
· ;P" 

UNIVERSIDAD NACIONAL 
DE MEXICO 

AUTO NOMA 
, .\ .. "-

FACULTAD DÉ QUIMICA 

"AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE 

PEPTIDOS ANTIMICROBlANOS PRESENTES EN LA 

HEMOLINFA DEL ALACRAN 

Cetruroides limpidus limpidus KARSCH" 

T E· s 1 s 
QUE PARA OBTENEFI EL TITULO DE: 

Q u M e o 
P R E S E N T A : 

RlCARÓ<> CANE'C"RIG"DEGA ClJEUNI 

!ICIWINf8~NAlES 
FM;. DI! QUIM1CA 

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO, D. F. FEBRERO 3 - 1999. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Jurado asignado 

Presidente: Prof. Ruth Román Palacios 
Vocal: Prof. Ernestina Cervera Flores 
Secretario: Prof. Lourival Domingos Possani Postay 
I ero suplente: Prof. Homero Hernández Montes 
20. suplente: Prof. Lucía Hernández Garciadiego 

Sitio donde se desarrollo el tema: 

Departamento de Reconocimiento Molecular 
y Bioestructura, Instituto de Biotecnología -
UNAM. Cuernavaca Morelos, México. 

Asesor: 
Dr. Lourival Domingos Possani Postay 

ga Cuéllar 



El presente trabajo fue financiado en parte por 
los donativos de Howard Hughes Medicallns
titute 75197-52107 y de DGAPA-UNAM 
IN217997. Durante el periodo final el 
sustentante recibió beca-crédito para estudios 
de posgrado CONACyT No. 124433. 

Los M. en C. Fernando Zamudio y Timoteo 
Olamendi realizaron la secunciación y la 
cuantificación cromatográfica de aminoácidos 
de los péptidos; El análisis por espectro
metría de masas se llevo a cabo en el labora
torio del Dr. Brian Martin del Nationallnstitu
te of Mental Health (EE.UU,); Para las 
purificaciones finales se contó con la asesoria 
del Sr. Fredy Coronas; Muchas de las discu
siones que definieron buena parte de este 
escrito, así como la primera revisión del ori
ginal se deben al IBq. Alfredo Torres. 



Regla de Muir 
"Si tratamos de aislar algo. lo encontra
remos asociado a todo lo que existe en 
el universo" 



Para mi MADRE: 
ésto es sólo una de mis partes 



Agradecimientos: 

Es imposible justificar este escrito sin la participación de un montón de 
externos y paisajes, concientes y no. Así es que lo que sigue es un re
cuento de las razones del por qué están leyendo ésto. 

En primer lugar a quienes siempre me han empujado dándome 
razones de orgullo y presunción, esa no tan pequeña corte de los mila
gros que significan mis hermanos: Héctor por la honestidad infranquea
ble; Stalin por las posibilidades siempre abiertas; Teresa por las pasiones 
compartidas: Nora por el privilegio de verte crecer; Camila por mostrar
nos que si la historia nuestra hubiese tenido otros paisajes el resultado 
no sería tan distinto y Cecilia por venir a comprobar que en esta familia 
mand,ln las mujeres por simple mayoría de votos. Siguen. sin seguirlos, 
los dos grandes ejemplos sobre los cuales se soport"n c,1si todas mis 
seguridades, mis padres: Ma. Teresa y Héctor Ricardo. 

A las cercanías voluntarias e insensatas que justifican, y much"s 
veces posibilitan, los esfuerzos: Iván y Fidel por ser siempre parámetros; 
Edmundo y Venus por ser las primer as personas que me enseñaron los 
otros caminos; Acely por mi carrera y por mucho m,1s; la CURP y sobre 
todo las interferencias, proyectadas o reales, de las que aún hoy me 
enorgullesco (Inti, León, Jorge, Ricardo, Gabriel y Luís David); G"briela 
por lo que todavía me sorprende; Enrique Ruíz, Luís Olguín y Norma 
Ortega por las transferencias yeso de "llevar la esperanza a lugares inve
rosímiles".Jimena y Se lene por ... , por qué. 

A las razones y a quienes hacen lo que quiza también me correspon
dería; Cárdenas por diez años de esperanzas y por el fabuloso verano del 
97; el EZLN por la experiencia extraordinaria e incalificable que mucho 
tiempo creí vedada, en particular a Moises por las anécdotas que seguiré contan
do y por el catalejo que habré de obseqUiarle; todos aquellos que entienden que 
el sueño puede no ser el mismo pero que todos tenemos derecho a soñarlo. 

A mis maestros (docente5 y alumnos) en la F"cultad y e/Instituto de 

QlJímica: Aleji1ndro Btlf'ziI por IcJ5 illgoritmo5; jasé M,H1uel MéMdez Stlval!.'! 
por los ánimos; Juán José Zúñiga y Gustavo por su pasión por enseñar; 
Homero Hernández por el primer curso donde aprendí algo: Raymundo 
Cea por el aforismo; Luís Miguel Treja por los exámenes; Miguel Castro por 
la clase de Unión Química; Fautsch Zapata por los encuentros; Sergio Zepeda, 
Júan Barbachano, Luís Villanueva, Mauro e Isaías por mostrarme que el 
esfuerzo es apenas una condición; Alejandra, Roberto, Barbarín y Adela por 
el tiempo dedicado; Javier Siqueiros (UAEM) por su ayuda absolutamente 
incondicional. 



A quienes, en ocasiones sin saberlo, hicieron esto posible: Elvira 
Santos y Alenka de la coordinación de la carrera de Química, por la con
tinuidad; Raúl Garza y Gloria de la SME, por las posibilidades; Melchor 
Arauja director de la FCQel de la UAEM, por la accesibilidad; los miem
bros del jurado revisor, profesores Ruth Román, Ernestina Cervera, 
Homero Hernández y Lucia Hernández; la Asociación de Químicos e 
Ingenieros Químicos generaciones 40 - 42 por mi primera beca; el 
CONACyT por segurime manteniendo; el IBt por ser el espacio ideal 
para ejercer la endogamia; (pero si por supuesto) la UNAM por ser ese 
lugar sin dimensiones donde se forjan mucho más que profesionales. 

A la gente en Cuernavaca que hace que ese lugar valga la pena: 
Lourival D. Possani por aceptarme y aguantarme en su laboratorio; Al
fonso, Renaud y Alfredo por recibirme y mantenerme en ellBt; Raymundo, 
Rodrigo, Gabriela Cosía, Bárbara, Patricia y Víctor porque en el mundo 
hay muchas otras r,1zones; Consuelo. Jesús, Uliana, Fern,1ndo, Adriana, 
Fredy, Martha, Cipri,1no y Fernando Zamudio quienes entienden que el 
laboratorio es algo más que camaradas hacinados en un espacio siem
pre estrecho; Gabriel Gasque por las increibles coincidencias. 

A Vanesa por todo lo que me es presente y futuro, gracias. 



índice 

I Resumen ...................................•......•.......................••.••.•.• 
JI Generalidades ..............................•......•...•...........•.......•... 2 
11.1 réptldos antlmlcrobianos ........................................... 2 
11. I.i I'éptidos lineales alfa helicoidales .............................................................. 3 

Cecropinas y péptidos relacionados: Péptidos lineales de la piel de 
anfibios 

/l. l.ii I'éptidos con alto contenido de ciertos aminoácidos ....................... 6 
Péptidos antimicrobianos ricos en prolina: Especies peptídicas ricas 
en glicina 

11. l.iii I'éptidos antimicrobianos con un puente disulfuro .......................... 9 
11. I.iv I'éptidos con dos o más puentes disulfuro ........................................ II 

Péptidos antimicrobianos con dos puentes disulfuro: Péptidos 
antimicrobianos con tres puentes disulfuro: Péptidos antimicrobianos 
con cuatro puentes disulfuro 

11.2 Mecanismos de actividad .......................................... 18 
11.2.i I'éptidos lineales alfa helicoidales ........................................................... 18 
11. 2.ii I'éptidos con alto contenido de ciertos aminoácidos .................... 20 
11.2.iii I'éptidos antimicrobianos con un puente disulfuro ....................... 2 I 
11.2.iv I'éptidos antimicrobianos con dos O más puentes disulfuro ..... 22 
11.3. Alacranes ...........................................................•..•.. 14 
11.3.i Biolog¡"a ................................................................................................................. 24 
11.3.ii Toxinas de alacrán ......................................................................................... 25 
111 Antecedentes .............................................................. 26 
IV Objetivos ............................•.........•.............................•. 28 

General: Particulares 

V Materiales y métodos experimentales ......................•.• 28 
V. I Colección y manutención de organismos .............................................. 28 
V.2 Obtención y conservación de la hemolinfa .......................................... 28 
V.3 I'urificación de los péptidos antimicrobianos ....................................... 29 

Prepurificación: Purificación 
V.4 Ensayos biológicos ............................................................................................ 29 

Halos de inhibición: Actividad hemolítica 
V. 5 Caracterización qUlÍnica ................................................................................. 30 
VI Resultados ....................•.........................................•..•. 3. 
VI. I Obtención de la hemolinfa .......................................................................... 3 I 
VI. 2 I'urificación de los componentes activos .............................................. 3 I 
VI.3 Ensayos biológicos ........................................................................................... 34 
VI.4 Caracterización .................................................................................................. 34 
VII Discusión .................................................................... 36 
VIII Perspectivas .............................................................. 4. 
IX Referencias .................................................................. 41 



11 

índice de tablas y figuras 

Fig. 111.' Secuencias y estructuras de péptidos de la f,lmilia u'II-EC .... 27 
Fig. VI.' Cromatograma de la homolinfa total en CLAE ................... 32 
Fig. VI.2 Prepurificación de la hemolinfa totaL ..................................... 33 
Fig. VI.3 Purificación de las fracciones HCII - I 1 Y - 1 2 ...................... 33 
Fig. VI.4 Ensayo de inhibición de crecimiento bacteriano ............... 34 
T. VI.' Bioensayos de las fracciones de HCII .......................................... 35 
T. VI.2 Cuantificación de aminoácidos de las fracciones de HCII ......... 35 
Fig.VI.5 Secuencias N-terminales de HCII - 1 1, - 12a y - lIb ........... 36 
Fig. VII.' Comparación de las secuencias de HCII - Ila y - 12b .... 38 

Abreviaciones utilizadas· 

A, Ala Alanina 
(.( Il-EC 
AcCN 
AP 
Asx 
C, Cis 
e 
cDNA 
CLAE 
cm 
D, Asp 
DC 
DO 
E, Glu 
F, Fen 
G,Gli 
Glx 
H, His 
HCII 
1, lIe 
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inglés) 
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amida (siglas en inglés) 
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Treonina 
Ácido trifluoroacético (siglas en inglés) 
Marca registrada (siglas en inglés) 
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Valina 
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X-veces la fuerza de gravedad 
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I Resumen 

Durante las pasadas dos décadas se han descrito una serie 
de compuestos antimicrobianos de naturaleza peptídica ais
lados de diversas fuentes biológicas. incluyendo artrópodos. 
anfibios. mamíferos y plantas. La efectividad de algunos de 
estos péptidos contra ciertos microorganismos de importan
cia clínica. la necesidad de nuevos antibióticos. su papel en 
la llamada inmunidad innata. así como los mecanismos me
diante los cuales actúan. han provocado un creciente inte
rés científico en la descripción de nuevos péptidos anti
microbianos. En orden de comprobar la presencia de compues
tos similares en alacranes americanos se tomó como modelo a 
la especie mexicana Centruroides limpidus limpidus Karsch. 
para lo cual se dipuso de la hemolinfa de 500 organismos. 
La hemolinfa se centrifugó para eliminar restos celulares y 
el sobrenadan te se aciduló con TFA para obtener un extrac
to con entre 4 y 5 unidades de pH. Dicha muestra se some
tió a una serie de extracciones sólido-líquido en cartuchos 
Sep-Pacl< C ,8• aumentando en pasos sucesivos la hidrofo
bicidad del disolvente. El material así separado se refraccionó 
utilizando cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE). 
con una columna C. semipreparativa y las fracciones some
tidas a pruebas cualitativas para identificar propiedades de 
inhibición de crecimiento contra una cepa silvestre de 
BclCillus subtilis. Se obtuvieron seis fracciones positivas que 
eluyen entre 35 y 50 % de acetonitrilo. La purificación final 
se realizó en CLAE con una columna C 18 analítica. Se logró 
aislar tres péptidos activos. para los cuales se determinó el 
peso molecular. 5104. 4806 Y 4847 Da. y la secuencia N
terminal de aminoácidos por degradación Edman automati
zada. La estructura primaria de los péptidos activos de 4.8 
kDa difiere en únicamente un residuo. El análisis de 
homología de secuencia demostró que pertenecen a un nue
vo grupo de la familia de los péptidos antimicrobianos con 
dos o más puentes disulfuro. 
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11 Generalidades 

11.1 Péptidos antimicrobianos 
Todos los organismos superiores poseen sistemas no adaptativos de 

defensa contra invasiones patogénicas (Medzhitov y ]eneway 1997); 

parte importante de dichos sistemas la constituyen moléculas 

peptídicas con función microbicida, llamadas nominalmente péptidos 

antimicrobianos (AP's), algunas de las cuales se han aislado y caracte· 

rizado bioquímica, farmacológica e inmunológicamente a profundi· 

dad en una variedad de plantas, artrópodos, anfibios y mamíferos, 

incluido el hombre (para revisiones calificadas ver: Hoffmanny Hetru 

1992; Ganz y Lehrer 1994; Barra y Simmaco 1995; Boman 1995; 

Broekaert et al., 1995; Maloy y I<ari 1995; Nicolas y Mor 1995). Aparte de 

la recientemente caracterizada importancia de su función biológica 

en la inmunidad innata (Oullette y Selsted 1996; Hoffmann et al., 1996; 

Dimopoulos et al., 1997; Goldman et al., 1997; Barra et al., 1998; Ferrandon 

et al., 1998), los péptidos antimicrobianos se han estudiado 

extensivamente por dos razones fundamentales: a) La utilidad de los 

AP's para estudiar, con un sistema relativamente simple, las 

interacciones de reconocimiento proteína-Iípido, ya que estos 

contituyen el blanco primario de los péptidos antimicrobianos (revi

sado en Bechinger 1997; Matsuzaki 1998; ver más adelante), y; b) La 

necesidad de nuevos antibióticos que, sin provocar efectos tóxicos en el 

organismo infectado, no generen resistencia en los patógenos (eohen 1992); 

de hecho, la efectividad de algunos AP's contra ciertos patógenos de 

importancia médica los ha convertido en modelos utilizados para la 

generación de organismos transgénicos resistentes a invasiones 

patogénicas (Gwadz et al., 1989; Rodríguez et al., 1995; Yarus et al., 

1996; Okamoto et al., 1998; Shahabuddin et al., 1998), o para su uso 

directo como agentes terapeúticos (Maloy y I<ari 1995; Hancock y 

Lehrer 1998; Yeaman et al., 1998) e incluso como terapia génica para 

controlar la proliferación de tejidos degenerativos (Winder et al., 1998). 

De acuerdo con la clasificación utilizada, originalmente propuesta 

por H.G. Boman en su revisión del tema de 1995, pueden identificar

se cuatro grupos de péptidos con propiedades antimicrobianas, a sa

ber: i) Péptidos lineales, sin cisteínas con o sin regiones que rompan la 
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estructura secundaria; ii) Péptidos lineales con altas proporciones de 

ciertos aminoácidos; iii) Péptidos con un enlace disulfuro y; iv) Péptidos 

con dos o más puentes disulfuro con presencia de hojas-p. En el Anexo 

I se presentan las secuencias de aminoácidos de varios miembros de 

cada una de estas familias, así como los organismos de donde se ex

traen y el plegamiento que adoptan. Los grupos de las familias i, iii Y iv 

se presentan alineados por el programa PileUp (GCG Inc.TM). 

11. I.i Péptídos línea les alfa helícoídales 
Cecropinas y péptidos relacionados 

En 198 I el grupo de H.G. Boman en la universidad de Estocolmo repor

tó el aislamiento de dos especies peptídicas que demostraron poseer 

propiedades antibacterianas, a las cuales se les denominó cecropinas, 

ya que habían sido aisladas de la hemolinfa de larvas de Hyalophora 

cecropía (Steiner et al., 1981). Durante la década de los ochenta se 

describieron un buen número de péptidos análogos a cecropinas en 

diferentes especies de insectos (revisado por Cociancich et al., 1994) y 

un sólo caso en mamíferos, en intestino de puerco (Lee et al., 1989). 

Las cecropinas son especies peptídicas lineales y desordenadas 

en disolución acuosa, de entre 3 y 4 kD, que poseen ciertos residuos 

invariables que se distribuyen a lo largo de toda la estructura primaria 

(Boman 1995). Se han hecho estudios sobre la estructura de las 

cecropinas, primero por Dicroísmo Circular (DC; Steiner 1982) y des

pués con Resonacia Magnética Nuclear de protones (RMN-'H; Holak et 

al., 1988; Boisbouvier et al., 1998). Ambos trabajos demostraron que 

las cecropinas adoptan, en soluciones no acuosas que aumentan las 

interacciones de puentes de hidrógeno intramoleculares y, se propone, 

mimetizan el ambiente en la membrana celular (Sónnichsen et al., 1992), 

una estructura de dos hélices a unidas por un segmento corto que rom

pe con la continuidad de la hélice, esta región corresponde a la secuen

cia intermedia Gly-Pro-Ala en las cecropinas clásicas. Estudios estruc

turales con RMN-'H sobre la cecropina PI (proveniente de intestino de 

cerdo) mostraron que ésta se ordena en solución como una sola hélice, 

con un segmento moderadamente flexible que involucra a la secuen

cia Ser-Glu-Gly (Sipos et al., 1992). De acuerdo con predicciones teóri

cas y resultados de los análisis estructurales, las hélices de las cecropinas 
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presentan dos caras, una netamente hidrofóbica y otra hidrofílica, La 

anfipaticidad de las hélices se ha propuesto como la responsable de la 

actividad microbicida de las cecropinas (Boman et al" 1991), 

Las cecropinas, como la mayoría de los péptidos antimicrobianos, 

no tienen una marcada especificidad de blancos, por el contrario se ha 

demostrado que matan en concentraciones similares a una variedad 

de cepas bacterianas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, Al

gunas variantes sintéticas de cecropinas han demostrado ser capaces 

de matar protozoarios, tales como los causantes de la malaria 

(P/asmodium sp; Boman et al., 1989; Rodríguez et al., 1995), 

Otros grupos de péptidos antimicrobianos alfa helicoidales se han 

aislado de insectos, algunos de ellos estrechamente emparentados con 

las cecropinas como las bactericidinas de Manduca sexta (Dickinson et 
al., 1988), las sarcotoxinas I de Sarcophaga peregrina (Okada y 

Miyazawa 1985), Otros, como el caso de la andropina, encontrada en 

conductos seminales de Drosophi/a me/anogaster. no muestran 

homologías significativas, pero podrían tener estructuras muy simila

res (Semakovlis et al., 199 1), 

Péptidos lineales de la piel de anfibios 

Varias familias de péptidos antimicrobianos se han encontrado en la 

piel de diversos anfibios; las primeras especies reportadas fueron las 

bombininas (Csordas y Michl 1969), aisladas de la piel de algunas es

pecies del género Bombina; típicamente contienen entre 25 y 27 resi

duos de aminoácidos, presentan un extremo carboxilo terminal alta

mente conservado y requieren de amidación del último residuo para 
ser activ,1S (Nicolas y Mor 1995), Algunas bombinin,1s, como las BLP's 

1 a 3 y la bombinina H, además de ser antibacterianas, muestran tam

bién propiedades hemolíticas (Gibson et al., 199 1; Mignogna et al., 

1993), En especies del género Litoria, ranas arbóreas de Australia, se 

ha decrito la presencia de una familia de antibióticos peptídicos llama

dos caerinas (Stone, et al., 1992; Steinborner et al., 1997), las cuales 

poseen un plegamiento tridimensional similar a las cecropinas de in

secto (Wong et al., 1997), 5in embargo, los péptidos alfa helicoidales 

originarios de piel de anfibios más estudiados pertenecen a las familias 

de magaininas y dermaseptinas, 
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las magaininas son antibióticos peptídicos presentes en la piel 

de la especie Xenopus lea vis, presentan de 23 a 26 aminoácidos (Bevins 

y Zasloff 1990), estructuralmente forman una hélice a anfipática mo

deradamente torsionada en el centro (Marion et al., 1988, Gesell et al., 

1997). Se han realizado una gran variedad de estudios sobre la rela

ción estructura-función de las magaininas, en los cuales se ha determi

nado que la región amino terminal es la responsable de la actividad 

microbicida (revisado por Maloy y Kari 1995). El estudio del espectro 

de actividad de las magaininas y sus derivados (principalmente los 

desarrollados por la empresa Magainin rharmaceuticals Inc.l. se ha ex

tendido. Se han reportado efectos tóxicos contra hongos y protozoarios, 

así como cierta actividad contra algunas células cancerosas (Cruciani 

et al., 199 1). Algunos de los análogos desarrollados presentan también 

actividad hemolítica, por lo general a concentraciones superiores de 

las necesarias para el desarrollo de la actividad antimicrobiana (Maloy 

y Kari 1995). Adicionalmente se ha demostrado que la mezcla de las 

magaininas 2 y rGLa, muestra un cierto grado de sinergismo (Westerhoff 

et al., 1995). Aparte; en hemocitos, células del torrente sanguíneo del 

protocordado 5tyela clava, se han encontrado cuatro variantes de an

tibióticos peptídicos llamados clavaninas, éstas presentan un 56 % 

de similitud con las magaininas de X. lea vis, por lo que se han des

crito como análogos funcionales y estructurales de estas últimas (Lee 

etal.,1997). 

Las dermaseptinas se han aislado exclusivamente en miembros 

de la familia Hylidae (f'hyl/omedusa sp; Mor et al .. 1991 Y 1994; Batis

ta C. V., rossani L.D. y Bloch C. Jr., manuscrito en preparación). Siete se

cuencias reportadas. de entre 28 y 34 aminoácidos. muestran que este 

grupo de péptidos antimicrobianos se encuentra altamente conserva

do. así como la relación existente entre las dermaseptinas y las 

ceratotoxinas de insectos (Marchini et al., 1993) y la pleurocidina del 

pez f'leuronectes americanus (Cole et al.. 1997). Estudios basados en 

Dicroísmo Circular y predicciones estructurales han determinado que 
las dermaseptinas podrían formar una sola hélice" ,1nfip,itica (Mor y 

Nicolas 1994), lo cual se ha comprob,1do por RMN-'H al menos para el 
caso de la ceratotoxina A, uno de los análogos de las dermaseptinas en 
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insectos (Ragona et al., 1996). Como en el caso de las magaininas, se 

ha demostrado que la región amino terminal es la responsable de la 

actividad antimicrobiana, dado que análogos truncados con los prime

ros 16 ó 18 aminoácidos han demostrado ser incluso más eficientes 

que los péptidos nativos (Mor y Nicolas 1 994b: Coote et al., 1998). Las 

dermaseptinas muestran diferencias en cuanto a los microrganismos 

que son capaces de matar (Nicolas y Mor 1995: Gosh et al., 1997: 

Coote et al., 1998): la mayoría posee también actividad hemolítica, al

gunas dentro del rango microbicida (Seberwal y Nagaraj 1994: Nicolas 

y Mor 1995). Adicionalmente se ha demostrado que la mezcla de las 

dermaseptinas encontradas en una misma especie, posee actividad 

microbicida incrementada hasta en un factor de 100 sobre la actividad 

reportada para los péptidos aislados (Mor et al., 1994b). 

11. '.ii f'éptidos con alto contenido de ciertos aminoácidos 
La familia más heterogénea de antibióticos de naturaleza peptídica es la 

correpondiente a los lineales con alto contenido de ciertos aminoácidos. 

Esta familia es también la menos estudiada: las investigaciones se han 

centrado en la descripción de las estructuras primarias y poco se sabe de 

sus arreglos tridimensionales o mecanismos de actividad. En función de 

la secuencia de aminoácidos podemos identificar dos grupos dentro de 

esta familia. a saber: péptidos ricos en prolina y, usualmente, arginina, y 

proteínas ricas en glicina (Cociancich et al., 1994). El término "ricos en" 

corresponde a que el porcentaje de estos aminoácidos se encuentra muy 

por encima de sus porcentajes típicos de aparición en proteínas. 

Péptidos antimicrobianos ricos en prolina 

Se han aislado especies peptídicas ricas en prolina de insectos como la 

apidaecina y la abaecina de abejas (Casteels et al., 1989 y 1990), la 
formaecina de hormiga (Mackintosh et al., 1998), la lumbricina de gu

sanos de tierra (Cho et al .. 1998) y la drosocina (Bulet et al. 1993) y la 

metchnikowina de D. melanoganster(Levashina et al., 1995); en ma

míferos las bactenicinas de neutrófilos bovinos (Frank et al., 1990), el 

denominado PR-39 de instestino de puerco (Agerberth et al., 1991) Y 

la indolicidina también de neutrófilos de bovinos (Selsted et al., 1992): 

y dos casos en crustáceos, el CmBLP de cangrejo, el cual muestra simi-



litudes importantes con las bactenicinas de mamíferos (Schnap et al., 

(996) y las panaeidinas de camarón (Destoumieux et al., (997). En 

insectos se ha demostrado que la biosíntesis de estos péptidos está 

inducida por invasiones bacterianas (Bulet et al., 1993, Levashina et al., 

1998; para una revisión sobre la inducibilidad de los péptidos 

antimicrobianos en insectos ver Gillespie et al" (997), mientras que los 

originarios de mamíferos son componentes constitutivos de las células 

de donde se han aislado (Nicolas y Mor (995). 

Los péptidos antimicrobianos ricos en prolina presentan pe

sos moleculares de entre 2 y 4 kDa. Se han identificado dos patro

nes de secuencia repetitivos, éstos son Pro-Arg-Pro y Pro-Pro (Boman 

1995), los cuales se cree son los responsables del posible plega

miento de hélice de poli-L-prolina tipo 11 (Cabiaux et al., 1994; Falla 

et al., (996). Algunos miembros de este grupo presentan caracte

rísticas inusuales, tal es el caso de la drosocina y las formaecinas, 

las cuales presentan una substitución O-glicosídica en un residuo 

de treonina; dicha substitución, N-acetilgalactosamina-galactosa, 

es esencial para la actividad microbicida (Bulet et al., 1993; 

Mackintosh et al., (998); la indolicidina, la cual contiene, además 

de una alta proporción de Pro, un alto contenido de triptofano, 5 en 

una molécula con 13 aminoácidos. de hecho la más alta conocida 
para cualquier especie peptídica (Selsted et al., 1992). y; las 

panaeidinas de camarón que presentan un segmento amino termi· 

n,11 rico en prolinas y un C-terminal rico en cisteínas con tres puen

tes disulfuro, por lo que se han propuesto como híbridos funciona

les de dos familias de péptidos antimicrobianos (ver más adelante; 

Destoumieux et al" (997). 

Mientras que la mayoría de los péptidos ricos en prolina de 

insectos actúan fundamentalmente contra bacterias Gram-nega

ti vas (Meister et al., 1997), algunos, como el caso de la 

metchnikowina (nombrada así en honor de E. Metchnikow, quien 

a finales del siglo pasado estudio la "respuesta inmune" de los 

insectos), no parecen tener actividad contra éstas. sino contra 

bacterias Gram-positivas y hongos (Levashina et al., 1995). Los 

miembros de este grupo provenientes de mamíferos actúan con-
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tra ambos tipos de bacterias y algunos hongos (Falla et al., (996), 

aunque también presentan ciertos efectos en la expresión genética 

de células de mamífero (Chan y Gallo (998). 

Especies peptídicas antimicrobianas ricas en glicina 

Esta clase forma un grupo altamente heterogéneo (Meister et al. (997). 

que actúa fundamentalmente contra bacterias Gram-negativas. Los 

pesos moleculares van desde los 8 hasta los 30 kDa: inclusive el por

centaje de glicina, que define la clasificación de este subgrupo, es muy 

variado, de (O a 2 ( %. 

Los primeros miembros reportados de esta familia, llamados 

atacinas, se encontraron en la hemolinfa de H. cecropia, identificándose 

seis componentes altamente relacionados (Hultmark et al., 1983). Más 

recientemente se ha logrado determinar la secuencia de aminoácidos, a 

partir de clonas de cDNA, para varios miembros de esta familia (Boman 

et al., 199 (), comprobándose que existen sólo dos precursores a nivel 

del RNA, que pueden identificarse como formas básicas y ácidas de la 

atacina, y que entre los miembros de cada clase la diferencia fundamen

tal es una modificación post-traduccional que implica el procesamiento 

enzimático de una parte del carboxilo terminal, además de que en las 

formas básicas el amino terminal se encuentra ciclizado (Cociancich et 

al.. 1994). Otras atacinas se han aislado de Bombyx mori (Sugiyama et 

al., 1995) y Drosophíla (Ásling et al., 1995) y otras proteínas ricas en 

glicina con actividad similar en larvas de especies del género Hyalophora 

(Axén et al., 1997). Adicionalmente, en la hemolinfa de 5. peregrina, se 

han encontrado péptidos ricos en glicina constitutivos, que poseen acti

vidad antimicótica (lijima et al., (993). Péptidos similares se han descrito 

en larvas de algunos coleópteros (revisado en Hoffman et al., 1996) y 

abejas (Casteels et al., 1993), todos éstos presentan un inusual conteni

do de glicina, superior al 40 %. 

Por último. mecionaremos a las diptericinas y las sarcotoxinas 11. Las 

llamadas sarcotoxinas 11 provienen de larvas de 5. peregrina (Ando et al., 

1987), contienen entre 250 y 280 residuos de aminoácido. y presentan 
dos dominios, un N-terminal rico en Pro y un dominio C-terminal ( 80 

residuos) rico en glicinas altamente conservado que se encuentra invaria

blemente amidado (Cociancich et al., (994). Las diptericinas son péptidos 
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inducibles de 9 kDa, encontrados en I'hormia terranovae (Dimarcq et al., 

1990) y S. peregrina (Ishikawa et al., 1992), que presentan dos segmen

tos diferenciados por homologías con dos grupos distintos de péptidos 

antimicrobianos, un amino terminal similar a péptidos ricos en prolina, 

que también presenta una glicosilación, y un carboxilo terminal rico en 

glicinas. Se ha descrito a las sarcotoxinas 11 y las diptericinas como hibridos 

funcionales de estos dos grupos (Cociancich et al., 1994). 

".I.1iI Péptidos antimicrobianos con un puente disulfuro 
Los péptidos antimicrobianos con un puente disulfuro representan un 

grupo altamente homogéneo. Salvo una interesante excepción, la 

thanatina del insecto I'odisus maculiventris, todos los miembros de este 

grupo han sido aislados de la piel de especies de la familia Ranidae. Su 

característica principal, que define la naturaleza de este grupo de anti
bióticos, es la presencia de una asa en el carboxilo terminal, estabilizada 

por un puente disulfuro entre la cisteína que termina con la secuencia y 

otra en posición -7 con respecto a ésta. 

Según la propuesta de D. Barra y M. Simmaco ( 1995), se pueden 

identificar cuatro grupos en esta familia. la diferenciación se hace en 

función de las características estructurales y la actividad de los péptidos. 

Cronológicamente. primero se aislaron las brevininas tipo -1 y -2 de la 

especie Rana brevipoda porsa (Morikawa et al., 1992). En éstas se iden

tificó el patrón de secuencia que después se comprobaría común a todo 

un grupo de péptidos antimicrobianos. Las diferencias entre ambos ti

pos de brevininas se ubican en el tamaño característico (25 y 35 

aminoácidos, respectivamente). la secuencia del amino terminal y el 
espectro de actividad. Las brevininas de tipo 1 son ligeramente más 

hidrofóbicas, característica que se cree responsable de la capacidad de 

éstas para lisar células sanguíneas (Barra y Simmaco 1995). Se han 

aislado brevininas de otras especies del género Rana, tales como las 

brevininas 1 e y 2e de R. esculenta (Simmaco et al., 1994), la ranalexina 

de R. catesbeiana (Clark et al., 1994) y las gaegurinas -2 y -6 de R. 
rugosa (park et al., 1994). Estudios con variantes sin cisteínas de la 

gaegurina-6 sugieren que éstas no son indispensables para la activi

dad microbicida, ya que cuando son reemplazadas por serinas presen

tan las mismas cualidades antimicrobianas que el péptido nativo (Suh 
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et al., 1996), afirmación también válida para la brevinina-l e y la 

ranalexina reducidas (Kwon et al., 1998; Vignal et al., 1998). La estuctura 

de las brevininas se había predicho como una hélice alfa que termina

ría en el asa carboxilo terminal (Clark et al., 1994), lo cual se ha com

probado para el derivado sin cisteínas de la gaegurina-6 (Suh et al .. 

1996), y la ranalexina sintética (Vignal et al., 1998). 

Las otras subfamilias se han denominado esculentinas - I Y -2; 

éstas se han aislado de R. esculenta (Simmaco et al., 1993) y R. rugosa 
(park et al., 1994). difieren de las brevininas en el espectro de actividad 

y el tamaño (de entre 38 y 45 residuos de aminoácidos). Sin embargo. 

el estudio de ambos grupos ha demostrado que poseen similitudes im

portantes; de hecho, en el análisis de las secuencias codificantes para 

todos los miembros de este grupo se han encontrado identidades de 
50 a 90 % entre los péptidos señal (revisado en Barra y Simmaco 1995). 

En la región líder del gene se presentan dos zonas diferenciadas, una 

codificante para aminóacidos predominantemente hidrofóbicos, segui

da de una netamente ácida (72 % de los residuos), característica co

mún a varios precursores, y un sitio de procesamiento enzimático com

pletamente conservado, inmediatamente anterior a la secuencia de

terminada como el péptido activo (pre-pro-K-R-péptido maduro). Los 

datos de la organización de los genes de las brevininas y las esculetinas, 

hacen suponer que ambas familias provienen de un solo gen que se 

duplicó y mutó para eficientar la defensa de los org,1nismos contra 

patógenos. Esta estructura genómica también se encuentra en otros 

péptidos bioactivos de la piel de especies de otras familias de afibios 

(Hylidae), como el caso de las dermorfinas y deltorfinas, péptidos 

opioides neuroactivos (Daly et al., 1992; Morikawa et al., 1992) y las 

dermaseptinas (Amiche et al., 1994; Charpentier et al.. 1998). 

En insectos se ha descrito la existencia de lo que parece ser un 

análogo acortado de las brevininas de tipo I (Fehlbaum et al.. 1996). 

este péptido, denominado thanatina, contiene 2 1 aminoácidos y la re

gión de mayor identidad es el extremo carboxilo terminal. Presenta el 
asa definida por las cisteínas. con dos modificaciones importantes: la 

primera es la posición relativa de los residuos que establecen el puente 
disulfuro ( 1 :-8 en vez de 1 :-7, contando desde el extremo carboxilo). y 
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la presencia de una extensión de tres aminoácidos después de la cisteína 

terminal. Dichas modificaciones representan un importante factor de 

diferencia con los péptidos de esta familia originarios de ranas; a nivel 

estructural la thanatina presenta un plegamiento en forma de pasador 

beta, en claro contraste con el reportado para otros miembros de esta 

familia y similar al reportado para péptidos con dos puentes disulfuro 

(ver más adelante), del residuo 8 hasta el carboxilo terminal (Mandard 

et al., 1998). Sin embargo, el disolvente donde se realizaron las deter

minaciones estructurales fue agua, en vez de una mezcla de ésta con 

algún agente inductor para la formación de hélices <1, por lo que no 

puede descartarse la posibilidad de que el amino terminal. al encon

trarse en un medio más hidrofóbico como la membrana de las células 

blanco, forme una estructura secundaria del tipo de la reportada para la 

ranalexina. La thanatina ataca, en concentraciones similares a las fisio

lógicas, tanto a bacterias Gram positivas como Gram negativas y hon

gos filamentosos (Fehlbaum et al., 1996). 

(1, "Iv Péptidos con dos o más puentes disulfuro 
Péptidos antimicrobianos con dos puentes disulfuro 

La primera especie peptídica descrita de esta familia fue la taquiplesina, 

aislada del cangrejo Tachyplesus tridentatus, este péptido de 17 residuos 

demostró poseer actividad microbicida contra un amplio espectro de bac

terias, tanto Gram positivas como Gram negativas, asi como contra hon

gos (Nakamura et al., 1988). El arreglo tridimensional de la taquiplesina ha 

sido determinado por RMN-' H (I<awano et al., 1990); la estructura refiere 

a la de un pasador 11, que consiste en una hoja 11 antiparalela de dos hebras, 

que comenzaría con el residuo número 3, una de las cisteínas, hasta el 8, 

donde se encuentra una vuelta tipo p-I, para continuar con la segunda 

hebra, desde el residuo I I hasta el carboxilo terminal. Se han aislado otras 

taquiplesinas, tres del cangrejo Limulus polimephus (Miyata et al., 1989), 
y un,1 m,is de la hemolinfa del alacran Leiurus quinquiestratus (Ehret

Sabatier et al., 1996). 

Dentro de los péptidos microbicidas encontrados en leucocitos de cer
do se ha caracterizado un grupo con dos puentes disulfuro denominado 

protegrinas. Éstas contienen de 16 a 18 residuos de aminoacidos, su espec

tro de actividad, antibacteriano (I<okryakov et al., 1993) y antimicótico (Cho 



et al.. 1 998b). está más relacionado con las defensinas de mamífero (ver más 

adelante). que cOn las taquiplesinas. De hecho análisis de homologia de se

cuencia. demuestra que ambas familias encontradas en mamíferos están es

trechamente emparentadas (similitudes> 40 % en 18 aminoácidos 

sobrelapados; I<orkyakov et al.. 1993). Se ha determinado la estructura de la 

protegrina-I por RMN 'H, ésta. al igual que las taquiplesinas. adopta un ple

gamiento en forma de una hoja P de dos hebras estabilizada por los puentes 

disulfuro (Aumelas et al.. 1996). 

En diversas especies de plantas se han encontrado péptidos 

antimicrobianos con dos puentes disulfuro que no presentan relacio

nes estructurales con los dos grupos arriba descritos; aquí presentamos 

dos ejemplos. En semillas de Impdtiens balsamina. se ha encontrado 

una serie de péptidos antimicóticos altamente similares entre sí. deri
vados de un solo precursor de alto peso molecular. éstos se han deno

minado Ib-AMP 1 a 4. los cuales contienen 20 residuos. cuatro de ellos 

cisteínas en posiciones invariables. involucradas en la formación de 

dos puentes disulfuro (Tailor et al.. 1997). La estructura del Ib-AMP 1 

fue recientemente investigada por métodos de Dicroísmo Circular y 

RMN-'H. En ese trabajo se presenta evidencia de que la estructura no 

está compuesta por hélices u u hojas [J. sino por elementos estructura

les menos definidos del tipo de las vueltas fl (patel et al.. 1998). Por otra 

parte en granos de maíz se ha descrito la presencia de un péptido 

microbicida de 4 kDa con dos puentes disulfuro. denominado MBP- l. 

que presenta. en pruebas de DC, un alto caracter alfa helicoidal (Duvick 
et al.. 1992). 

Péptidos antimicrobianos con tres puentes disulfuro 

Una parte importante del sistema inmune de m,lmíferos la constituyen 

las células fagocíticas del tipo de los macrófagos y los neutrófilos. en 

éstos se encuentran presentes una serie de péptidos antimicrobianos 

de amplio espectro. donde el grupo principal lo constituyen las llama

das defensinas "clásicas" y las p-defensinas. 

Cronológicamente se aislaron primero las defensinas de 

macrófagos de conejo (Selsted et al.. 1983); la estructura primaria. de

terminada en el mismo trabajo. de 33 aminoácidos. demostró la pre

sencia de seis cisteínas involucradas en tres puentes disulfuro. así como 
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un alto contenido de residuos de arginina. Se han encontrado miem

bros de este grupo en diversos tipos celulares y especies, incluyendo 

gránulos de neutrófilos en humanos, conejos y ratas, macrófagos 

alveolares en conejos, y células epiteliales de la pared del intestino 

delgado en ratones y humanos (revisado en Ganz y Lehrer 1994). Estas 

defensinas "clásicas" poseen actividad microbicida contra un amplio 

espectro de bacterias, micobacterias, hongos y algunos virus 

encapsulados (revisado en Lehrer et al., 1993). Otras actividades se 

han reportado para las defensinas, tales como la capacidad de contri

buir positivamente a la lisis mediada por neutrófilos de células tumorales, 

la reparación de tejidos dañados, la inducción del crecimiento celular, 

así como el bloqueo reversible del receptor de la hormona adenocorti

cotropina (revisado en Ganz y Lehrer 1994). 
las cisteínas se encuentran en un arreglo consenso determinado como 

... -Cis I-Xaa-Cis2-(Xaa)4-Cis3-(Xaa),-GIi-Xaa-Cis4-(Xaa).-Cis5-Cis6-Xaa- ... , 

unidas en relación 1-6,2-4 Y 3-5. El plegamiento tridimensional se ha deter

minado por RMN-IH para NP-I, NP-5 Y HNP-2 (Pardi et al., 1988 y 1992) Y 

por difracción de rayos X para HNP-3 (HiII et al., 1991). La estructura está 

dominada por tres hebras que conforman una hoja p, estabilizada por los 

disulfuro. La celda unitaria del cristal de HNP-3 está compuesta pardos mo

léculas de defensina formando un dímero estabilizado por puentes de hidró

geno e interacciones hidrofóbicas intermoleculares. Esta asociación se ha 
utilizado para proponer modelos del posible mecanismo de actividad de las 

defensinas de mamífero (Hill et al., 1991). 

Las p-defensinas se han encontrado en leucocitos de pollo (Harwig 

1994), tejidos epiteliales humanos (Bensch et al., 1995; Harder et al .. 

1997; Bals et al., 1998) y en neutrófilos (Selsted et al., 1993) y tráquea 

de bovinos (Diamond et al., 199 1). Difieren de las defensinas clásicas 

en su longitud (de 38 a 42 residuos), estructura primaria, espectro de 

actividad (exclusivamente contra bacterias) y arreglo de disulfuros. el 

cual se encuentra en una relación ... -Cis 1-(Xaa)4-Gli-Xaa-Cis2-(Xaa)4-

Cis3-Pro-(Xaa)6-Gli-Xaa-Cis4-(Xaa)o-Cis5-Cis6-Xaa- ... ; los puentes se 
establecen entre 1-5. 2-4 Y 3-6. A pesar del arreglo diferente de las 

cisteínas. la estructura de las Il-defensinas es muy similar a la de las 

defensinas clásicas (Zimmermann et al.. 1995). 
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En insectos se han descrito una variedad de péptidos con 

tres puentes disulfuros, a los cuales se les denomina defensinas 

de insecto. los primeros miembros reportados de esta clase se 

aislaron de las secreciones de una línea celular embriónica de S. 
peregrina (Matsuyama y Natori 1988), los autores propusieron el 

nombre de sapecinas; éstas contienen alrededor de 40 residuos y 

seis cisteínas arregladas en una disposición 1-4, 2-5 Y 3-6 de la 

secuencia ... -Cis 1-(Xaa)o-Cis2-(Xaa),-Cis3-(Xaa)o-GIi-Xaa-Cis4-

(Xaa)o-Cis5-Xaa-Cis6-... (Kuzuhara et al., 1990). Unos meses des

pués del reporte de las sapecinas, el grupo de I.A. Hoffman del 

CNRS francés, describió el hallazgo de otro péptido antimicrobiano 

con tres pares de cisteínas en la hemolinfa de moscas inmunizadas 

(lambert et al., 1989); aunque la identidad entre la especie repor

tada en este trabajo, llamada defensina A, y la sapecina es mayor 

al 90 %, Y el arreglo de disulfuros idéntico (lepage et al., 1991), 

los autores ignoraron el trabajo de los japoneses en la discusión y 

propusieron el nombre de defensinas de insecto para esta subclase 

de péptidos antimicrobianos. Se han encontrado defensinas de in

secto en una variedad de especies de las familias Díptera 

(Matsuyama y Natori 1988; lambert et al., 1989; Dimarcq et al., 

1994; Chal k et al., 1994), Coleóptera (Moon et al., 1994), 

Heminóptera (Cateels-)osson et al., 1994), raleóptera (Bulet et al., 

1992) y Hemíptera (Cociancich et al., 1994b). En artrópodos de la 

clase Arachnida y Moluscos se han descrito péptidos homólogos 

de las defensinas de insectos (Cociancich et al. 1993; Charlet et 

al., 1996; Ehret-Sebatier et al., 1996; Hubert et al., 1996). las 

defensinas de insecto actúan fundamentalmente contra bacterias 

Gram-positivas; sin embargo efectos microbicidas contra bacte

rias Gram-negativas (revisado en Hoffmann y Hetru 1992) y 

protozoarios también se han reportado (Shahabuddin et al.. 1998). 

La primera propuesta sobre el plegamiento tridimensional de las 

defensinas de insecto la hicieron H. Hanzawa et al., en 1990. Ellos rea
lizaron la determinación estructural de la sapecina de 5. peregrina por 

RMN-'H; los resultados representaban una resolución muy pobre. en la 

que sólo se podían identificar los patrones de estructura secundaria. 
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Años después. el grupo de Hoffmann realizó determinaciones de es

tructura con el mismo método para la defensina A de f'. terranovae. la 

calidad del modelo mejoró pero no sustancialmente (Sonmatin et al.. 

1992). Fue hasta 1995 que se obtuvo un modelo bien resuelto. en el 

cual se observan claramente todos los elementos que configuran la 

estructura tridimensional de las defensinas de insecto (Cornet et al.. 

1995). Las defensinas de insecto presentan un patrón estructural que 

se conoce como a//l estabilizado por cisteínas (a/p-EC). el cual consiste 

en dos elementos de estructura secundaria definidos (una hélice a de 

los residuos 16-23 y una hoja fl antiparalela de dos o tres hebras. 27 a 

3 I Y 34 a 38 en el caso de la DefA. estructuradas en forma de "pasa

dor") que se encuentran unidos y estabilizados por dos disulfuros. co

rrespondientes a los pares 2-5 y 3-6. el tercer par de cisteinas (1-4) 
une la primera hebra p con el asa ami no terminal. De cualquier forma. la 

estructura de las defensinas de insecto es altamente dependiente del 

ambiente en que se encuentre. lo cual podría tener implicaciones en el 

mecanismo de actividad (Maget-Dana et al.. 1995). El motivo estructu

ral de las defensinas de insecto lo adoptan péptidos con muy diversa 

función tales como las toxinas de alacrán (que actúan sobre canales 

iónicos). las tioninas gama y las defensinas de plantas (grupos de 

péptidos antimicrobianos con cuatro puentes disulfuro. ver más ade

lante) y el edulcorante brazeína encontrado en frutos de Pentadiplandra 

brazzana (Caldwell et al.. 1998). A nivel de secuencia estos grupos 

sólo conservan seis residuos de cisteína en una disposición y arreglo 

de disulfuros invariables. 

Se han encontrado otros péptidos antimicrobianos con tres puen

tes disulfuro que no presentan relación con el grupo de las defensinas. 

aquí mencionaremos tres ejemplos: 1) La NI<-lisina es un polipéptido 

de 8 kDa encontrado en el intestino de puerco (Andersson et al.. 1995). 

presenta similitudes importantes. a nivel de estructura primaria. con 

los péptidos formadores de poro del patógeno humano Entoamoeba 

histolitica. conocidos como amebaporos (Leippe 1995). así como con 

dos proteínas putativas. de actividad y distribución desconocida. iden

tificadas en el genoma humano (Soman 1995). Recientemente se ha 

determinado la estructura de la NI<-lisina. la cual presenta un plega-
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miento globular constituido por 5 hélices alfa enroscadas (Liepinsh et 

al., 1997). El espectro de actividad de la NK-lisina se ha comprobado 

contra algunas cepas de E. coliy del hongo Candida albicans, así como 

contra líneas de células tumorales (Boman 1995). 2) En granos de 

Macadamia integrifolia, se encontró un péptido de 8 kDa denominado 

MiAMP 1, capaz de inhibir a concentraciones nanomolares el creci

miento de un buen número de hongos que afectan a plantas. así como 

contra algunas bacterias (Marcus et al., 1997). 3) las panaeidinas del 

camarón Paneaus vannamei presentan un dominio C-terminal 

entrecruzado por seis puentes disulfuro y ejercen una actividad 

bacteriostática similar a la de los péptidos ricos en prolina (de hecho 

poseen un dominio rico en este aminoácido, ver arriba), y en contras

te con el mecanismo propuesto para otros péptidos antimicrobianos 

con tres puentes disulfuro (Destoumieux et al., 1997). 

Péptidos antimicrobianos con cuatro puentes disulfuro 

los miembros de este grupo de polipéptidos de 5 kDa han sido identificados, 

salvo una excepción encontrada en D melanogaster. en plantas de diversas 

familias. los primeros reportes correspondieron al aislamiento de péptidos pro

ducidos por trigo, con función similar a las tioninas a y 13 de plantas (revisado en 

Aoracl< y Stiekema 1994), por lo cual se designaron tioninas gama (Colilla et al., 

1990). Posteriormente se demostró que la estructura de estos péptidos aislados 

de trigo no está, en forma alguna, relacionada con las tioninas a y Il típicas (revi

sado en Broekaert et al.. 1995). Se han descrito compuestos estructuralmente 

similares a las tioninas gama, algunos con función distinta (llamados defensinas 

de plantas), en una variedad de especies de plantas, incluyendo rábano, castaña, 

cebada, papa y sorgo (T erras et al., 1993; también ver la revisión de Broekaert et 

al.,1995). 

En función de la secuencia de aminoácidos y los blancos de este 

grupo se distinguen como tioninas gama, que tienen una función 

microbicida bastante inespecífica, y defensinas de plantas, que atacan 

a una amplia variedad de hongos (Broekaert et al., 1995). Con respecto 

del espectro de actividad. se divide a las defensinas de plantas en dos 

grupos, sin que ésto pueda asociarse a un patrón de secuencia; los 

morfogénicos que actúan contra hongos similares a los productores de 

la penicilina y, los no morfogénicos que lo hacen más efectivamente 
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contra patógenos típicos de plantas como Leptosphaeria maculans 
(Cammune et al., 1992; Broekaert et al., 1995). 

Las tioninas gama y las defensinas de plantas contienen 4 pares 

de cisteínas arregladas en disposición 1-8, 2-5, 3-6 Y 4-7, sobre una 

secuencia consenso ... -Cis 1 -(Xaa)n -GIi -Xaa -Cis2 -(Xaa)n -Cis3-(Xaa),

Cis4-(Xaa)3 -Glu-(Xaa)n -GIi-Xaa-Cis5-(Xaa)n -Cis6-Xaa-Cis 7 -(Xaa)n-Cis8 

(Nitti et al., 1995), relación idéntica a la que presentan las toxinas de 

cadena larga de alacranes (Courad y lover 1984). Dado que los puen

tes disulfuro intermedios guardan la misma relación que en las 

defensinas de insecto, se esperaba que el plegamiento resultara equi

valente, lo cual efectivamente se demostró cuando se resolvieron las 

estructuras de las tioninas y I-H, I-P Y 51a 1, provenientes de cebada, 

trigo y sorgo respectivamente (Bruix et al., 1993; Bloch et al.. (998), y 

de la defensina Rs-AFP 1 de Raphanus sativus (Fant et al., 1998). Entre 

ambos tipos de antibióticos se pueden ubicar pocas diferencias a nivel 

del plegamiento global que adoptan; sin embargo las regiones que co

rresponden a las asas y giros que unen los segmentos con estructura 

secundaria definida sí presentan un importante grado de divergencia 

tanto a nivel de secuencia como en el arreglo tridimensional (Fant et al, 
1998). A diferencia de las defensinas de insecto, los péptidos 

antimicrobianos u rl -EC originarios de plantas presentan, en el amino 

terminal, una tercera hebra de la hoja beta, característica que compar

ten con algunas toxinas de alacranes y la brazeína. 

En Drosophila se ha encontrado un péptido homólogo de las 

defensinas de plantas (similitud cercana al 40 %); este péptido llamado 

drosomicina, que fue el primer antimicótico reportado en insectos 

(Fehlbaum et al. 1994), establece el mismo patrón de disulfuros (Michaut 

et al., 1996) y adopta idéntico plegamiento tridimensional que sus aná

logos en plantas (Landon et al., 1997). Aparte; se han descrito una serie 

de péptidos antimicrobianos similares a la heveína, la proteína res

ponsable de las reacciones alérgicas al latex. Ésta contiene 43 re

siduos, ocho de ellos cisteínas, y presenta una estructura domina
da por una hoja p antiparalela de dos hebras centrales unidas por 

puentes disulfuro a los extremos N y C terminales de la proteina 

(Rodríguez et al., 1986: Andersen et al., 1993), el plegamiento global, 
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que se conoce como dominio de unión a quitina, lo presentan pro

teínas muy variadas como la aglutinina de germen de trigo (Wrigth 

1987 y 1989), la lectina de ortiga (Beintema y Peumans 1992) y 

los péptidos antimicrobianos Ac-AMP 1 y 2 de amaranto (Broekaert 

et al .. 1992; Martins et al., 1996) y Pn-AMP 1 a 3 de semillas de 

f'harbitis nitl L (1<00 et al., 1998), los cuales presentan una marcada 

actividad antimicótica, similar a la que desarrollan las tioninas y (1<00 et 

al.,1998). 

11.2 Mecanismos de actividad 

11.2.1 f'éptidos lineales alfa helicoidales 
Todos los miembros de la superfamilia de los péptidos antimicrobianos 

alfa helicoidales poseen una característica estructural común, esta es 

la naturaleza anfipática de las hélices que los conforman. La cara po

lar de las hélices contiene, invariablemente, residuos básicos que le 

confieren una carga neta positiva que puede interactuar electrostá

ticamente con las cargas negativas de los fosfatos en los fosfolípidos 

(Nakajima et al., 1987; Christensen et al., 1988; Matsuzaki et al., 1995 

y 1997). Dicha interacción es inespecífica, como lo demuestra el he

cho de que análogos sintéticos con exlusivamente aminoácidos D con

servan las mismas propiedades en pruebas biofísicas y en su función 

microbicida (Bessalle et al., 1990; Wade et al., 1990), y sólo depende 

de la abundancia de lípidos ácidos en la membrana blanco (Nakajima 

et al., 1987; Matsuzaki et al., 1995; Wang et al., 1998) y la concentra

ción de colesterol (Christensen et al., 1988; Matsuzaki et al., 1995; 

Tytler et al., 1995). Ambos factores se han propuesto como las razo
nes de la especificidad por membranas microbianas, toda vez que re

presentan diferencias claras con las membranas de los hospederos. 
Funcionalmente el reconocimiento entre los péptidos antimicrobianos y las 

membranas celulares podría aumentar la concentración local del péptido 

sobre sus blancos; además se ha propuesto como el primer paso del meca

nismo mediante el cual éstos matan a las células sobre las que actúan. 

La actividad microbicida se atribuye claramente al efecto lítico que de

sarrollan esta clase de péptidos (Nakajima et al., 1987; Christensen et al., 1988; 

Westerhoff et al. 1989; Boman et al. 1993), aunque otros efectos. como el 

desacoplamiento de la respiración que resulta de la disipación del sitema bio-
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lógico de generación de energía asociado a membranas (Westerhoff et al., 

1 989; Hugosson et al., 1 994) Y la pérdida de 1<' citoplásmico (Matsuzaki et al., 

1 997b), también se han registrado y propuesto como coadyuvantes en la 

función antibiótica; aunque bien pueden considerarse como consecuencias 

del efecto lítico. 

Sin embargo. la relación entre lisis y la función microbicida no está del 

todo esclarecida. Se han propuesto dos mecanismos generales para expli

carla (revisado en Bechinger 1997; Matsuzaki 1998): el primero consiste en 

que la cara hidrofóbica de los péptidos, después de que éstos se asocian a las 

membranas bacterianas. internas o externas, formando agregados, penetra 

en la bicapa lipídica. en un primer momento paralelamente a ésta (Ludtke et 

al., 1994 y 1996; Matsuzaki et al., 1994 y 1996), para después introducirse, 

cuando la concentración local del péptido llega a un valor límite (Ludtke et 

al., 1994; Jo et al., 1998), a la fase hidrofóbica de la membrana y formar 

canales aniónicos voltaje-dependientes sobre membranas tanto artificiales 

como naturales (Christensen et al., 1 988, Cruciani et al., 1 99 1; Ludtke et al., 

1994 y 1996; Matsuzaki et al., 1995 y 1997; Lockey y Ourth 1996; Jo et al., 

1998; Wenk y Seelig 1998). Estos canales podrían estar formados por 

multímeros del péptido (Agawa et al .. 1991; Durell et al., 1992) o complejos 

supramoleculares que involucrarían a fosfolípidos de la membrana (Ludtke 

et al., 1996; Matsuzaki et al., 1 998a). Al menos para el caso de la magainina 

2, en una tercera etapa. el péptido puede translocarse hacia el lado citoplásmico 

de la membrana posibilitando alguna función intracelular (Matsuzaki et al., 

1996). 

El segundo mecanismo se conoce como "tipo carpeta". original

mente fue propuesto por Y. rouny et al. ( 1992). estudiando la interac

ción de derivados fluorescentes de la dermaseptina A con membranas 

sintéticas. rosteriormente, con base en experimentos espectrofluoro

métricos, de reflactancia difusa de IR y RMN en disolución y fase sóli

da. este modelo se ha propuesto para la cecropina B2. el rGLa. la 

cecropina r 1, la magainina 2. la caerina l. l. Y el Shiva-3 (Bechinger et 

al., 1993 y 1998; Gazit et al., 1994, 1995 Y 1996; Hirsh et al.. 1996; 
Wong et al., 1997; Boisbouvier et al., 1998). El mecanismo consiste en 

que los péptidos asociados parelela e inespecíficamente a la membra

na. la rigidizan provocando una variación en el potencial de membra-
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na, seguida de la disrupción de la bicapa. La concentración del péptido 

en la superficie de la membrana de las células blanco, que se ha recono

cido como un factor fundamental que media la actividad microbicida 

(SlIvestro et al., 1997), podría además favorecer alguno de ambos tipos 

de mecanismo (Ludtke et al., 1994 y 1996), como se ha comprobado 

para el caso de la alameticina, un antibiótico alfa helicoidal de origen 

micótico (He et al., 1995). 

1I.2.1i Péptidos con alto contenido de ciertos aminoácidos 
Como ya se mencionó esta familia presenta un alto grado de hetero

geneidad, incluso entre aquellos miembros de cualquiera de los dos 

grupos en que se divide; de hecho, dadas las marcadas diferencias 

químicas entre éstos, no es de esperarse un mecanismo común. Sin 

embargo. como se verá más adelante, el análisis de la información 
reportada demuestra que el mecanismo es diferente del lítico descri

to para otras clases de péptidos antimicrobianos y que actúan funda

mentalmente afectando mecanismos celulares de biosíntesis de pro

teínas y/o ácidos nucleicos. 

Para los miembros de las especies ricas en prolina origina

rios de mamíferos se han estudiado los mecanismos de acción de 

las bactenicinas, el PR-39 y la indolicidina. Las bactenicinas indu

cen un aumento en la permeabilidad de la membrana con el sub

secuente decremento de la respiración celular, además de incre

mentar la pérdida de metabolitos e inhibir la biosíntesis de proteí

nas y ARN (Skerlavaj et al., 1990). El PR-39 interfiere el creci

miento de bacterias pero no provoca lisis en éstas, disminuye la 

síntesis de proteínas e induce la degradación de la maquinaria 

proteica para la síntesis del ADN (Boman et al., 1993). La 
indolicidina ejerce su actividad mediante la represión de la sínte

sis de ADN (Subbalakshmi et al.. 1996; Subbalakshmi y Sitaram 

1998); aunque otros autores registran un incremento de la co

rriente transmembranal, que asocian a la capacidad de formar poros 

con la consecuente permeabilización de la membrana interna de 

bacterias (falla et al., 1996). Para el caso de los péptidos ricos en 

prolina provenientes de insectos poco se ha estudiado al respec

to, sólo existe evidencia de que análogos de apidaecina con ex-



11 (Jel1('}"ulidlld('s ."('('(Iulsmos de ... 2 I 

clusivamente aminoácidos D no son activos, por lo que se cree, al 

menos para este caso, que el mecanismo de acción puede estar 

asociado a la presencia de receptores membrana les quirales 

(Casteels y Tempst 1994). 

El mecanismo de actividad de los péptidos antimicrobianos ri

cos en glicina permanece desconocido, únicamente se ha estudia

do el efecto de las atacinas sobre la membrana externa de bacte

rias (Engstrom et al., 1984), dicho efecto se ha descrito como 

bacteriostático, esto es que el efecto antibacteriano se ejerce me

diante una represión del crecimiento, a tra vés de impedir la sínte

sis de algunas proteínas de la membrana externa de la bacteria, 

reprimiendo específicamente la expresión de los genes de la fami

lia omp (Carlsson et al., 1991). Resultados similares se han descrito 
para la actividad de la gloverina (Axén et al., 1997). 

11.2.111 Péptidos antimicrobianos con un puente disu/furo 

El grupo de Zasloff observó la relación estructural de los péptidos 
antimicrobianos con un puente disulfuro con la polimixina (Clark et al., 

1994), un antibiótico de origen bacteriano que presenta una región 

hidrofóbica compuesta por una cadena hidrocarbonada y una región 

polar peptídica en forma de asa con cargas positivas (revisado en Storm 

et al., 1977); en base a lo cual propusieron un mecanismo análogo al 

observado para la polimixina, en donde el asa positiva interactuaría 

con los fosfolípidos negativos de la membrana y la regíon hidrofóbica, 

que estaría formando una hélice a, penetraría en la membrana causan
do la disrupción de la misma (Clark et al., 1994). 

Sin emb,lrgo estudios sobre el espectro de actividad de la thanatina. 

el análogo de las brevininas encontrado en insectos. hacen suponer 
que el mecanismo microbicida no está dirigido a la membrana 

citoplásmica y que de hecho varios mecanismos podrían estar involu

crados, dado que análogos con exclusivamente aminoácidos D, en fun

ción del microrganismo que se pruebe, no presentan comportamientos 

consistentes (Fehlbaum et al., 1996). En el único trabajo realizado sobre 

la interacción de un miembro de esta familia con membranas sintéticas 

se demostró que 1,1 ranalexina se orienta paralelamente a la membrana 

sin sufrir cambios conformacionales importantes. sugiriendo un meca-
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nismo similar al tipo carpeta propuesto para los péptidos alfa helicoidales 

y diferente del aceptado para la polimixina (Vignal et al., 1998), 

1I.2.lv Péptídos antímícrobíanos con dos o más puentes dísulfuro 
Las taquiplesinas permeabilizan la membrana externa, pero no la inter

na, de bacterias Gram-negativas de manera similar a lo reportado para 

el modelo de formación de poros de los péptidos alfa helicoidales, esto 

es, se asocian electrostáticamente con los fosfolípidos de la membrana, 

para después introducirse perpendicularmente a ésta y formar poros 

moderadamente selectivos a aniones y, como último paso, translocarse 

hacia el espacio intermembranal; en el proceso la estructura de hoja 13 

podría desestabilizarse para favorecer una conformación más anfipática 

(Matsuzaki et al., 1991; Ohta et al., 1992; Park et al., 1992; Oishi et al., 

1997). El efecto microbicida está asociado al segundo paso de este 

mecanismo, para el cual la presencia de los puentes disulfuro del péptido 

nativo se ha demostrado como indispensable (Matsuzaki et al., 1997c). 

Las protegrinas permeabilizan membranas celulares, en un proceso 

análogo al demostrado para las taquiplesinas (Mangoni et al., 1996); 

además, estudios de RMN han demostrado que las protegrinas dimerizan 

en presencia de micelas de fosfolípidos, varios dímeros podrían formar 

complejos macromoleculares orientados perpendicularmente a la mem

brana (Roumestand et al., 1998). 

Las defensinas de mamiferos permeabilizan secuencialmente las 

membranas externa e interna de bacterias (Lehrer et al" 1989), lo cual se 

ha asociado con la capacidad de formar poros en bicapas lipidicas artifi

ciales y naturales (Kagan et al., 1990; Wimley et al., 1994, Lencer et al., 

1997) y la promoción de la fusión y la lisis de vesículas de fosfolípidos 

(Fujíi et al., 1993). El modelo del poro de defensinas está basado en la 

naturaleza dimérica que presentan las defensinas de humano (Hill et al" 

1991); en éste los dímeros de defensina se asociarían electrostáticamente 

con la membrana, para después conformar un hexámero de dímeros 

transmembranal que formaría un poro de 25 A (Wimley et al., 1994). Sin 

embargo se ha demostrado que las defensinas de conejo no dimerizan 

en solución (Pardi et al., 1988), lo cual impide la formación de poros 
estables pero no la lisis de vasículas unilamelares (Hristova et al., 1996), 
sugiriendo un mecanismo microbicida distinto a la formación de cana-
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les, el cual podría ser similar al "tipo carpeta" propuesto para 105 péptidos 

antimicrobianos alfa helicoidales además de análogo a la primera inter

acción de 105 péptidos con la membrana blanco (Hill et al., 1991). 

Las defensinas de insectos, a concentraciones superiores a un 

valor crítico, depolarizan la membrana interna de bacterias nece

sariamente viables, inducen la pérdida de K' y ATP citoplásmicos e 

inhiben la respiración (Cociancich et al., 1993b); 105 efectos ante

riores, de acuerdo con experimentos de patch-clamp, se asocian a 

la capacidad de formar poros en Iiposomas gigantes (Cociancich et 

al., 1993b) y bicapas sintéticas (Hirakura et al., 1996). Reciente

mente esta hipótesis se ha validado con experimentos que demues

tran que las defensinas pueden insertarse en bicapas Iipídicas y 

formar complejos de estequiometría definida con 105 fosfolípidos 

de la membraba, cuando existe un potencial transmembranal míni

mo (Maget-Dana y Ptak 1997). Adicionalmente se ha presentado 

evidencia sobre la capacidad de la sapecina B. de 5. peregrina, para 

bloquear canales de potasio activados por calcio (Shimoda et al.. 
1994; Kim et al., 1994; Suzuki et al., 1997). Recientemente se ha 

propuesto que la región carboxilo terminal, la hoja p, es la respon

sable de la función microbicida (Lee et al., 1998), sin embargo los 

datos sobre los que se soporta tal afirmación, contradicen los resul

tados obtenidos con la región que forma la hélice a en la sapecina 

B, donde se muestra que este fragmento es activo contra un amplio 

espectro de bacterias y hongos (Yamada y Natori 1994; Hirakura 

et al., 1996). 

Para el caso de 105 provenientes de plantas ya se mencionó que 

se distinguen en defensinas y tioninas y. En particular las primeras se 

dlferencían por su capacidad de cambiar la morfología de las células 

blanco; sin embargo. hay evidencia de que 105 mecanismos de activi

dad son similares, por ejemplo Rs-AFPZ y Dm-AMP 1, repectivamente 

pertenecientes al grupo morfogénico y no morfogénico. inducen de 

forma equivalente la salida de 1<' citoplasmático, la entrada de Ca" y la 
alcalinización del medio donde se cultivan las células sometidas a la 

prueba (Thevissen et al., 1996). También se ha demostrado que muta

ciones en regiones específicas, precisamente donde se presentan las 
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ayores diferencias estructurales con la tioninas y, alteran sensiblemen

te la actividad de Rs-AFPl; en particular mutantes donde se remplazan 

algunos aminoácidos conservados en las defensinas de plantas por los 

correspondientes en la tionina Sial, anulan la actividad antimicótica 

(De Samblanx et al., 1997). 

Dadas las diferencias en la actividad morfogénica, se creía posi

ble la existencia de un mecanismo que involucrara la interacción de los 

péptidos con receptores específicos. Evidencia en favor de lo anterior 

se ha presentado para el caso de las membranas microsomales y de la 

hifa de NeuTOspora crassa cuando se trata con Hs-AFP 1 o Rs-AFPl, 

ambas defensinas morfogénicas (Thevissen et al., 1997). La teoría del 

receptor membranal puede estar apoyada por la evidencia de que, a 

diferencia de otros péptidos antimicrobianos. la defensina PTH 1 de papa 
no causa el rompimiento o la fusión significativa de membranas sinté

ticas, ésto en claro contraste con la actividad lítica reportada para la 

tionina THa de rábano, un antibiótico peptídico estructuralmente ho

mólogo a las tioninas y de plantas (Caaveiro et al., 1997). 

11.3. Alacranes 

11.3.1 Biología 
Los alacranes pertenecen a uno de los órdenes de artrópodos te

rrestres más antiguos que se conocen, existen registros fósiles que 

datan del periodo Silúrico (Kjellesville-Waering 1986). Taxonómicamente 

los alacranes pertenecen al Reino Animalia (Subreino Metazoa), 

Phylum Arthropoda (Subphylum Chelicerata). Clase Arachnidae y 

al Orden Scorpionidae. Se reconocen 6 Familias, a saber; Buthidae. 

Bothriuridae, Chactidae, Diplocentridae, Scorpionid,le y Vejovidae. 

Todas las especies peligrosas al humano pertenecen a la familia 

Buthidae, de los géneros Androctonus sp., Buthus sp., Leiurus sp., 

Mesobuthus sp. y Parabuthus sp., en África y Medio Oriente, 

Cetruroides sp., en México y el sur de Estados Unidos, y Tityus sp. 

en América del Sur (Keegan H.l., 1980). En México se encuentran 

8 especies de importancia médica, de las cuales los C. limpidus 
limpidus, C. limpidus tecomanus y el C. infama tus son los respon

sables del 80 % de los casos de picaduras (Possani et al., 1992; 
Dehesa-Davila y Possani 1994). 
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1I.3.iI Toxinas de alacrán 
[1 componente principal del veneno de los alacranes lo constituyen las 

toxinas. péptidos neurotóxicos con actividad antagonista de canales 

iónicos; aunque también se encuentran algunas enzimas y moléculas 

de bajo peso molecular (possani 1984). las toxinas son una de las he

rramientas más utilizadas en el estudio de canales iónicos (Miller 1995); 

dependiendo del tipo de canal que afectan. se reconocen como especí

ficas para canales de potasio (Carbone et al.. 1982), de sodio (lover et 

al., 1980). cloro (DeBln et al., 1993) o calcio (Valdivia y rossani 1998). 

Todas. salvo las específicas para calcio, adoptan un motivo estructural 

invariable conocido como a/p estabilizado por cisteínas (Fontecilla

Camps et al.. 1980; Bontems et al., 1991; lippens et al.. 1995; Delepierre 

et al., 1997; Oren et al .. 1998). el cual, como se ha visto, comparten 

con las defensinas de insecto y plantas. las tioninas y y la brazeína. 

las toxinas bloqueadoras de canales de potasio, de acuerdo con sus 

características estructurales. se dividen en 9 familias (Miller 1995; Selisko et 

al., 1998). [stán constituidas por entre 30 y 40 residuos de aminoácidos, 

contienen 6 u 8 cisteínas en un arreglo consenso oo' -Cis I-(Xaa), -Cis2-Xaa3-

Cis3-(Xaa, -Tre-GIi-Cis4)-(Xaa), -Cis4(5)-(Xaa), -Cis5(6)-Xaa -Cis6(7)-(Xaa,

Cis8)- oo., los puentes disulfuro se establecen entre 1-4(5),2-5(6),3-6(7) y (4)

(8) (para una revisión reciente ver rossani et al., 1998). las toxinas que afec

tan los canales de sodio presentan una longitud de 60 a 70 aminóacidos, se 

reconocen dos familias que afectan a mamíferos; las toxinas a que retardan 
la inactivación y las toxinas 1\ que modifican la dependencia a voltaje del 

mecanismo de activación de los canales (revisado en Couraud y lover 1984). 

Sin embargo existen toxinas dirigidas contra canales de sodio específicas 

contra crustáceos e insectos que no pertenecen a ninguno de esos grupos. en 

una clasificación general se pueden dividir en depresantes (Benkhalifa et al., 

1997) y excitatorias (Borchani L, et al., 1996), aunque otras toxinas contra 

insectos O crustáceos con actividades diferentes también han sido reporta

das (lebreton et al., 1994; Selisko et al., 1996; García et al., 1997). Éstas 

poseen 4 puentes disulfuro, tres de los cuales son homólogos a las toxinas 

bloqueadoras de canales de potasio, el cuarto, como el caso de la brazeína y 

las defensinas y tioninas gama de plantas. se establece entre las cisteínas 
adicionales en posiciones relativas ( 1 ) Y (8). 
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111 Antecedentes 

En la hemolinfa de alacranes del viejo mundo, en las especies Leiurus 
quinquiestratus hebreaus y Androctonus australis Hector, ambos de la 

Familia Buthidae, se ha descrito la existencia de péptidos similares a 

defensinas y taquiplesinas (Cociancich et al. 1993; Ehret-$abatier et al. 

1996). Como se puede ver en la figura 111.' a las defensinas de alacra

nes tienen una estrecha relación con la encontrada en el insecto Aeschna 
cyanea (identidad> 80%), que pertenece al orden Paleóptera Odonata, 

uno de los más antiguos en insectos. Lo anterior marca un claro con

traste con las demás defensinas de insecto, encontradas en especies 

de órdenes que, por lo general, se cree evolucionaron 100 millones de 

años después que el Paleóptera (Bulet et al., 1992). Adicionalmente, la 

estructura primaria también muestra diferencias con las defensinas de 

insecto clásicas y está más emparentada con las toxinas de alacrán; en 

particular el asa amino terminal contiene el mismo número de residuos 

en ambos tipos de péptido, mientras que las defensinas clásicas po

seen una extensión en esta zona (Hoffmann y Hetru 1992). A nivel 

estructural lo anterior provoca que el extremo N-terminal se encuentre 

en orientaciones opuestas en las defensinas de insecto y las toxinas 

(ver Fig.III.' b). Las mismas observaciones pueden hacerse para el caso 

de la defensinas de los moluscos Mytulis edulis y Mytulisgalloprovin
cialis, sin embargo estas últimas poseen cuatro puentes disulfuro en 

vez de tres (Charlet et al., 1996; Hubert et al., 1996). 

En el laboratorio tenemos carcaterizados dos antibióticos 

peptídicos originarios de alacranes de Familias distintas a la Buthidae, 

?andinus Imperator($corpionidae) y Hadrurus aztecus (Vejovidae); sin 

embargo éstos componentes se encuentran formando parte de los ve

nenos de ambas especies y, hasta el momento, no hay reportes de la 

presencia de compuestos con actividad similar en la hemolinfa de ala

cranes americanos. Con objeto de comprobar la presencia de compues

tos con dichas características en alacranes del "Nuevo Mundo", se plan

teó el proyecto de identificar y caracterizar las fracciones peptídicas 

de la hemolinfa del alacrán Centruroides limpidus limpidus. buscando 

una posible función microbicida. Los resultados de dicho proyecto se 

reportan en el presente trabajo. 
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al 
DefLq GFGCPLNQGA-----CHRHCRSITRR-GGYCAGFFKQTCTCYRN 

DefAa GFGCPFNQGA-----CHRHCRSITRR-GGYCAGLFKQTCTCYRN 

DefAc GFGCPLDQMQ-----CHRHCQTITGRSGGyCSGPLKLTCTCYR 

DefUg GFGCPNNYQ------CHRHCKSIPGR~GGYCGGXHRLRCTCYRf 

DefA ATCLLSGTGINHSACAAHCLLRGNR-GGYCNG--KGVCVCRN , 
Dmyn f'CLSGRYKPCAVWDNET----CRRVCKEEG-RSSGHCSPSLK--CWCEC 

TGps r.ICPRPSAGFKGPCMSNKN------CAQ\lCQQEGWG-GGNCDGPFRR-CKCIRQ~ 

Chtx ZFTIIVSCTTSKE------CWSVCQRLHNTSRGfCMN--KK-CPCYS 

bl 

Figura 111. I 

a) Alineamiento de péptidos de la familia ,,;11 -Ee. Las primeras cinco 

secuencias corresponden respectivamente a las defensinas encon
tradas en las especies L. quinquiestratus (Scorpionidae). A. australis 
(Scorpionidae), A. cyanea (Paleóptera), M. galloprovinciallis 
(Gasteropoda), P. terranove(Díptera). Las últimas tres son: Drosomicina 
de D. melal10gaster (Dmyn), Tionina y I·p de trigo (TGps) y 

Caribdotoxina de L. quinquiestratus(Chtx). b) Superimposición de las 

estructuras tridimensionales de péptidos de la familia <1;II-EC (grises) 

con la DefA de f'. terranove (negro). Izquierda; Dmyn (r.m.s.d. 1.04). 

Centro; Ty I-P (r.m.s.d. 1.35). Derecha; Chtx (r.m.s.d. 1.39). Las estruc

turas corresponden a las depositadas en el Brockheaven-PDB 

(Bernstein et al., 1977); las superimposiciones se calcularon con el 

programa LSQman (1<leywegt 1996); la representación gráfica se 

generó en el programa Insigth 11 (Biosym TM). 
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Identificar, purificar y caracterizar las fracciones peptídicas responsa

bles de la actividad microbicida de la hemolinfa del alacrán e /impidus 

/impidus. 

Particulares 
i. Verificar las propiedades microbicidas de las fracciones peptídicas 
ii. Identificar los péptidos responsables de la actividad anti
microbiana 
iii. Aislar los componentes activos 
iv. Caracterizar químicamente los péptidos activos 
v. Comparar la estructura primaria contra el banco SwissProt para 
identificar posibles homologías 

V Materiales y métodos experimentales 

v. I Colección y manutención de organismos 
Alacranes 

Los alacranes de la especie Centruroides Iimpidus Iimpidus Karsch, fue

ron colectados en el área de Iguala, Guerrero. En el laboratorio se ali

mentaron a base de larvas de ten ebrios yagua. 

Microrganismos 

Las cepas de bacterias utilizadas fueron Baci//us subti/is aislado clínico, 

Staphy/ococcus aureus aislado clínico, Escherichia coli 109 Y K/iebsie//a 

pneumonieae 9, disponibles en la biblioteca de microrganismos dellns

tituto Nacional de Salud Pública. Se mantuvieron en cajas de medio 

Agar-LB a 4 oc. Para usarlas en los experimentos de inhibición de creci

miento, se incubaron en medio LB (Luria-Bertiani) líquido a 37°C, hasta 

alcanzar la 0.6 unidades de DO, para posteriormente diluir en el medio 

hasta la densidad óptica deseada. El medio líquido LB es rico en 

nutrientes, contiene por cada litro: t O g de Bacto triptona (Difco TM), 

10 g NaCl y 5 g de Extracto de levadura (Difco TM); el pH se ajusta a 7 

con NaOH 5 N. El medio agar-LB contiene además t 5 g de Bacio agar 

(Difco TM). 

V.l Obtención y conservación de la hemolinfa 
La hemolinfa se obtuvo mediante punción y extracción individual di

recta de la unión del segundo y tercer artejos del pedipalpo del alacrán 



" ,Ha/eriales)' 111L'lOdo.\· experi... 29 

y se diluyó en una parte de agua acidificada con O. 1 % de TFA (Aldrich 

TM), por dos de hemolinfa. Esta suspensión se centrifugó por media 

hora a 15,000 xg en una ultracentrífuga Optima Tl (Beckman TM). El 

sobrenadante, que en adelante se denominará extracto, se almacenó a 

-20 oC hasta el proceso de purificación. 

V.3 Purificación de los péptidos antimicrobianos 
Prepurificación 

Se probaron dos metodologias, en la primera se utilizó una columna (0.6 

x 80 cm) de filtración molecular empacada con Sephadex G-50 medio 

(Pharmacia TM), como eluyente se utilizó un amortiguador de acetatos 

(AcCOOH/ ACOONa) 20 mM, pH 4.7. En la segunda se usaron cartuchos 

Sep-Pack de fase reversa C'8 (Waters TM) equilibrados con agua (0.12 % 

de TFA), sobre los cuales se aplicó el sobrenadante de la centrifugación 
descrita y se eluyeron tres fracciones sucesivas con 5 ml de acetonitrilo 

(CH,CN Fisher TM) acidificado con O. I % de TFA, al 10,45 Y 80 %. 

Purificación 

la estrategia experimental se adaptó de la propuesta por C. Hetru y P. 

Bulet (1997). Se inyectó el extracto o las fracciones obtenidas de los 

procesos de prepurificación en una columna C. semipreparativa (Vydac 

TM), equilibrada con agua acidificada (0.12 % de TFA) y se eluyó por 

Cromatografía líquida de Alta Eficiencia (ClAE) con un gradiente 

hidrofóbico lineal de O hasta 60 % de CH,CN acidificado (O. I % TFA), en 

un cromatógrafo Waters 1600 (Waters TM) acoplado a un detector de 

UV Water s 6400 (Waters TM). El perfil de elución se monitoreó a 230 

nm. las fracciones que demostraron poseer actividad antimicrobiana 

se sometieron a una recromatografía en una columna C '8 analítica 

(Vydac TM), con un gradiente hidrofóbico lineal de 25 aSO %de CH,CN 
acidificado como en el párrafo anterior. 

V.4 Ensayos biológicos 
Halos de inhibición 

la técnica utilizada fue el ensayo cualitativo propuesto por H. Steiner 

et al. (1981). Se adicionaron cantidades conocidas del extracto, las 

fracciones de cromatografía o los péptidos puros, en filtros colocados 

sobre placas de 4 ml con agar-lB, las cuales contienen 50 ~Il de una 

dilución 1 :300 de bacterias viables de un cultivo crecido a 0.6 DO 
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(densidad óptica a 600 nm). Se incubaron por entre 8 y 1 Z horas a 37 

oC y se verificó la presencia de zonas de inhibición de crecimiento. 

Actividad hemolítica 

Se siguió una adecuación del método reportado por P. Felhlbaum et al. 

( 1 994), utilizando sangre humana fresca lavada tres veces con amorti

guador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4 Y centrifugada cada vez a 900 

xgdurante 15 minutos, el paquete celular de la última centrifugación 

se resuspendió al 0.5 % en PBS. Se incubaron, una hora a 37°C, 195 ¡tL 

de esta suspensión con 5 pL de una disolución de los péptidos aislados, 

para obtener una concentración final de 100 ¡tg/mL de los componen

tes ensayados. Después de la incubación se centrifugó la muestra por Z 

minutos a 900 xgy se leyó la absorbancia de 100 ¡tL del sobrenadante 

a 541 nm. Se utilizó PBS como control negativo (O % de hemólisis) y 

una solución al I % del detergente Triton X - 100 como control positivo 

( 100 % de hemólisis). 

V.S Caracterización química 
Las cuantificaciones de proteína se realizaron siguiendo una modifica

ción del método de M.M. Bradford (1976), utilizando reactivos BioRad 

T M con el protocolo sugerido por la compañía. Los geles de electroforesis 

se hicieron siguiendo la técnica SDS-PAGE, utilizando geles al 1 Z.5 % 

de un estándar con 30 % de acrilamida y 0.8 % de bis-acrilamida (Laemli 

1970). La determinación de la estructura primaria se realizó en un 

microsecuenciador ProSequencer 6400 (MilliGen-Biosearch), siguien

do los protocolos de la compañía Millipore, se utilizaron membranas de 

adsorción (CD Immobilon, Millipore TM) o de unión covalente (DITC, 

Millipore TM). Para la cuantificación cromatográfica de aminoácidos 

se siguió el método de hidrólisis ácida y derivatización con ninhidrina 

(Moore y Stein 1963; Simpson et al., 1976), utilizando un analizador 

automatizado Beckman 6300. El coeficiente de absortividad molar 

aparente se calculó en base a los datos de concentración absoluta que 

se obtienen del análisis de aminoácidos (Benson et al., 1975). Los pe

sos moleculares se determinaron en un espectrómetro de masas Voyager 
MAlDI-TOF (Perseptive Blosystems TM) del grupo del Dr. B. Martin del 

NIMH de Bethesda, Maryland, en Estados Unidos. 
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VI Resultados 

VI.' Obtención de la hemolinfa 
Se dispuso de 500 especímenes de e limpidus limpidus. de los cuales se 

obtuvieron aproximademente 7 pL de hemolinfa cruda, la cual se diluyó 

en agua acidificada para completar 10.5 IlL de muestra. La hemolinfa se 

centrifugó en las condiciones descritas, tras lo cual el extracto recupera

do se sometió a dos análisis; uno para cuantificar proteína y otro para 

detectar propiedades antibacterianas. La concentración de proteína to

tal fue de 24. 1 5 ¡Ig/¡IL , lo que representa un 15 % del peso seco de la 

hemolinfa cruda liofilizada. El ensayo cualitativo antibacteriano resulto 

positivo contra una cepa silvestre de 8. subtilis. en éste se utilizaron aproxi

madamente 24 pg de proteína total del extracto. 

VI.2 Purificación de los componentes activos 
En una primera aproximación se observaron 6 fracciones de la 

cromatografía de alta resolución directa del extracto que registraban 

actividad positiva. Estas fracciones fueron arbitrariamente denomina

das HCII - 1 1, - 1 2a, - 1 2b, - I 3, - 14 Y -15 (ver Fig. VI. '); sin embargo se 

presentaban problemas metodológicos con este procedimiento, por lo 

que fue necesario implementar pasos de prepurificación. Se ensayaron 

dos estrategias, la primera utilizando una columna de filtración molecular 

(0.9 x 80 cm, Sephadex G-50 medio, Pharmacia TM), de la cual se 

obtuvieron tres fracciones (Fig. VI.2a); sin embargo, ninguna presentó 

habilidades microbicidas en los ensayos cualitativos y en el 

refraccionamiento no se logró identificar el perfil de CLAE observado 

para la hemolinfa total. La siguiente metodología se adaptó de la repor

tada en la mayoría de los artículos donde se identifican esta clase de 

péptidos en la hemolinfa de artópodos (revisado en Hetru y Bulet 1997). 

Dicha técnica consiste en la utilización de cartuchos de intercambio 

sólido-líquido, sobre un soporte de resina CI• (Sep-Pack, Waters TM), 

como un paso de prepurificación. Se eligieron tres concentraciones de 

CH,CN, al 10, 45 Y 80 %. Las fracciones así obtenidas resultaron, res

pectivamente, correspondientes a 36, 3.7 Y 0.46 % de la proteína total; 

el resto de la proteína (60 'Vo) no se retiene en la columna. Las fraccio

nes de 45 y 80 % presentaron actividades de inhibición de crecimiento 

contra la cepa de B. subtilis utilizada. 
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Flg. VI. I 
Cromatograma de CLAE del extracto. Columna C4 semipreparatlva. 
gradiente hidrofóbico lineal de O a 60 % de AcCN en 60 minutos. La 
barra indica actividad positiva de las fracciones. 

En el refraccionamiento se utilizó una columna e 4 para cromatografía 

de alta eficiencia. En el correspondiente a la muestra eluida en 45 % de 

la prepurificación con cartuchos. se Identificó el perfil de eLAE registra

do en la zona donde se observaron las fra(;c:lones activas de la hemollnfa 

total (35 • SO % CHl:N, ver flg. VI.2b). La purlflciu;lón final §e realizó 

por eLAE usando una columna e'8 analítica. Únicamente para los casos 

de Hell -1 1, - 1 2a y - 12b se obtuvieron cromatogramas donde se ob

servaba un sólo pico principal (ver Fig. VI. 3a). respectivamente corres

ponden al 0.007, 0.049 Y 0.042 % de la proteína total del extracto. La 
pureza de las fracciones así aisladas se comprobó por medio de 

electroforesis desnaturalizante; en los tres casos se observó una sola 
banda (ver Fig. VI.3b). 
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Cromatogramas de las prepurificaciones. a) Perfil de la filtración en 

Sephadex G-50 medio en una columna de 0.8 x 80 cm. eluyente 

AcOOH/AcOONa 50 mM pH 4.7. b) ClAE de la fracción eluida con 
45 % de AcCN de la extracción en cartuchos SepPack C, •. la barra 
indica actividad positiva. 
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Flg. VI.3 

Purificación de las subfracciones HCII -1 l. - 1 la y -1 lb. a) 

Cromatogramas de ClAE para el refraccionamiento de HCII -1 1 total 

(arriba a la derecha) y - 1 l total (izquierda). Gradiente hidrofóbico 

lineal de 25 a 50 % de AcCN en 30 minutos. columna C,. analítica. 
Recuadro, Purificación final de HCII- 12b. la barra indica actividad 

positiva de las fracciones. b) Electroforesis desnaturalizante en un 

gel de poliacrilamida al 15 %. Carril 1, Marcadores de peso molecular; 

Carril 2; Pi-3 (4 kDa); Carril 3; HCII-12b; Carril 4: HCII-12tot; Carril 5; 

HCII-12a; Carril 6: HCII-I 1; Carril 7: HCII-13tot; Carril 8: HCII-14tot. 
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VI.3 Ensayos biológicos 
Los ensayos cualitativos contra B. subtílís resultaron positivos para la 

hemolinfa total y las fracciones de 45 % Y 80 % de la prepurificación en 

cartuchos de extracción sólido-líquido, así como para muestras 

semipuras (antes de CLAE C lB) de HCII - 1 1, - I 2a, - I 2b, - I 3, - 14 Y - 1 5 

(ver Fig. VI.4). Para la hemolinfa total se utilizaron 50 pL del extracto 

(60 ¡lg de proteína total); para las fracciones de la prepurificación 0.01 

UA resuspendidas en 10 pL de agua bidestilada; y para las subfracciones 

de CLAE C4 0.005 UA resuspendidas en 10 ¡lL de agua bidestilada. La 

actividad contra otros microrganismos así como la actividad hemolítica 

se resumen en la Tabla VI .•. 

Fig. yl.4 
Ensayo de inhibición de crecimiento contra una cepa silvestre de 8. 
subtilis. los números corresponden a las fracciones semipuras de 

HCIJ. Se utilizaron 2 ¡lg de carbemicilina como control positivo (+) y 
agua como control negativo (-). 

VI.4 Caracterización 
Para las fracciones que se logró purificar a homogeneidad (HCII -1 t, 
- t Za y - t Zb), se determinaron la composición de aminoácidos (Tabla 

VI.Z), el peso molecular, el coeficiente de absortlvidad molar y la es
tructura primaria del extremo amino terminal (Figura VI.5). 
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Tabla VI." Actividad antibacteriana 
de las fracciones de HCII 

B.subti/is E.coli 109 5.aureus K.pneu./09 Eritrocitos 

HCII- I I +., + n.d.b < 5 % 

Hell- 1 2t ++ + ++ + 

Hell-12a n.d. + 

Hell- 1 2b ++ + 

Hell- 1 3t ++ 

Hell- 14t +++ ++ 

Hell- 1 5t + + n.d. < 5% 

, Determinado cualitativamente por el diámetro generado por canti-
dades equivalentes de los péptidos o las fracciones. b No ensayado. 

Tabla VI. l. Composición de aminoácido 
de las fracciones de HCII - 12a y -1 2b 

Aminoácido Hell-12a Hell-12b 

nmol Enteros nmol Enteros 

Asx 5.7 6 (3)' 5.9 6 (3)' 

Tre 1.7 2(1) 1.7 2 ( 1) 

Ser 2.7 3(1) 2.6 3 (1) 
Glx 5.5 5 (4) 5.9 6 (5) 
Pro 2.2 2 ( 1) 1.6 2 ( 1) 

Gli 4 4(1) 4.1 4 ( 1) 

Ala 2.6 3 (2) 2.5 3 (2) 
Val 1.7 (1) 1.5 1 (1) 

Met 0.8 1 1.3 1 (1) 

lIe 1.4 1 (1) 1.5 1 (1) 
Leu 2.8 3 (2) 2.5 2 ( 1) 

Tir 0.9 1.1 1 (1) 

Fen 1.0 1 (1) 0.9 1 (1) 

His 1.5 1 (1) 1.5 1 (1) 

Lis 2.3 2 (2) 2.3 2 (3)b 

Arg 1.8 2 (3)b 1.9 2 (3)b 

l> 42 (27)' L = 42 (30)' 

"los numeros entre paréntesis corresponden a los residuos identifi
cados por la secuenciación. b El método utilizado comúnmente sub
estima el número de residuos básicos (Simpson et al., 1976).' Se 
consideran trés residuos de cisteína. identificados en la secuenciación. 
que no se detectan con la técnica utilizada. 
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Fracción Secuencia N-terminal P.M. r. M 'cm • 

HCll-11 r;VLLSSFDVE EYVNTIGNXG 5104 n.d.' 

HCll-12a rTAcopSRAR ELEKDKP,V! HLXDEXG... 4806 32154 

HC11-12b : Tr\rr;PSFlAR ELEY.DY.PFVI IIECDEZG~:YM •.. 4847 17111 

Flg.VI.5 

Estructuras primarias N-terminales, pesos moleculares y coeficien

tes de absortividad molar aparente de las fracciones puras HCIJ -1 l. 
-12a y -12b.· No determinado. La negritas señalan la diferencia en
contrada entre las subfracciones de HCIJ-I 2. 

VII Discusión 

J(¡ 

Las características biológicas de muchos microrganismos han permiti

do que éstos desarrollen mecanismos conocidos como de resistencia a 

los antibióticos. Los problemas de terapéutica que lo anterior provoca 
se han intentado resolver mediante varias estrategias, una de ellas la 

formulación de nuevas especies químicas cada vez más agresivas para 

105 parásitos; desafortunadamente dicha agresividad conlleva. frecuen

temente. efectos adversos en la población que los consume (eohen 
1992). 

Recientemente ha sido descrita una amplia batería de antibióti

cos peptídicos naturales que actúan como nivel primario de defensa en 

una gran variedad de organismos superiores. incluyendo plant,1S y ani

males. Estos compuestos. llamados nominalmente péptidos antimicro

bianos. han sido objeto de un creciente interés científico por tres razo

nes fundamentales: la efectividad de algunos contra ciertos patógenos 

de importancia médica, la función biológica de la actividad microbicida 

y su papel en la inmunidad innata. y; su utilidad como modelo para 

estudiar las interacciones lípido-proteína (Boman 1995; Nicolas y Mor 

1995). 

En el presente trabajo reportamos la identificación, el aislamiento 

y la caracterización parcial de tres componentes peptídicos con pro

piedades microbicidas, encontrados en la hemolinfa del alacrán e 
limpidus limpidus. Se identificaron como positivas en total seis fraccio
nes de la fuente biológica; sin embargo las restantes o bien no pudieron 

ser subfraccionadas para obtener péptidos puros, o no se contó con el 
material suficiente para realizar los ensayos para la caracterización. 
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Fracción Secuencia N-terminal P.M. r. M 'cm' 

HCll-ll r;VLLSSfDVE EYVNTIGNXG 5104 n.d. 1 

HCll-12a ['TACQRSRAR ELERDKPFV¡ HLXDEXG... 4806 32154 

flCll-12b : Tl,rC-PSPl\R ELEKm:Pfvr IlECDE:-:Gr,YH ... 4847 17111 

Flg.VI.5 

Estructuras primarias N-terminales, pesos moleculares y coeficien

tes de absortividad molar aparente de las fracciones puras HCII - 1 1. 

-1 la y -1 lb. ' No determinado. La negritas señalan la diferencia en
contrada entre las subfracciones de HCII- 1 l. 

VII Discusión 

3() 

Las características biológicas de muchos microrganismos han permiti

do que éstos desarrollen mecanismos conocidos como de resistencia a 

los antibióticos. Los problemas de terapéutica que lo anterior provoca 

se han intentado resolver mediante varias estrategias. una de ellas la 

formulación de nuevas especies químicas cada vez más agresivas para 

los parásitos; desafortunadamente dicha agresividad conlleva. frecuen

temente. efectos adversos en la población que los consume (eohen 

1992). 

Recientemente ha sido descrita una amplia batería de antibióti

cos peptídicos naturales que actúan como nivel primario de defensa en 

una gran variedad de organismos superiores. incluyendo plantas y ani

males. Estos compuestos, llamados nominalmente péptidos antimicro

bianos, han sido objeto de un creciente interés científico por tres razo

nes fundamentales: la efectividad de algunos contra ciertos patógenos 

de importancia médica, la función biológica de la actividad microbicida 

y su papel en la inmunidad innata. y; su utilidad como modelo para 

estudiar las interacciones lípido-proteína (Boman 1995; Nicolas y Mor 

1995). 

En el presente trabajo reportamos la identificación, el aislamiento 

y la caracterización parcial de tres componentes peptídlcos con pro

piedades microbicidas, encontrados en la hemolinfa del alacrán e 
limpidus limpidus. Se identificaron como positivas en total seis fr accio
nes de la fuente biológica; sin embargo las restantes o bien no pudieron 

ser subfracclonadas para obtener péptidos puros, o no se contó con el 

material suficiente para realizar los ensayos para la caracterización. 
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Las características comunes de los péptidos antimicrobianos, ta

maño y naturaleza catiónlca, nos permitieron ensayar diversas técni

cas para el aislamiento de los componentes responsables de la activi

dad antibacteriana observada en la hemolinfa total de e limpidus 

limpidus. De las dos metodologías utilizadas, la extracción sólido-líqui

do en cartuchos SepPack, tomada de la propuesta de C. Hetru y P. Bulet , 
(1997), ofreció mejores resultados ya que permitió separar una frac-

ción donde se presenta casi toda la actividad microbicida; mientras 

que la filtración en gel ensayada no logró generar fracciones donde 

pudieramos identificar los péptidos activos, ésto debido a la 

inespecificidad de las interacciones en el proceso de exclusión molecular 

y al elevado número de componentes presentes en la hemolinfa; ade

más de que el amortiguador seleccionado para la elución, pudo haber 

desnaturalizado algunos componentes, toda vez que no fue posible 

resuspender totalmente las fracciones y es probable que los péptidos 

de interés se hayan precipitado durante el proceso de filtración en la 

columna. 

los péptidos aislados poseen características análogas a otros an

tibióticos peptídicos previamente reportados, como lo es el peso 

molecular relativamente bajo y la abundancia de residuos básicos; sin 

embargo, el análisis de similitudes de secuencias no presentó homología 

con ninguna de las familias de péptidos antimicrobianos descritas; en 

particular, tampoco presentan similitud con los péptidos encontrados 

en otras especies de alacranes (ver Figura VII. la y VII. 1 b). Dos de los 

componentes descritos en este trabajo, HCII- I la y HCII- 1 lb, muestran 

similitudes del 3l y 35 %, respectivamente, con la región N-terminal 

de un péptido antimicrobiano encontrado en maíz, el MBP- l. E.ste anti

biótico, que no tiene homólogos reportados hasta la fecha, tiene un 

peso molecular de 4.1 kDa, ataca a ciertos patógenos comunes del 

maíz y se cree que adopta una estructura compuesta fundamental
mente por hélices a (Duvicl< et al., 199 l). 

A pesar de las similitudes, los péptidos de la hemolinfa de e 
limpidus limpidus no pueden catalogarse de homólogos al MBP- 1, dado 

que los pesos moleculares y la composición de aminoácidos son clara
mente distintos; adicionalmente es de esperarse que la similitud final, 
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cuando este disponible la secuencia completa de HCII - I la y - I lb. 
será significativamente menor a la encontrada en la zona que incluye 

el análisis (sólo lO aminoácidos sobrelapados). Por otra parte. predic

ciones teóricas con 4 protocolos distintos. SOPMA (Geourjon y Delage 

1995). GOR (Garnier et al.. 1996). BCM PSSP (Baylor College) y 

PREDA TOR (Argos' group), coinciden en que la estructura estaría com

puesta tanto por hélices a como hojas p, mientras que los mismos aná

lisis aplicados al MBP- I coinciden con los resultado obtenidos por DC 

(datos no presentados). De cualquier forma, las predicciones no deben 

tomarse como concluyentes, ya que se realizan en base a únicamente 

3 I aminoácidos de moléculas que contienen entre 45 y 47 residuos, 

además de que no se consideraron las posibles constricciones ocasio

nadas por los puentes disulfuro. 

a) 

HCll-12a 

MBP-l 

HCll-12b 

b) 

Tq-I 

Pg-l 

e) 

DefLq 

DefA,1 

Butinln.! ' TI 1 

Fig. VII. I 

10 20 30 P.M. 

DTACQRSRAR ELEKDKPFVI HLXDEXG... 4806 

RSRGEC~RºCLR RHE-GºP~ET ºECMRRC~RR G 4127 

DTACQRSRAR ELEKDKPFVI HECDEXGKYM 4847 

10 

KWCRFVCYRG ICYRKCR 

RGGRLCYCRR RFCVCVGR 

10 20 

2263 

2154 

30 

GfGCPLNQGACH RHCRSITRRG GYCAGFFKQT CTCYRN 

GFGCPFNQGACH RHCRSITRRG GYCAGLFKQT CTCYRN 

SIVPIRCRSN~-[)C~ RFCGF---RG GPCTYA-~Q- CLCGY 

RSVCRQILICRRRGGCYYKCTNRPY 

a) Alineamiento de secuencias de las fracciones de HCII-Z con el 

MSP- I de maíz y pesos moleculares. En negritas se presentan los 

aminoácidos conservados y subrayados aquellos posibles remplazos 

conservativos. La numeración corresponde a las fracciones de HCII-

1 Z. b) Secuencias y pesos moleculares de los péptidos antimicrobianos 

con dos puentes disulfuro. Tq-l, Taquiplesina I de T. tridentatus. Pg-

1: Protegrina I de leucocitos de cerdo. c) Secuencias de péptidos 

antimicrobianos encontrados en los alacranes L. quinquiestréftus (Lq) 
y A. australis (Aa). 



1'11 Discusión 39 

Ahora bien. dos de los componentes (HCII- IZa y HCII- IZb) están estre

chamente emparentados entre sí. así lo demuestra el patrón casi idén

tico en CLAE y el que sólo presentan un aminoácido cambiado en su 

estructura primaria (LeuZZ para IZa y GluZZ para IZb. ver figura VI.5); 

estos mismos poseen al menos cuatro cisteínas que establecerían dos 

puentes disulfuro. lo que los convierte en un nuevo grupo de la familia 

de los péptidos antimicrobianos con dos o más puentes disulfuro. el 

mismo al que pertenecen defensinas y taquiplesinas. los dos tipos de 

antibióticos peptídicos que se han descrito en alacranes. 

Si se comprueba la presencia de dos enlaces Cys-Cys. es posible 

que HCII- I la y HCII- IZb adopten un plegamiento similar al que pre

sentan taquiplesinas y protegrinas. en contraste con el propuesto para 

el MBP- l. Lo anterior como consecuencia de la disposición de las 

cisteínas. identificadas en el extremo N-terminal y la parte central (y 

si la cuarta cisteína se ubica cercana al C-terminal). más semejante a 

la que guardan taquiplesinas y protegrinas que a la correspondiente 

al MBP- I (ver figura VII. t b). Además la disposición de las clsteínas 

centrales permite que los residuos intermedios (Asp-Glu) formen una 

vuelta tipo Y. un elemento estructural común en un buen número de 

proteínas (Rose et al.. 1985). Adicionalmente. HCII - I la y - 1 Zb po

drían compartir otra característica importante con los grupos de 

péptidos antimicrobianos con dos puentes disulfuro; ésta se refiere a 

la naturaleza anfipática del pasador beta. ya que. según la 

cuantificación cromatográfica de aminoácidos. harían falta por 

secuenciar 13 residuos. de los cuales al menos 9 son de naturaleza no 

polar (ver tabla VI.Z). 

Por otra parte. en ensayos cualitativos. HCII- 1 Za y HCIII- 1 Zb de

mostraron poseer propiedades antibacterianas diferentes. tanto a nivel 

de los microrganismos que son capaces de matar. como en la efectivi

dad con que lo hacen (esto último determinado por el diámetro del 

halo de inhibición que generan cantidades equivalentes de ambos com

ponentes). Además. los mismos ensayos mostraron que la mezcla de 

HCII- 1 Za y HCII- 1 lb (HCII-I Ztot) es más eficiente contra especies Gram 

negativas como E. coli y K. pneumoniae. que los péptidos aislados. lo 
cual sugiere que podrían actuar sinérgicamente. Este fenómeno se ha 
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observado en otras combinaciones de péptidos provenientes de un, 

misma fuente biológica. como las magaininas (Vaz Gomes et al.. 1993 

Westerhoff et. al.. 1995). dermaseptinas (Mor et al .• 1 994b) y alguno! 

péptidos originarios de plantas (Cammune et al.. 1994). Para el caso d( 

las especies alfa helicoidales el sinergismo puede estar asociado a tre! 

motivos: a) Que los péptidos se asocien en forma de oligómero! 

heteromoleculares y que. de esta forma. penetren más efectivament( 

en la membrana (Vaz Gomes et al.. 1993). o; b) Que los canales forma 

dos por combinaciones de los péptidos sean fisicoquímicamente má: 

estables en el ambiente celular (Westerhoff et al.. 1995; Matsuzaki e 

al.. 1 998b). o bien; c) Que la asociacion tipo carpeta sea más eficlent. 

cuando se presenta una mezcla de especies peptídicas similares per< 

no idénticas (Mor et al.. 1 994b). La copertividad heteromolecular re 
gistrada entre tioninas. defensinas y otros atibióticos orginarios de plan 

tas. parece más ser debida a una combinación de los efectos individua 

les de cada una de las especies peptídicas (Cammune et al .• 1994) 

Por último. la estrecha relación entre ambos péptidos puede deri 

varse de la duplicación de la secuencia genómica codificante. como 

estrategia adaptativa para optimizar la defensa del alacrán contra in 

vasiones patogénicas. Esta misma estrategia evolutiva se ha propuesto 

para explicar las estrechas similitudes de otros grupos de péptido 

antimicrobianos (Barra y Simmaco 1995; Nicolas y Mor 1995; Liu e 

al.. 1997). De hecho se ha demostrado que muchos grupos de péptido 

antimicrobianos. tanto estructuralmente relacionados (como la 

magaininas 1 y Z (Terry et al.. 1988). las atacinas (revisado en Bomal 
et al.. 1991). las brevininas y esculentinas (Simmaco et al .. 1994) y lo 

Ib-AMP (Tailor et al.. 1997). como no relacionados (los casos de la 

catelicidinas bovinas. que son precursores de al menos siete péptido 

antimicrobamos de tres familias diferentes (Zanetti et al.. 1995; Storic 

et al.. 1996; Skerlavaj et al.. 1996). las defensinas. clásicas y beta. d. 

humanos (Liu et al.. 1997) y las secuencias prepro de brevinina! 

esculentinas. temporinas. dermaseptinas y dermorfinas (revisado en Ba 

rra et al.. 1995». poseen estructuras genómicas únicas o estrechamen 

te emparentadas. 
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VIII Perspectivas 

E.n este trabajo se presenta la caracterización parcial de tres compo

nentes antimicrobianos encontrados en la hemolinfa del alacrán mexi

cano e limpidus /impidus. Además se identificaron otras tres fraccio

nes peptídicas que poseen actividades microbicidas; desafortunada

mente, .dichas fracciones representan una pobre proporción con res

pecto a la proteína total de la hemolinfa, por lo que el trabajo de carac

terización no pudo ser llevado a cabo. Con base a lo anterior se plan

tean los siguientes pendientes de este trabajo: 
1.- Terminar la caracterización de las subfracciones HCII - 1 1, 

- 1 la y - 1 lb, esto es: completar la secuencia, corroborar la 

estructura secundaria por métodos de De. establecer el es

pectro de actividad y determinar las Concentraciones Míni
mas Inhibitorias. 

l.- Caracterizar las subfracciones activas de HCII -13 y -14 
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CECl_CERCA GWLy.f.IGKKr ERVG-QHTROA TIQTIAVAQQ AANVAATARG caso en ma- alfa un~-

CEe2_CERCA GWLY.fIGKKI ERVG-QHTRDA TIQGLGIAQQ AANVAATARG miferos das por 

CECD_Al~7PE ¡·;--::?fr.EL ERAG-QRVRDA IISAGPAVAT VA:;ATALAK , un segme!:! 

CECD_HYACE r;':--!:?FKEL Ef<:VG-QRVRCA VISAGPAVAT VACATALAKGr: te corto 

CEC5_MANSE PW--);PFKEL ERAG-QRVRDA VISAA-AVAT VGQAAAIARGG desordena 

CECB_HYACE fW--¡.":FKKI EKI-IG-RNIPNG rVKAGPAIAV LGEAKALG do 

CEC4 BOr1MO RW--fIFKKI EKVG-QNIRDG IVKAGPAVAV VGQAAT -
CECA_TRI NI RW--Y.FFKKI EKVG-QNIRDG IIKAGPAVAV VGQAASITGK 

CECA_HYACE KW--?LFKKI EKVG-QNIRDG IIKAGPAVAV VGQATQIAKG 

CEel PIG SWLSKTAKKL ENSJl.KKRISEG IAIAIQGGPR -
Dermaseptinas Anfibios, 1 hélice 

DMS2 -PHYBI GLW-SKIKEV GKEAAKAAAK AAGKAALGAV SEAVGEQ Phylomedusas alfa tor-
Df1SS - PHYSA GLW-SKIKTA GKSVAKAAAK AAVKAVTNAV sp. sionada 

DMSl PHYSA ALWKTMLKKL GTMALHAGKA AL-GAAADTI SQGTQ al centro -
DMS2 PHYSA ALWFTMLKKL GTMALHAGKA AL-GAAANTI SQGTQ -
DEPl1_PHYSA ALWKTMLKKL GTMALHAGKA AL-GAAADTI SQ-TQ 

Dl1S 1 PHYBI AMWKDVLKKI GTVALHAGKA AL-GAVADTI SQGEQ -
DMS3 PHYSA ALWY.1ll1LKGI GKL---AGY.A AL-GAVKKLV GAES -
D!1S4 PHYSA ALWMTLLKKV LKAAAKALNA VLVGANA -

Grupo 11 

Ataclnas 

.L.TTB_HYACE QAGALTINSD GTSGAVVKVP ITGNEUHKFS ALGSVDLTNQ MKLGAATAGL AYDNVUGHGA Insectos 
TLTKTHIPGF GDKMTAAGKV IlLFHNDllHD~ SAKAFATKNM PNIPQVPNFN TVGAG'lDY11F' 

KDKIGASANA ;'.HTDFINRND YSLGGK:"!JLF KTPTTSLDFN AGWKKFDTPF FKSSWEPSTS 

FSFSKY F 



Grupo iii 

Brevininas Anfibios, Hélice a 
BRlE_RANES FLPLLAGLAA NFLPKIFCn TPKC Rana sp. amino ter 

SRl RANB? FLPVLAGlAA - KVVPALFCY.I ~Y.KC nal, asa 
BRIA_RANES FLPAIFRMAA KVVPTIICSI -:'Y.KC C,-C p' 

BRlB_RANES VIPfVASVAA E.MQHVYCAA SRYC 
BR2D_RANES GILDSLY.l1:' A----KNAG- QILLNKASCr:. SGQC 
BREE_RANES GIFDKLKNf A----KGVA- QSLLNKASCr:L SGQC 
BR2B_RANES GILDTLKUL AKTAGKGAL- QGLVKMASCKL SGQC 
BR2F_RANES GIMOTLKNL AKTAGKGAL- QSLVKMASCf:r.. SGQC 
BR2E_RANES GIMDTLKNL AKTAGKGAL- QSLLNKASCKL SGQC 
BR2A_RANES GILDTLKNL AISAAKGAA- QGLVNKASCKL SGQC 
BR2C RANES GILLDKLKN FAKTAGKGVL QSLLNTASCKL SGQC 

BR2_RANBP GLLDSLKGF AATAGKGVL- QSLLSTASCKL AKTC 
Esculentinas Anfibios, Hélice a 
ESlA RANES GlfSKLAGKK IKNLLISGLK NVGKEVGMDV VRTGIDIAGC KIKGEC Rana sp. amino ter 
ESlB_RANES GIfSKLAGKK LKtlLLISGLK NVGKEVGMDV VRTGIDIAGC KIKGEC nal, asa 
ESl RANES GI FSKLGRKK IKflLLISGLK - NVGKEVGMDV VRTGIDIAGC KIKGEC C,-C,., 
ES2A RANES G ILSLVKGVAK LAGKGLAKEG GKfGI..ELIAC KIAKQC 
ES2B_RANES G IfSLVKGAAK LAGKGLAKEG GKFGLELIAC KIAKQC 

Grupo iv 

Taquiplesinas Artropodcs Hoja beta 
TACl TACGI t:;'¡CFRVCYRG ICYRRCR de dos -
TAC3_TACGI KWCFRVCYRG ICYRKCR hebras 
TAC2 TACTR P,WCFRVCYRG rCYRKCR » 
protegrinas t-l-"lmiferos Hoja beta ::J 

rt> PGl PIG PGGRLCYCRR RFCvCVGR de dos >< -
O PG2 PIG PGGRLCYCRR RfCICVG hebras 
O" 



PG3 PIG -
PGS PIG -
PG4 PIG -
DefenSlnaS 

alfa 

DEFl - Conejo 

DEFl Ratón -
DEFl Rata -
DEFN_Humano 

Defensinas 

beta 

8001 Bovino -
8001 Humano -
TAP Bovino 
AMPl Pollo -
Defensinas de 

artrópodos 

DEFI AESCY -
DEE'I MYTGA -
DEF4 LElQH -
DEFl PROTE -
DEFl DROME -
DEFA ZOPAT 

DEFI ALLDl -
DEFl PALPR -
DEFl PYRAP -
DEE'I APlME -

RGGGLCYCRR RFCVCVGR 

P.GGRLCYCRP RFCVCVGR 

RGGRLCYCRG WICFCVGR 

GICAC??RFC PNSERFSGYC RVNGARYVRC eSRR 

VCYCPSRGC KGRERMNGTC RKGHLLYTLC CR 

TCYCPPTRC GFRERLSGAC GYRGRI YP.Le CR 

ACYCFIPAC IAGERRYGTC IYQGRLWAFC e 

DFAS-CHTNG GICLPNRCPG HMIQIGICFR PRVKCCRSW 

DHYN-C":SSG GQCLYSACPI FTKIQGTCYR GKAKCCK 

NPV$-C'/PNK GICVPIRCPG SMKQIGTCVG RAVKCCRKK 
GRKSCCfRKS GFCAFLKCPS LTLISGKCSR FYL-CCKRIR 

GFGCPL---- ------DC;11Q CHRHCQTITG RSGGYCSGPL KLTCTCYR 
GFGCP----- ------NNYQ CHRHCKSlPG RCGGYCGGXH RLRCTCYRC 
GFGCPL---- ------NQGA CHRHCRSlR- RRGGYCAGFF KQTCTCYP,t1 

ATCDLL--- -~:;7GUlHSA CAAHCLL-RG NRGGYCNG-- KGVC.·CP.r1 
ATCDLL--- S¡:;';-flWflHTA CAGHClA-KG FKGGYCND-- KAVC\'CP.tl 
FTCDVLGFE r;:'.S7KLlISAA CGAHCLAL-G RRGGYCNS-- KSVCVCR 
VTCDLLSFE ,;rGt'AAtlHSL CAAHCLAl-G RRGGSCE--- RGVClCRP. 

ATCDALSFS SYfiL TVtlHSA CAlHCLT-KG YKGGRCVN-- -TlCflCRt1 

ATCDILSFQ s:¡r':TPtlHhG CALHCVl-KG YKGGQCKl-- -TVCHCP.P. 
VTCDLLSFK ::;:---VtlDSA CAANCLSL-G t:AGGHCEK-- VG-ClCP.YTSF 

Mamiferos 

Marnlferos 

Artrópodos, 

dos casos 

en moluscos 

KDLWDKRFG 

Hoja beta 

de tres 

hebras 

HOJa beta 

de tres 

hebras 

alp-EC 

» 
::J 
en 
X 
O 
(\ 



Defensinas de Plantas, 1 a/~-Ee 

plantas caso en in-
Rs-AFPl QKLCERPSGTW SGVCmHJA -- -CKNQCINLE KKARHGSCYN VFPAHKCICY FPe sectos 
Dm-AMPl ELCEKASKTW SGNCGIITGH- -CDNQCKSWE GAA-HGACHV RNGKHMCFCY FNC 
DMYN DRQME DCLSGRYKG --pr:;.:rIJDNE TCRRVCKEEG RS--SGHCS- PS--LKCWC- EGe 

Hs-AFPl DGVKLCDVPSGTW SGY.C-:;':'sSY.- -CS~QCKDRE HFAYGGACHY Cf"PSVKCFCY. ,--
" 

Tioninas gama Plantas a/p-Ee 

THGl_WHEAT KICP.RRSAGF KGPCl1--SrlK llCAQVCQQEG WG--GGNCDG PF--RRCKCI RQC 
THG2_WHEAT KVCRQRSAGF KGPCV--SDK NCAQVCLQEG WG--GGNCDG Pf--RRCKCI ?QC 
THG HORVU RICRRRSAGF KGPCV--SNK NCAQVCMQEG WG--GGNCDG PF--RRCKCM RRe 
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