correspondiente
ion. En el caso de moléculas bioldgicas, las técnicas
de ionizacion mas utilizadas son la electronebuli-
zacion (electrospray, ESI) [6] y la desorcidén por
radiacion laser asistida por una matriz (MALDI,
matrix-assisted laser-desorption ionization) [7,8].
ESI y MALDI se engloban en el conjunto de técni-
cas de ionizacion “suave” (soft ionization) caracteri-
zados por producir iones de analitos intactos que no
muestran una tendencia significativa a fragmentarse
espontaneamente. Una descripcion pormenorizada
de los principios operacionales de estas técnicas
excede los objetivos de este articulo. Baste men-
cionar aqui que tanto ESI como MALDI producen
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iones quasimoleculares (M+nH)"" y (M-nH)™ por
captacion o pérdida de protones [9]. La deteccion
de iones quasimoleculares positivos o negativos esta
en funcion de la polaridad de medida del analizador
de masa seleccionada por el operario, y el numero
de protones (nH") captados o cedidos por el ana-
lito depende tanto de la estructura del compuesto
como de las condiciones de ionizacion empleado.
La tendencia de un compuesto (Y) por generar iones
protonados es proporcional a su basicidad relativa
(AG,) en la fase gaseosa, considerando la basicidad
en el sentido empleado por Lewis-Brensted, como
una medida de la tendencia del i6n a captar un pro-
ton. En el equilibrio XH* + Y <= X + YH' (donde
XH" representa un donante de protones, como es
el solvente en ESI y la matriz en MALDI), AG =
-RT In ([X] [YH'])/([Y] [XH']). Por tanto, las con-
diciones experimentales para producir iones proto-
nados mediante ESI o MALDI deben ajustarse para
favorecer el desplazamiento del equilibrio hacia la
derecha. MALDI tiende a producir iones monocar-
gados mientras que ESI genera series de iones mul-
ticargados. Mas adelante veremos como esta tltima
circunstancia posibilita la determinacion de la masa
de macromoléculas en instrumentos cuyo rango de
medida de m/z (< 4000) es muy inferior a la masa
molecular del analito.

En experimentos con mezclas se observa fre-
cuentemente el fendomeno de supresion de la ioni-
zacion de compuestos de baja basicidad relativa
por aquellos de mas alta AG, Conviene recordar
este hecho pues un espectro de masas refleja la in-
tensidad relativa de los iones detectados, qué no
tiene por qué equivaler a “la abundancia relativa
de los compuestos en la muestra analizada”. En
el caso de polipéptidos, los protones se adicionan
a sitios de alta basicidad (grupos amino terminal,
e-amino de lisinas, guanidino de argininas, e imi-
dazol de histidinas), o se liberan de grupos acidos
(aspartico, glutamico, grupo fenol de la tirosina,
fosforico, etc.), generandose, en ambos casos los
iones quasimoleculares M+H* y M-H-, respectiva-
mente. La masa molecular (M) de estos iones puede
calcularse a partir de las ecuaciones M = [(m/z) X
z] - nm,;" 6 M = [(m/z) x z] + nm’, dependiendo
de que la medida de m/z se haya realizado en modo
positivo o negativo, respectivamente, y donde nm,;*
es la masa de los protones captados o cedidos en la
ionizacion. Pero no nos adelantemos, porque antes
de pasar a describir como se deduce una masa mo-
lecular a partir de un espectro de masas debemos
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hacernos la siguiente pregunta: ;cada compuesto
quimico tiene una masa molecular tnica? En otras
palabras, ;como se calcula la masa molecular de
un compuesto a partir de su formula quimica? La
respuesta inmediata es “sumando las masas de todos
los atomos de la estructura”, y ahi es donde reside el
quid de la cuestion: ;qué valores de masa atomica
debemos considerar? Para responder a esta pregunta
retrocedamos a los origenes de la materia...

4. Isétopos y distribucion de masa molecular

La nucleosintesis ocurrid en los primeros tres
minutos despues del Big Bang cuando el Universo
en expansion se hubo enfriado lo suficiente como
para formar protones y neutrones estables [10,11].
La nucleosintesis del Big Bang es responsable de las
relaciones de abundancia de los elementos mas li-
geros que el Berilio, 'H, *H, *He, “He, y "Li. El resto
de los elementos de la tabla periddica se sintetizaron
posteriormente mediante procesos de nucleosintesis
estelar, mediante el ciclo del carbono-nitrégeno-
oxigeno (CNO) propuesto en 1938 por Hans Bethe
[12] y cuyas ecuaciones mas basicas son:

‘He + *He < *Be
Be +*He <> *C +y
2C +*He — %O +y
2C + H—"N +y
BN-BC+er+v,
BC+'H-"N+y
HN + TH-50 +y
PO—-"N+e +v,

ISN + ]H_)IZC + 4He

Las reacciones de nucleosintesis por fusién nu-
clear en estrellas de masa menor a 1.4 masas solares
(limite de Chandrasekhar) solo producen elementos
hasta el °Fe, el nicleo atomico mas estable; los
elementos mas pesados se producen por procesos
de captura neutrdnica en estrellas mas masivas. Una
consecuencia de la nucleosintesis estelar es la exis-
tencia de isotopos. Nombrados a partir del griego
isos, mismo, y topos, lugar, debido a que ocu-
pan el mismo lugar en la Tabla Periddica de los
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Elementos, los isotopos son atomos que tienen
el mismo niimero atémico (nmimero de protones en
el nucleo), pero diferente nimero masico (suma del
numero de neutrones y el de protones en el nticleo).
Difieren pues en el nimero de neutrones, por lo que
los isétopos tienen el mismo nimero de electrones
(y carga eléctrica) y, por tanto, difieren en masa pero
poseen las mismas propiedades quimicas.

Exceptuando los elementos radiactivos, la com-
posicion isotdpica de los atomos que se encuen-
tran en la naturaleza es esencialmente constante (al
menos desde que sabemos como determinarla). La
siguiente Tabla muestra los is6topos estables de los
principales atomos que forman las estructuras cova-
lentes de toda la materia bioldgica conocida [13]:

Elemento Isétopo Abundancia (%) Masa atémica (uma)

Hidrogeno 'H 99,9885 1,007825
H 0,0115 2,014101
Carbono  2C 98,93 12,00000
13C 1,07 13,00335
Nitrégeno N 99,632 14,00307
5N 0,368 15,00010
Oxigeno  '°O 99,757 15,99491
70 0,038 16,99491
30 0,205 17,99716
Fosforo 3P 100 30,97376
Azifre 328 95,02 31,97207
S 0,75 32,97145
S 421 33,96786
36S 0,02 35,96708

Las masas atomicas de los atomos de elementos
di- o poliisotopicos de la Tabla Periddica (http://
tablaplus.awardspace.com/Tabla.html) se calculan
como la media ponderada de las masas de sus distin-
tos isotopos teniendo en cuenta la abundancia rela-
tiva de cada uno de ellos. Consideremos el carbono
como ejemplo. Este elemento consta de dos isdtopos
estables (Tabla): '2C (abundancia relativa, 98,93%)
y BC (1,07%). La suma ponderada de las masas de
cada isotopo da: (0,9893 x 12,000) + (0,0107 x 13,
0035) =12,0107 uma.
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La composicion quimica de toda la materia de
nuestro planeta refleja las relaciones de abundancia
de los atomos de la nube primigenia de polvo y gas
expulsada al espacio en explosiones de Supernova
y que constituy6 la materia prima a partir de la cual
se formo el Sistema Solar. Ello implica que, por
ejemplo, por término medio, de cada 100.000 ato-
mos de carbono 1070 son "*C. Igualmente, existen,
respectivamente, 11,5 atomos de *H y 368 de SN
en cada 100.000 atomos de hidrégeno y nitrogeno.
Esta circunstancia equivale a decir que las molécu-
las no poseen una masa molecular unica sino una
distribucion de masas. En el caso de moléculas que,
como las proteinas y otras macromoléculas biologi-
cas, estan constituidas por elementos cuyos is6topos
mas abundantes son los de menor masa atémica
(Tabla), el primer pico (M) de la distribucion isoto-
pica corresponde al i6n monoisotdpico. Este ion es
unico en la distribucion isotdpica al ser una especie
homogénea constituida por los is6topos, 'H, 12C, “N
y 190, 2§, etc. Todos los demas picos corresponden
a poblaciones heterogéneas de iones que contienen
combinaciones de isdtopos sucesivamente mas pe-
sados. Por ejemplo, el pico M+1 (segundo pico o
pico del primer isotopo) corresponde a iones que
contienen un *C o un N o un *S etc. y, por tanto,
aproximadamente una unidad de masa mas que el
monoisotopico; los iones M+2 (pico del segundo
isotopo) poseen 2 BC 62 "N 6 1 180, 6 (1 BC + 1
BN) 6 (1 BC + 1 38, etc..) y son aproximadamente
2 unidades de masa atomica (uma) mas pesados que
M; y los iones M+3, ... M+n poseen, sucesivamente,
masas que exceden desde ~ 3 hasta “n” uma a la
masa del i6n monoisotdpico. Es importante insistir
en el caracter aproximado de los calculos anteriores,
dado que la diferencia de masa entre isdtopos con-
secutivos de diferentes atomos no es exactamente
igual a 1 uma, ni siquiera es la misma para todos los
atomos poliisotopicos: *C - 2C = 1,00335 uma;
BN - YN = 0,99703 uma; *H - 'H = 1,006276 uma,
etc. (Tabla). De hecho, en analizadores de masa de
muy alta resolucion los picos M+1, M+2, etc. llegan
a desdoblarse en los iones correspondientes a los
isotopos de los diferentes atomos constituyentes'.

! Por esta razdn se utilizan las masas de iones monoisotdpicos
de péptidos tripticos para identificar proteinas mediante ex-
perimentos de huella peptidica (peptide mass fingerprinting,
PMEF). La especificidad de este método, desarrollado en 1993
independientemente por varios grupos de investigacion [16-20],
depende criticamente de la exactitud de las masas utilizados
para interrogar al banco de datos de referencia. El ion monoiso-
topico es la iinica especie cuya masa esta perfectamente definida
por su composicion atdmica y, por tanto, su medida conlleva
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Una consecuencia de la disparidad de incrementos
de masa entre los isdtopos consecutivos de diferen-
tes atomos es que compuestos de formulas empiri-
cas diferentes también difieren en su masa exacta.
En otras palabras: la masa, medida con suficiente
exactitud, es una caracteristica unica y discrimina-
toria de compuestos no isoméricos.
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Figura 1. Simulacion por deconvolucion con ChemCalc
(http://www.chemcalc.org) de las distribuciones isotopi-
cas de (4) un nonapéptido (M, ., 1018.5 Da) de formula
empirica C,H N, O,S, (B) un polipéptido de ~ 4.5 kDa
de masa molecular y formula C, H, N O.S, (C) una
proteina de ~7 kDa (C, H, N, O, S, )y (D) una proteina
de masa molecular monoisotépica 16.681,6 Da y formula
C,,;H,,,N,,0,,S. Se aprecia claramente el corrimiento hacia
la derecha de la intensidad relativa de los picos isotopicos
a medida que aumenta la masa molecular. En A-D, el ion

monoisotdpico esta sefialado con un asterisco.

La abundancia relativa de los picos de la distri-
bucion isotopica de una molécula puede calcularse
a partir de su formula quimica mediante el desa-
rrollo en sumandos de un polinomio del tipo (a, +
a,+a, +.)%(b, +b,+b,+.)" (c,+c,+c, +..)
% ..., representando las series “n +n, +n,+..” la
abundancia relativa de los isotopos del elemento
“n” y los exponentes X, Y, Z, etc. el nimero de
atomos del correspondiente elemento en la féormula
[14,15]. La distribucion isotopica de un péptido
sencillo como es el glucagén, de 29 residuos, cuya

formula es C H,, N O, S, contiene un enorme

la minima dispersion respecto a los demas picos iénicos de la
distribucion isotdpica.
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namero de términos: (0,9889 +0,0107)!%(0,999885
+ 0,000115)** (0,99632 + 0,00368)* (0,99757 +
0,00038 + 0,00204)% (0,9502 + 0,0075 + 0,0421 +
0,0002), que hace su calculo inviable manualmente.
Existen, no obstante, sencillos programas de ordena-
dor para computar por deconvolucion matematica la
distribucion isotdpica tedrica a partir de la formula
empirica (ej. http://www.chemcalc.org/).

Es mucho mas sencillo calcular la altura relativa
de los picos isotdpicos. Asi, el cociente (M+1)/M
= X(%I x nE)/(100 - %I), siendo %l la abundancia
relativa del elemento E y nE el nimero de atomos
de ese elemento en la molécula. Para el glucagon,
la abundancia relativa del pico isotopico (M+1) res-
pecto al idbn monoisotopico es: (1,07 x 153)/0,9893
+(0,0115 x 224)/0,999885 + (0,368 x 42)/0,99632
+ (0,038 x 50)/0,99962 + (0,205 x 50)/0,99795 +
0,75 =196,49%. Puede demostrarse facilmente que
la abundancia relativa de los picos isotdpicos se
desplaza hacia la derecha a medida que aumenta la
masa molecular del compuesto. Este punto queda
ilustrado en la Fig. 1.

La distribucion isotdpica es una caracteristica
diferencial de cada molécula poliatomica compuesta
por elementos poliisotopicos. Asi, dos compuestos
de igual masa molecular pero diferente formula qui-
mica difieren en sus diagramas de distribucion isoto-
pica. Este hecho es ampliamente utilizado en Quimi-
ca Analitica como prueba de la correcta asignacion
estructural de un compuesto [9]. La determinacion
de la distribucioén isotdpica es la tnica técnica apta
para la deteccién de pequefias alteraciones isotd-
picas en muestras geoldgicas y medioambientales,
que pongan de manifiesto procesos naturales o an-
tropogénicos sobre el entorno, con incertidumbres
inferiores al 1%o. Asimismo, la manipulacion de la
distribucién isotopica de una molécula mediante
técnicas de marcaje isotdpico ha permitido el desa-
rrollo de métodos de comparacion de la abundancia
relativa de proteinas (ej. ICAT, iTRAQ, SILAC,
etc.) con los que explorar la dindmica molecular del
proteoma celular [21,22]. Estas metodologias son de
gran relevancia para detectar cambios en la expre-
sion de proteinas asociados a procesos fisiologicos o
patoldgicos celulares. Ademas, el uso de trazadores
isotdpicos, enriquecidos en algliin isétopo minorita-
rio en la naturaleza, permite medidas absolutas de
cantidad de sustancia mediante el método de dilu-
cion isotdpica [23]. Esta técnica en conjuncion con
la espectrometria de masas con fuente de plasma
(ICP-MS) constituye una herramienta imprescin-
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dible para la deteccidn y cuantificacion de hete-
roatomos [24] que, como el fosforo, desempenian
un papel fundamental en la regulacion de procesos
biologicos. Por su relevancia, una descripcion deta-
llada de los protocolos de protedmica cuantitativa
merece un capitulo aparte.

5. Resolucion, precision, exactitud y repro-
ducibilidad

La capacidad de un espectrometro de masas de
distinguir entre las masas de dos picos adyacentes se
expresa normalmente en términos de su resolucion.
Con una resolucion adecuada, un espectrémetro
de masas puede separar los picos (MH*, MH"+1,
MH*+2...) de una distribucion isotopica (Fig.2).
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Figura 2. Espectro de masas de una mezcla de péptidos
obtenido con un espectrometro de masas MALDI-TOF Voya-
ger DE-Pro™ (Applied Biosystems) en modo reflectron. Se
muestran las distribuciones isotopicas 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-
sotdpicos, del primer isétopo (también denominado del *C),
del segundo isotopo, y del tercer isétopo.

La resolucion (R) se define como M/AM. AM es
la diferencia entre las masas de dos picos adyacentes
que estan resueltos y M corresponde a la masa sin
decimales del primer pico. Dos picos proximos se
consideran resueltos cuando la altura del valle entre
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ellos no sobrepasa un determinado porcentaje, que
debe ser especificado, de la altura media de ambos.
Asi, utilizando esta definicidon de la resolucion, un
espectrometro capaz de resolver picos que tengan
valores de m/z de 400,0 y 400,1 deberia tener una R
> 4000. El valor de la resolucion calculada de esta
manera varia para diferentes rangos de masa del
mismo espectro: en el espectro de la Fig.2, R = 1846
para m/z 1846 pero 3255 para m/z 3255. Por ello,
prefiere definirse AM como el incremento de m/z a
una determinada altura (comunmente 50%) del pico
M. En la literatura en lengua inglesa, el término
estandar para este valor es “FWHM?” (full width at
half mass). Esta manera de calcular R proporciona
valores esencialmente constantes en todo el rango
de m/z. El espectro de la Fig.2 fue adquirido con
una resolucion de ~9000, suficiente para resolver
la distribucion isotdpica de los iones resaltados (R
= 1846/0,2 = 9230; R = 3255/0,36 = 9041). En el
ejemplo de la Fig.3, la resolucion obtenida en el
espectro del panel A fue 665,3/0,24=2.772, casi en
el limite del valor requerido para separar los picos
isotopicos de este i6n doblemente cargado. Esta
misma resolucién fue insuficiente para resolver ade-
cuadamente (a 50% de la altura) los picos isétopicos
del i6n triplemente cargado m/z 898 (panel B).
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Figura 3. Espectro de resolucion de los iones m/z 665,3 y
897,9 obtenidos mediante ionizacion por electrospray en un
espectrometro QTrap2000 (Applied Biosystems). La diferen-
ciade 0,5 Th (A) y 0,3 Th (B) entre los picos de la distribucion
isotdpica indica que los iones corresponden a (M+2H)**
(dicargado) y (M+3H)*" (tricargado), respectivamente, y sus
masas moleculares son pues: (665,3 x 2) - (2x 1,007825) =
1328,58 Day (887,9 x 3) - (3 x 1.007825) = 2260,67 Da.
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Para lograr resolucion isotdpica los centroides de
los iones de la distribucion deben estar separados, a
mitad altura, por un A(m/z) > 1/2z. Los analizadores
de masas mas comuinmente utilizados en Protedmi-
ca (de tiempo de vuelo -TOF-, de transformada de
Fourier -FT-, triple cuadrupolos, trampas idnicas, Or-
bitraps, etc.) alcanzan resoluciones > 10.000, pudien-
do llegar en el caso del Orbitrap a superar 100.000
y alcanzar >2.000.000 en el de los analizadores de
transformada de Fourier (FTMS) [25]. No hay que
confundir resolucion, que es una caracteristica propia
de cada tipo de espectrometro de masas, con preci-
sion o con exactitud. La precision se refiere a lo cerca
que estan unas de otras un conjunto de mediciones
diferentes realizadas en las mismas condiciones. Esta
cualidad debe evaluarse a corto plazo y tampoco debe
confundirse con reproducibilidad (capacidad de dar
el mismo resultado en mediciones diferentes realiza-
das en las mismas condiciones experimentales a lo
largo de periodos dilatados de tiempo). La precision
se expresa como una indicacion del error maximo
estimado para la magnitud. Es, pues, es una medida
del grado de dispersion de los datos con respecto al
valor promedio. Asi, la media de las medidas de m/z
{479,220, 479,229; 479,218; 479,227} de un i6n de
férmula C H, .N.O, (masa exacta: 479,2230 Da) es
un valor muy exacto (479,2235) pero poco preciso (+
0,06); en cambio el conjunto de medidas {482,220;
482,221; 482,220; 482,219} corresponde a un valor
medio muy preciso (£ 0,01) pero poco exacto. Quizas
los términos mas utilizados para cuantificar el error
experimental son la desviacion estindar o desvia-
cion tipica (o) [26], incorporado a la estadistica por
Karl Pearson en 1894 y definido actualmente como
la raiz cuadrada de la varianza (la media de las dife-
rencias con la media elevadas al cuadrado [27]), y la
desviacion media (media de las diferencias en valor
absoluto de los valores a la media). Asi, la desviacion
estandar de los valores de m/z 1235,456, 1235,458,
1235,452 y 1235,454 obtenidos de mediciones repe-
tidas para el mismo ion es + 0.0022 Th, y la desvia-
cion media es & 0,002 Th, sobre un valor promedio
de 1235,455 Th.

La exactitud es una estimacion de la cercania
entre el valor real y el valor medido. En espectrome-
tria de masas representa la proximidad del valor de
m/z registrado experimentalmente (M., ) a su valor
calculado (M_,_ . ). La exactitud de una medicion de
masa se expresa mediante el error relativo, frecuen-
temente en partes por millén (ppm), que representa
la diferencia entre el valor experimental y el valor
verdadero en relacion al valor experimental:
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ppm=[M_, . -M_ . )YM___ ]x10°

Asi, la masa exacta calculada para el idn monoi-
sotdpico a m/z 1846,84 de la Figura 1 es 1846,836.
La exactitud de la medida fue, por tanto, (1846,84 -
1846,838)/1846,836 =2,16 x 10, 0 2 ppm.

El poder resolutivo es una propiedad intrinseca
de cada analizador de masas; la exactitud de una
medida de masa depende, ademas del sistema de
medida, de parametros externos como la calibracion
del instrumento y de la intensidad (concentracion)
de los iones. Las medidas realizadas en un instru-
mento de alta resolucion pero mal calibrado seran
poco exactas pero muy precisas, y en general repro-
ducibles al tratarse de un error sistematico, un sesgo
que hace que todas las medidas estén desviadas en
una cierta cantidad. Por otra parte, en el rango de
masas altas (ej. proteinas medidas en un analizador
de tiempo de vuelo como el ejemplo mostrado en
las Figs.4 y 5), cuando la resolucidn es insuficiente
para separar los iones de la distribucion isotopica
(como es el caso de los espectros de ionizacidon por
electrospray de proteinas mostrados en las Fig.6), la
geometria de los picos espectrales de los iones de-
pende en gran medida del numero de espectros acu-
mulados. Ademas, la geometria de un pico espectral
esta en funcién de la resolucion del espectrémetro
de masas, pudiendo modelarse como una mezcla
entre doble exponencial y gaussiana a resoluciones
> 4000 y como una sigmoide (o gaussiana) doble
asimétrica a resoluciones < 1000. Dado que se con-
sidera como medida promedio de la masa el valor de
m/z en el centroide del pico, cualquier fluctuacion
que distorsione la geometria (Fig.5B) de un pico
ionico afectara pues al calculo ulterior de su masa.
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Figura 4. Panel superior, espectro de masas de una protei-

na obtenido con un espectrometro de masas MALDI-TOF
Voyager DE-Pro™ (Applied Biosystems) en modo lineal.
Elion a m/z 34.291,4 puede teoricamente corresponder la
especie quasimolecular M+H" o a un dimero (2M +H)" del
ionam/z 17.145,3.
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6. Calculo de la carga (z) y de la masa mo-
lecular monoisotopica

La distribucion isotdpica contiene las pistas nece-
sarias para determinar la carga y la masa del correspon-
diente i6n. Basta con aplicar consecuentemente la si-
guiente regla general para cualquier espectro de masas:
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Figura 5. Panel A, espectro MALDI-TOF de una proteina
de masa molecular 34,3 kDa obtenido en modo linear. El
panel B muestra un detalle del dpice del ion a m/z 34.297.
La ampliacion muestra el perfil en sierra de la envolvente
del pico. El valor 34.297 es el calculado en el centroide del
pico, pero la masa promedio exacta podria corresponder a
cualquier valor incluido en 34.297 + 35 Da.

Dado que la masa molecular de un i6n quasi-
molecular positivo se calcula mediante la formula
M = [(m/z) x z] - zZH*, donde zH+ es el numero de
protones que el 16n adquirié durante el proceso de
ionizacion (M — M+zH"), la Regla 1 implica que
el A(m/z) entre picos isotdpicos vecinos es igual a
1/z. En otras palabras: z = 1/A(m/z). En los ejemplos
mostrados en la Fig.1 los iones a m/z 1847 y 3256
son ambos monocargados y sus masas quasimolecu-
lares (MH") monoisotdpicas son 1845,84 y 3254,67
Th. Para iones con z= 1, 1 Th equivale a 1 Da, y por
tanto las masas moleculares monoisotopicas de los
iones de la Fig.1 son 1845, 83 y 3256,66 Da.

Regla 1: Los picos de la distribucion isotépica de un
ion monocargado son siempre consecutivamente ma-
yores en una unidad de masa, comenzando por el ion
monoisotopico.
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Figura 6. (A) Espectro de masas obtenido en un espectro-
metro QTrap2000™ (Applied Biosystems) que muestra una
serie de iones multicargados correspondiente a una proteina
“n” se ha asignado
arbitrariamente al ion m/z 1304,4, quedando definidos los
valores de carga de los demads iones del espectro. (B) Espec-
tro de masas de una proteina obtenido con un espectrometro
de masas MALDI-TOF Voyager DE-Pro™ (Applied Biosys-
tems) en modo lineal. La unica solucién coherente es que
m/z 9357,4 sea el ion quasimolecular M+H".

ionizada por electrospray. La carga

7. Determinacion de z en espectros de masas
moleculares promediadas

Cuando la resolucion del analizador de masas no
alcanza a resolver la distribucion isotdpica del i6n la
aproximacion basada en la Regla 1 no es aplicable.
En estas circunstancias el espectro de masas so6lo
muestra la envoltura de la distribucion isotdpica
cuyo apice corresponde al valor promediado por
las abundancias relativas de los picos isotopicos
(Fig.4). Esta masa se denomina masa molecular pro-
medio (isotope-averaged mass, M, ). La M, de un
compuesto se calcula a partir de su formula quimica
utilizando los valores de masas atomicas de la Tabla
Perédica de los elementos. Retomando el ejemplo
del glucagon (C,,H,, N, O, S), de masa molecular
monoisotdpica (M ) = (153 x 12,000) + (224 x
1,007825) + (42 x 14,00307) + (50 x 15,99491) +
31,97207 = 3481,59931 Da, tiene una masa mo-
lecular promedio igual a (153 x 12,0111) + (224
x 1,00797) + (42 x 14,0067) + (50 x 15,9994) +
32,064 = 3483,7989 Da. La diferenciaentre My
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M, de moléculas como las biologicas formadas por
los elementos C, H, N, O, S y P aumenta linearmen-
te en funcién de su formula empirica de acuerdo a
la ecuacion:

M, =M, + (0,0107C + 0,000075H +
0,00335N + 0,005030 O + 0,08793S)

Los espectros obtenidos mediante MALDI (ma-
trix-assisted laser-desorption ionization) correspon-
den generalmente a iones monocargados (MH"), pero
la formacion de iones doblemente cargados (M+2H)?*
y de aductos multiméricos del i6n monocargado (MH*
+M — (2M +H)") no es infrecuente, particularmente
en el caso de macromoléculas bioldgicas. El espectro
de la Fig.4 probablemente corresponda a una proteina
de masa molecular promedio 34.290 Da, aunque la
posibilidad de que la especie m/z 17.145,3 sea el i6n
quasimolecular MH" y el i6n a m/z 34.291,4 corres-
ponda a un dimero no puede formalmente descartarse.
Para distinguir entre ambas posibilidades se necesita
informacion adicional (ej. SDS-PAGE de la proteina)
o aplicar un método para determinar la carga de los
iones. Afortunadamente, para ello sdlo tenemos que
aplicar otra regla de cumplimiento obligatorio en
espectros de moléculas multicargadas:

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

La Regla 2 implica que en una serie de iones mul-
ticargados no puede faltar ningn valor intermedio de
z. Antes de volver al ejemplo de la Fig. 4, apliquemos
esta regla al espectro de la Fig. 6A. Para ello asigna-
mos carga “n” a cualquier i6n de la serie, quedando
entonces definada la carga de los iones consecutivos
de menor masa como n+1, n+2, etc. y los de mayor
m/z como n-1, n-2, etc. Si todos los iones del espectro
pertenecen a una serie de iones multicargados de la
misma molécula (en este caso una proteina) podemos
plantear una ecuacion para cada valor de m/z:

M=1304,4n-n
M =1239,2 (n+1) - (n+1)

M =1376,8 (n-1) - (n-1)
etc.

Igualando cualquier par de ecuaciones y despe-
jando “n” obtenemos:
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1304,4n - n = 1239,2n +1239,2 -n -1
(1304,4 - 1239,2)n = 1238,2

n = 1238,2/65,2 = 18,99 (= 19, pues la carga
tiene que ser un numero entero)

De forma general, n = (M™!-1)/(M"-M"""), don-
de M™!' y M" corresponden a los valores de m/z de
los iones a los que se asigna carga “n+1” y “n”,
respectivamente. Habiendo determinado la carga de
cada i6n de la serie, el calculo de la masa molecular

promedio de la proteina es inmediato:

M = (1304,4 x 19) - (19 x 1,007825) = (1239,2
x 20) - (20 x 1,007825) = (1376,8 x18) - (18 x
1,007825), etc., obteniéndose un valor de 24764,5 +
1 Da. Existen, no obstante, programas sencillos que
convolucionan los datos del espectro ESI en un es-
pectro que muestra en un Unico pico la distribucion
de masa molecular promedio modelada matematica-
mente para el i6n monocargado.

La Regla 2 puede aplicarse a cualquier espectro
con tres 0 mas iones de una misma serie para deter-
minar inequivocamente sus cargas. Por ejemplo, en
el caso de MALDI, la presencia de un tercer pico en
el espectro de la Fig. 6B garantiza la deduccion de
la masa molecular de la correspondiente proteina sin
ambigiiedades. En efecto, la unica solucion posible es
que el i6n m/z 9357,4 corresponda a la especie qua-
simolecular M+H" y, por tanto, m/z 4678,6 sea (M +
2H*)**. Nétese que el i6n m/z 18.714,1 no pertenece a
la misma serie i6nica que m/z 4678,6 y 9357,4, ya que
ello implicaria una carga 0 para esta especie y recor-
demos que las particulas no cargadas son invisibles
(materia oscura) para un espectrometro de masas. m/z
18.714,1 solo puede asignarse a un dimero monocar-
gado 2M+H". Cualquier otra solucion es incongruente
con la regla 2: si m/z 4678,6 fuera M+H", entonces
m/z 9357,4 deberia asignarse al dimero 2M+H*, lo
cual no seria descabellado si no fuera porque en esta
serie m/z 18.714,1 debiera corresponder al trimero
3M+H", y claramente ese no es el caso. Igualmente,
si m/z 18.714,1 fuera el i6n quasimolecular, M+H",
los iones m/z 9357,4 y m/z 4678,6 deberian asignarse
a (M+2H")** y (M+3H")*, siendo esta posibilidad
nuevamente inconsistente con la Regla 2.

8. Polimeros versus series de iones multi-
cargados.

En una serie de iones multicargados el A(m/z)
entre iones consecutivos varia gradualmente, decre-
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ciendo a medida que aumenta la carga. Esta carac-
teristica puede utilizarse para distinguir el espectro
de masas de una serie de iones multicargados y del
de iones que no estan relacionados entre si por su
carga. Asi, los iones del espectro de la figura 7 es-
tan espaciados entre si por un A(m/z) constante de
aproximadamente 44 y estan relacionados entre si
mediante la formula m/z = [22.5 + 44(x+1)] + H",
siendo x = 11 para el i6n de menor m/z. Este patron
de variacion de m/z claramente indica que no puede
tratarse de una serie de iones multicargados sino de
una mezcla de polimeros monocargados compues-
tos por un nimero creciente de unidades de 44 Da
(¢quizas bloques de CH2-CHOH, una estructura
comun a muchos detergentes utilizados para solubi-
lizar proteinas hidrofobicas?).

100, v 1215
bl 639,5
80 771,6
595,4 815,6
70
r 9
ol 5514 859,6
; 40
304
204
04 1
L i " o | ' ' L "
537.0 B0B.6 6782 7458 8154 [
Mass imizh

Figura 7. Espectro de masas de un polimero de férmula
m/z = [22.5 + 44(x+1)] + H' resuelto en un espectrometro
MALDI-TOF Voyager DE-Pro™ (Applied Biosystems) en
modo lineal.

9. Espectros con mas de una serie de iones.
Regla de conservacion de la topologia.

Un espectro de masas puede contener mas de
una serie de iones, por ejemplo porque se trate de
una mezcla de proteinas, como en el ejemplo de
la Fig. 8A. La Regla 2 nos permite identificar sin
ambigiiedad cada una de las series coexistentes en
un mismo espectro de masas con tal de plantear las
ecuaciones adecuadas. El caso mas simple es cuan-
do las series ionicas estan separadas (Fig.8A). En
este supuesto el inicio de la segunda serie comienza
con el primer i6n para el que la masa calculada asu-
miendo que pertenece a la primera serie se desvia
significativamente del valor promedio de la serie.
Asi, en el ejemplo mostrado en el espectro de la
Fig.8A, es facil demostrar que el i6n m/z 1102,8 no
puede pertenecer a la misma serie que los iones de
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mayor m/z, pues para que asi fuera deberia tener car-
ga 27 y su masa molecular calculada (29.748,6 Da)
es significativamente diferente del valor 29.337,5
+ 4 Da calculado para la serie que incluye a los io-
nes de m/z 1129,1 a 1629,7. Ademas, si asignamos
carga “n” a m/z 1129,1, la solucién de la igualdad
M= 1129,1n -n = 1102,8(n+1)-(n+1) seria n=41.9,
que es un resultado absurdo. Por el contrario, los
iones m/z 1102,8 (12+)-778,9 (17+) comprenden
una serie que definen a una proteina de 13.222,3 +
2 Da. Nuevamente, tanto la asignacion de z =11 al
ionm/z 1129,1 (M = 12.409,1 Da), como el valor
de n= 42,8 calculado a partir de la ecuacion M=
1102,8n-n = 1129,1(n-1)-(n-1), son incongruentes
con la hipotesis de que m/z 1102,8 pertenezca a la
misma serie que los iones con carga +17 a +12.

Varias series de iones multicargados pueden
también estar superpuestas en un mismo espectro.
Cuando esto ocurre, y la masa molecular de las
especies ionizadas es similar, la topologia de cada
grupo de iones se repite en cada rango de m/z. Esta
regla de “conservacion de la topologia” se ilustra en
el espectro del panel B de la Fig.8, que corresponde
a una mezcla de isoformas de una proteina de ~7.3
kDa, y simplifica enormemente la identificacion de
los iones pertenecientes a cada serie. La Regla 3
se cumple aunque los iones de las diferentes series,
agrupados por la superposicion, difieran en su estado
de carga (Fig.8C). Sin embargo, cuando las masas
moleculares de las proteinas de la mezcla son muy
diferentes la distribucion de iones en el espectro no
sigue la regla de conservacion de la topologia. El
espectro de la figura 8D ilustra este punto. Ello es
debido a que, de acuerdo a la Regla 2, en el rango
de m/z 1000-1600, la serie teoricamente observable
de la proteina de 13.783 Da abarca 5 iones, con z=
M/(m/z), mientras que en el mismo intervalo de me-
dida las proteinas de masas moleculares 9001 Da y
4793 Da so6lo pueden producir un maximo de 4 y 2
iones, respectivamente. No obstante, el numero de
iones producidos en la ionizacion por electrospray
depende del nimero de protones captados (en modo
positivo) o cedidos (en modo negativo) por el anali-
to. En el caso de péptidos y proteinas, el extremo N-
terminal y los residuos de histidina, arginina y lisina
son los sitios que pueden protonarse a pH acido.
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Figura 8. (A) Espectro de masas de una mezcla de dos
proteinas. Las series de iones cargados conz =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 A, 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
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barbouri. La similitud topolégica de los grupos de iones de
cada rango de m/z facilita la asignacion de las siguientes
series de iones, que en el espectro estan identificados con el
mismo simbolo. (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 Day 30.833,6 +
0,8 Da. (D) Espectro de masas de una mezcla de toxinas
de masas moleculares 13.783,2 + 1 Da (PLA_,, 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 proteinas ionizadas por electrospray y fue-
ron obtenidos en un espectrometro QTrap2000™ (Applied
Biosystems).

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

9. Algunos enlaces utiles

Muchos son los portales de Internet dedicados
a aspectos relacionados con la respectrometria de
masas y sus aplicaciones. Seria interminable citar-
los todos, por lo que ademas de las paginas Web
citadas anteriormente en el texto, he seleccionado
los portales del Swiss Institute of Bioinformatics,
(http://us.expasy.org/tools), del Institute for Sys-
tems Biology (http://db.systemsbiology.net:8080/
proteomicsToolkit/index.html) y de Thermo-Fisher
Scientific (http://www.ionsource.com) por contener
informaciones complementarias muy utiles sobre
conceptos generales de espectrometria de masas, ta-
blas de unidades y de masas atdmicas y moleculares,
calculadoras diversas y programas de conversion de
datos, manuales para iniciarse en la interpretacion
de espectros, enlaces a otros portales de interés, etc.
Espero que el lector interesado en la espectrometria
de masas, especialmente en su vertiente bioldgica,
disfrute navegando por estos hiperespacios.

Corolario

Arthur C. Clarke, el genial cientifico britanico
(1917-2008) que en 1945 sento las bases de los sa-
télites artificiales en Orbita geoestacionaria (Ilamada
en su honor orbita Clarke), es quizads mas conocido
por sus famosas Leyes de Clarke. Publicadas en su
libro de divulgacion cientifica Perfiles del Futuro
(1962), la mas popular (y citada) de ellas es la lla-
mada «Tercera Ley de Clarke»: Toda tecnologia lo
suficientemente avanzada es indistinguible de la
magia. Y (acaso no es magia hacer volar elefan-
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tes moleculares? La diferencia entre ilusionismo y
espectrometria de masas es que los magos crean la
ilusion de que hacen volar elefantes desafiando las
leyes de la fisica y la 16gica, en tanto que el espec-
trometrista aplica la l6gica de los principios fisicos
para hacer volar elefantes y deducir sus propiedades
especificas, vetadas a nuestros sentidos, unicamente
observando su vuelo. La magia de la espectrometria
de masas reside en que ello es posible con solo
aplicar un par de reglas generales y matematicas
elementales...
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