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Resumen

Sticholisina | (St 1) es una citolisina producida por la anémona marina Stichodactyla
helianthus, que se caracteriza por formar poros oligoméricos en membranas naturales y
artificiales. En este trabajo se describe la obtencion por via recombinante en
Escherichia coli (E. coli) de una variante recombinante de St | (St Ir), asi como su
caracterizacion conformacional y funcional. Estos trabajos permitieron reducir el
impacto ecoldgico que provoca la obtencidén de St | a partir de las anémonas como
fuente natural y ademas realizar mutagénesis sitio-especifica para su caracterizacion
funcional. La ausencia de Cys en St | facilitdé la introduccion de este residuo
aminoacidico, por mutagénesis dirigida, en zonas funcionalmente importantes de la
toxina. En el trabajo se sustituyeron por Cys en St Ir de forma independiente, los
aminoacidos Glu? y Phe® (localizados en el segmento de los primeros treinta
aminoAcidos que participan en la formacién del canal) y la Arg®, Pro® y Trp*** (en la
region de interaccion con las membranas). Asi, se obtuvieron y purificaron de E. coli
cinco proteinas mutadas: Stl E2C, Stl F15C, Stl R52C, Stl P80C y Stl W111C. Los
estudios de caracterizacidbn espectroscépicos permitieron establecer que las
sustituciones aminoacidicas no provocaron cambios conformacionales en los mutantes
con respecto a St Ir. Los mondmeros de Stl E2C, Stl R52C y Stl P80C mostraron
capacidades similares de union a las membranas en comparacion con la variante
recombinante. Stl F15C mostré un ligero incremento en su capacidad de interaccion
con las membranas mientras que Stl W111C resulté la de menor capacidad de unién.
La capacidad formadora de poros de los monémeros, medida en vesiculas liposomales
y membrana eritrocitaria, resulté similar entre Stl E2C, Stl F15C y St Ir. Sin embargo, la
actividad litica de Stl R52C, Stl P80C y Stl W111C disminuyd con respecto a St Ir. Los
agregados diméricos por enlace disulfuro en Stl R52C y Stl W111C disminuyeron la
actividad biolégica de las proteinas. Una de las novedades cientificas mas importante
del presente trabajo radica en que se demuestra que la presencia de agregados
diméricos estabilizados por enlace disulfuro, en Stl E2C, incrementa la actividad
biologica formadora de poros tanto en vesiculas liposomales como en eritrocitos. Estos
resultados demuestran, por primera vez, que la union covalente de los extremos
aminos de St | potencia la formacion de poros funcionales por un mecanismo hasta
ahora desconocido. En la investigacion se aportan nuevos elementos sobre la
importancia de los residuos Glu?, Phe'®, Arg®, Pro® y Trp'!! en las etapas de union
inicial a las membranas y de formacion de poros durante el mecanismo litico. Por
ultimo, la obtencion de los mutantes de Cys abre las posibilidades para el marcaje de
St | con sondas de espin o sondas fluorescentes para estudiar el mecanismo de
formacion de poros mediante las espectroscopias de resonancia paramagnética
electronica (EPR) y de fluorescencia, y sustentan otras aplicaciones
nanobiotecnoldgicas actualmente en desarrollo en nuestro grupo de trabajo.



Comunicacién corta

Las actinoporinas son proteinas formadoras de poros (PFP) que se encuentran en las
secreciones toxicas de las anémonas de mar, las cuales son animales que pertenecen
al orden Actiniaria (Kem 1988; Anderluh y Macek, 2002). Estas PFP se caracterizan por
ser cadenas polipeptidicas monoméricas solubles en agua, resistentes a la protedlisis y
tener puntos isoeléctricos generalmente superiores a 9,0. Se insertan
espontaneamente en las membranas lipidicas que contienen esfingomielina (SM, del
inglés Sphyngomielyn) para formar poros oligoméricos (Alvarez y cols., 2009; Kristan y
cols., 2009).

Las estructuras tridimensionales (3D) de las actinoporinas se caracterizan por un
nacleo central de hojas-f intercaladas (NCH-B) (en inglés, sandwich-3), dos hélices-a
(Figura 1) (Manchefo y cols., 2003; Tanaka y cols., 2015) y un sitio de union interfacial
(SUI) mediante el cual interactua con las membranas (BakraC y cols., 2008) (Figura
1B). La primera hélice-a (hélice a1) es anfipatica, se localiza en el segmento del
extremo amino (primeros 30 aminoacidos) y se ha sugerido que puede separarse del
NCH-B para formar las paredes del poro (Manchefo y cols., 2003; Tanaka y cols.,
2015). La segunda hélice-a (hélice a2) se encuentra cercana al extremo carboxilo y
forma parte del SUI (BakraC y cols., 2008; Mechaly y cols., 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Elementos estructurales de las actinoporinas.

Representacion en cintas de la estructura de St | (PDB: 2KS4). En rojo, se representan las hélices-a, en azul las hojas-§ y en gnis las
estructuras no penodicas. A) Representacion de la molécula de St | donde se muestran el segmento del extremo amino (primeros 30
aminoacidos), el nicleo central de hojas-f (NCH-3) v los lazos de la zona de interaccion con la membrana donde se especifica el
intervalo de las posiciones de los aminocacidos que lo forman (Garcia-Linares y cols., 2013). B) Representacion de la molécula de St |
donde se muestran los aminoacidos Glu2, Phe15, Arg52, Pro80 y Trp'** que fueron sustituidos por Cys. Con una elipse de linea verde
discontinua se indica la region del sitio de unidn interfacial (SUI). Las figuras se realizaron con el programa UCSF Chimera para
Windows (Pettersen y cols., 2004).

En el Centro de Estudios de Proteinas (CEP) de la Facultad de Biologia de la
Universidad de La Habana se han caracterizado dos actinoporinas: sticholisina | (St1) y
sticholisina Il (St 1) purificadas de la anémona Stichodactyla helianthus del Mar Caribe
(Lanio y cols., 2001). A pesar de la gran cantidad de estudios realizados con las
actinoporinas, en la actualidad se desconocen muchos detalles moleculares del
mecanismo molecular mediante el cual forman poros en las membranas. Existe
consenso alrededor de un mecanismo de formacion de poros de varias etapas segun



se representa en la Figura 2 (Alegre-Cebollada y cols., 2007; Mechaly y cols., 2011;
Tanaka y cols., 2015).
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Figura 2: Esquema resumen de las etapas en los mecanismos de formacion de poros propuestos para las actinoporinas

Los mondmeros estan dibujados con cuadrados que representan el NCH- vy el SUI, mas un rectangulo adicional que representa la hélice-ardel
segmento del extremo amino. Los dimeros (D) se representan por la union de dos mondmeros a través de las regiones del extremo amino. S5:
mondmero soluble, T- multimeros solubles, en este caso se representa un tetramero, Mo: mondmero unido a la membrana, M. estados “pre-
poros” multiméricos (nimero de mondmeros no determinado) unidos a la membrana y no conductores. P: poro toroidal. Para simplificar la
representacion de los estados “pre-poros™ oligoméncos y de los poros solamente se dibujaron algunos de los monomeros. La Figura fue
modificada a partir de los modelos de mecanismos propuestos por Alegre-Cebollada y cols. (2007), Mechaly y cols. (2011), Tanaka y cols., 2015
y tomando en cuenta los resultados obtenidos por nuestro grupo en la caracterizacion de los mutantes de Cys de Str.

En una primera etapa, los mondémeros de las actinoporinas se unen a la membrana a
través del SUI (BakraC y cols., 2008). En la segunda etapa ocurre un cambio en la
conformacién del segmento del extremo amino que lo separa del NCH-B y se produce
la oligomerizacién en estados “pre-poros” (Hong y cols., 2002; Tanaka y cols., 2015).
En la tercera etapa, otro cambio de conformacidén extiende el segmento del extremo
amino de cada uno de los mondémeros sobre la superficie de la membrana (Malovrh y
cols., 2003; Manchefo y cols., 2006). Y por ultimo, en la cuarta etapa, los segmentos
del extremo amino de los monémeros penetran en la membrana en una conformacion
helicoidal para la formacién del poro (Alvarez y cols., 2001; Mechaly y cols., 2011;
Tanaka y cols., 2015). Actualmente existen tres propuestas diferentes de la arquitectura
del poro funcional: el poro toroidal formado por las hélice a1 de cuatro monémeros y las
cabezas polares de los lipidos (Manchefio y cols., 2003; Alvarez y cols., 2009), y los
poros transmembrana nonamérico (Mechaly y cols., 2011) y octamérico (Tanaka y
cols., 2015) formados por la contribucion de las hélice a1 de nueve y ocho mondémeros,
respectivamente (Figura 2). St | y St Il poseen actividad litica y citotoxica frente a
eritrocitos de diferentes especies (Alvarez y cols., 2009) y sobre el parasito Giardia
duodenalis (Tejuca y cols., 1999). En los ultimos afios han servido de base en la
construccién de inmunotoxinas (Tejuca y cols., 2009) y para el disefio de sistemas de
liberacién de macromoléculas al citosol celular (Lanio y cols., 2010).

Actualmente en el CEP se desarrollan dos proyectos relacionados con las aplicaciones
biotecnologicas de estas toxinas en colaboracién con el Centro de Inmunologia
Molecular (CIM), por lo que dilucidar el mecanismo molecular de formacion de poros
por las actinoporinas es una cuestion esencial que puede contribuir a una mayor



eficacia en las potenciales aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas de esta familia de
proteinas.

La combinacién de las técnicas espectroscopicas y la mutagénesis sitio-especifico ha
constituido una metodologia acertada en el estudio del mecanismo de formacion de
poros de las actinoporinas. La caracterizacion de un numero importante de mutantes de
la actinoporina Equinatoxina Il (Eqt 1l) de la anémona Actinia equina y de St Il, permitio
sugerir que el SUI esta involucrado en la interaccién de las toxinas con las membranas
y que la hélice a1 anfipatica forma las paredes del poro transmembrana (Alegre
Cebollada y cols., 2007). Sin embargo, aun no se ha demostrado la importancia de
muchos de los residuos localizados en estas dos regiones. La ausencia de cisteina
(Cys) en las actinoporinas brinda la ventaja de su introduccién para el marcaje sitio-
especifico de la proteina con sondas de espin paramagnéticas o sondas fluorescentes
a través de los grupos sulfihidrilos. Por estas razones existe

un predominio de los mutantes de Cys (=80%) en las actinoporinas cuya
caracterizacion funcional ha permitido analizar la importancia de las diferentes
posiciones sustituidas en la union a las membranas y la formacién del poro (Malovrh y
cols., 2003; Hong y cols., 2002; Kristan y cols., 2004; BakraC y cols., 2008). En esta
investigacion se disefiaron y produjeron cinco mutantes de Cys de St | en regiones
relevantes funcionalmente para la formacion del poro: Stl E2C y Stl F15C (en la
secuencia del extremo amino), y Stl R52C, Stl P80C y Stl W111C (en la regién de
interaccién con las membranas).

Para la obtencion de los mutantes se obtuvo la variante recombinante de St | (St Ir),
sobre cuya construccion genética se realizaron las sustituciones de forma
independiente de los residuos Glu?, Phe®, Arg®, Pro®® y Trp*! por Cys. Los
procedimientos experimentales y los resultados relacionados con la obtencion,
expresion, purificacién y caracterizacion conformacional y funcional de St Ir se pueden
consultar en las tesis y publicaciones Valle, (2011); Valle, (2006) y Pazos y cols.,
(2006). Las estrategias de purificacion de todas las actinoporinas recombinantes a
partir de E. coli involucran mas de un paso cromatografico de purificacion (busqueda
bibliografica tesis Valle, 2011). Sin embargo, aprovechando las propiedades basicas de
las actinoporinas frente a las proteinas de E. coli, durante la purificacién de St Ir se
estableci6 por primera vez, para una actinoporina recombinante, un

procedimiento de purificacion consistente en un Unico paso cromatografico de
intercambio catiénico en Carboximetil celulosa CM-52 (Valle, 2011 y Pazos y cols.,
2006). Este aspecto tiene relevancia practica porque permite la obtencion rapida, eficaz
y econOmica de este tipo de proteina.

St Ir present6 un residuo de GIn en la posicién 16 en lugar de Glu con respecto a St |,
pero este cambio no modificé las caracteristicas conformacionales de la proteina
recombinante (Valle, 2011; Valle, 2006 y Pazos y cols., 2006). St Ir y St | mostraron
porcentajes de hemdlisis iguales con respecto a la concentracién de toxina ensayada a
los 30 min de ensayo (Valle, 2011). Sin embargo, desde el punto de vista cinético la
hemodlisis en St Ir fue 1,8 veces mas rapida que en St | (Valle, 2006 y Pazos y cols.,
2006). La presencia de GIn en la posicion 16 de St | presenta un 28% de conservacion



en las posiciones equivalentes del resto de las actinoporinas. Es la primera vez que se
describe para las sticholisinas que un cambio aminoacidico de la posicion 16 de la
naturaleza anteriormente descrita no produce modificaciones en la extension del
proceso hemolitico pero si en su cinética por lo que dicha posicibn pudiera ser
relevante en el mecanismo litico (Valle, 2006 y Pazos y cols., 2006). Con relacién a
este resultado, recientemente se determind para la estructura octamérica propuesta
para el poro, que el residuo de Asp 17 de fragaceatoxina C (FraC), equivalente al
GIn16 de St Ir, tiene importancia en el proceso de oligomerizacion (Morante y cols.,
2015a).

Las sustituciones de forma independiente por Cys de las cinco posiciones
aminoacidicas (Glu?, Phe®, Arg®, Pro®® y Trp'*') permiti6 establecer la importancia
funcional de estos residuos para la union a las membranas y la formacién de poros por
St I. La propuesta de premio resume los resultados que se informaron por primera vez
en la literatura cientifica acerca de la obtencion de mutantes de Cys sitio-especificos en
las sticholysinas lo cual contribuye a la comprension de su mecanismo de formacién de
poros. Los procedimientos experimentales y los resultados relacionados con la
obtencion, expresion, purificacion y caracterizacion conformacional y funcional de los
mutantes de St | - Stl E2C, Stl F15C, Stl R52C, StIP80C y StIW111C- se pueden
consultar en las tesis y publicaciones: Pentén, (2007); Lépez, (2009); Valle, (2011); De
la Patria, (2013); Valle y cols., (2011); Lépez y cols., (2011); Penton y cols., (2011) y De
la Patria y cols.,, (2014). En los analisis moleculares realizados mediante
espectrometria de masas durante la purificacién de estos mutantes se observé que los
residuos de Cys podian estar modificados por moléculas como el glutatibn mediante
enlaces disulfuro (tesis Valle, 2011 y Lépez, 2009). Es por ello que se introdujo una
etapa de lavado intermedio con solucién amortiguadora suplementada con 0,1 molL-1
del agente reductor B-mercaptoetanol (BM) durante la cromatografia de intercambio
ibnico antes de la elusiébn de la proteina (tesis Valle, 2011 y Lopez, 2009). Esta
modificacién experimental constituye un aporte practico importante acerca de un
procedimiento para eliminar posibles modificaciones que pueden presentar los residuos
de Cys en los mutantes de actinoporinas durante el proceso de purificacion. De esta
forma se garantiza una mayor homogeneidad en las moléculas de proteinas que van a
ser caracterizadas conformacional y funcionalmente. Las sustituciones de forma
independiente de las cinco posiciones aminoacidicas (Glu?, Phe'®, Arg®, Pro® y Trp'*h)
en St | por Cys no provocaron cambios en las conformaciones 3D de los mutantes en
solucion y unida a membranas, con respecto a St Ir (De la Patria, 2013; Valle, 2011;
Valle y cols., 2011; Lopez y cols., 2011 y Penton y cols., 2011).

Manchefio y cols. (2003) propusieron que la carga positiva de la Arg **, aminoacido que
forma parte del SUI en Stll podia estabilizar la union de la toxina a la membrana
mediante interacciones electrostaticas con la carga negativa de la fosforilcolina. Bakrac
y cols., (2008) al sustituir el Trp'*? del SUI de Eqt Il mediante mutagénesis sitio-
especifica demostré la importancia de este residuo en el reconocimiento especifico de
la SM. Es por ello que las sustituciones de la Arg® de St | (equivalente de la Arg>* de St
1) y del Trp'*! de St I (equivalente del Trp**? de Eqt Il) por Cys permitieron evaluar la



hipétesis de la participacion de estos residuos en el reconocimiento de la membrana y
la formacion de poros.

Los resultados obtenidos demostraron experimentalmente que la sustitucién de la Arg>
de St | (equivalente de la Arg™ de St Il) por Cys no cambié la capacidad de St Ir de
interactuar con membranas de vesiculas lipidicas, sin embargo, disminuyd su actividad
formadora de poros en vesiculas y eritrocitos humanos. Estos resultados indican que el
resisuo Arg>? es importante para las etapas subsiguientes a la unién a la membrana y
que conducen a la formacién de un poro funcional (Valle, 2011; Valle y cols., 2011 y
Lépez y cols., 2011). Los resultados permitieron proponer que, de existir alguna
interaccién electrostatica entre la Arg®? y la POC, como fue sugerido por Manchefio y
cols. (2003), dicha interaccion no va a ser determinante en la unién de la toxina a la
membrana. La sustitucion de la Arg® por Cys en St | disminuy6 entre 3-4 veces su
actividad litica frente a eritrocitos humanos y en 50 veces su capacidad permeabilizante
en liposomas cargados con fluoroforo (Valle, 2011; Valle y cols., 2011 y Lopez y cols.,
2011).

La sustitucion del Trp*! de St | por Cys provocd una disminucién de 8 veces la
actividad hemolitica de la toxina frente a eritrocitos humanos (Penton y cols., 2011). La
disminucion de la capacidad litica del mutante se debié a una pérdida en su habilidad
de interaccion con las membranas lo cual est4 en correspondencia con la identificacion
de la participacion del Trp**! de St | en la interaccién con los lipidos de micelas, segun
estudios de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (Castrillo y cols., 2010;
Lopez-Castilla y cols., 2013). Nuestros resultados constituyen el primer informe
experimental que corrobora la importancia del Trp'** del sitio de unién a POC de St | en
la unién a las membranas y la formacion de poros. Los procedimientos experimentales
y los resultados relacionados con la obtencidn, expresion, purificacién y caracterizacion
funcional del mutante StiIW111C se pueden consultar en la publicacién: Pentén y cols.,
(2011) y la tesis Penton, (2007). La formacion espontanea de estructuras
homodiméricas estabilizadas por enlace disulfuro de este mutante permitié su
purificacion mediante técnicas cromatograficas y su caracterizacion conformacional y
funcional. Los resultados estan en correspondencia con todo lo anteriormente descrito.

La region estructural de las actinoporinas menos estudiada es la de los lazos
localizados hacia la region de interaccion con la membrana, los cuales se ha sugerido
que pueden ser importantes en el proceso de union y de reacomodo estructural que
ocurre durante el despliegue del extremo amino para la formacion del poro (Kristan y
cols., 2004; Pardo-Cea y cols., 2011; Garcia-Linares y cols., 2013; Lépez-Castilla y
cols., 2013; Tanaka y cols., 2015). Uno de los lazos de mayor flexibilidad
conformacional en St | es el B4-35 (76-84) (Figura 1A) (Pardo-Cea y cols., 2011; Lopez-
Castilla y cols., 2013; Tanaka y cols., 2015), el cual presenta el residuo de Pro®,
estrictamente conservado en la secuencia de las actinoporinas. La sustitucion de la
Pro® de St | por Cys permiti6 evaluar su importancia en el reconocimiento de la
membrana. Los resultados mostraron que el cambio de Pro® por Cys disminuyé
ligeramente la afinidad de la toxina por las membranas, lo suficiente como para
disminuir en 2,6 veces y en 18 veces su capacidad permeabilizante de vesiculas y su



actividad hemolitica, respectivamente (tesis De la Patria, 2013; De la Patria y cols.,
2014). Estos resultados constituyen la primera evidencia experimental que sugiere que
el residuo de Pro® en el lazo B4-B5 proximo al sitio de unién interfacial es importante
para la funcién litica de la toxina. Probablemente este residuo participa en un evento o
etapa posterior a la unién inicial de la toxina a las membranas y previa a la formacion
del poro funcional, tales como el acomodo adecuado de la toxina en la membrana o la
oligomerizacion.

Kristan y cols., (2007), propusieron que los primeros cinco aminoacidos del segmento
del extremo amino de Eqt Il participan en el anclaje de la hélice a1 en la cara “trans” de
la membrana donde la carga negativa del Asp3 es crucial para definir las
caracteristicas electrofisioldgicas del canal. Para St I, Alegre-Cebollada y cols., (2004)
sugirieron la importancia de la Phe®* en la unién del segmento del extremo amino al
NCH-B. En el modelo de poro cénico formado por 9 mondémeros de FraC de Actinia
fragacea, se describe que durante la formacién del posible estado “pre-poro”, la Phe'®
participa en una interaccion con la 1le59 y Val60 del monémero adyacente (Mechaly y
cols., 2011). De manera que las sustituciones en St | del Glu® (carga negativa
equivalente del Asp® de Eqt Il) y de la Phe®® (equivalente a la Phe'® de FraC) por Cys,
contribuyeron a establecer la importancia funcional de estas dos

posiciones durante la formacion del poro.

La sustitucion de Phe' por Cys en St Ir aumenté en 1,3 veces la capacidad de
interaccién del mutante Stl F15C con monocapas lipidicas y en un 6% su interaccion
con bicapas lipidicas de vesiculas de POPC:SM (85:15), con respecto a St Ir (Valle,
2011). Stl F15C mostré, durante su asociacion con las membranas de las vesiculas, los
mismos rasgos conformacionales que St Ir (Valle, 2011). Las posibles explicaciones a
este resultado pudieran estar relacionadas con la probable participacion del residuo
Phe' en la estabilizacién del segmento del extremo amino al NCH-B (Alegre-Cebollada
y cols. 2004), o mas recientemente acerca de su papel en la oligomerizacion segun los
modelos de poro nonamérico (Mechaly y cols., 2011) y octamérico (Tanaka y cols.,
2015; Morante y cols., 2015a y 2015b). De tal forma que la sustitucién de Phe®® por Cys
pudiera estar facilitando el despliegue del segmento del extremo amino o el proceso de
oligomerizacion entre los mondmeros en la membrana, incrementando su interaccion
aparente con respecto a St Ir. Este constituye el primer informe experimental acerca de
que la sustitucion de Phe® de St | por Cys aumente su capacidad de unién a
monocapas lipidicas y membranas de vesiculas de POPC: SM (85:15), sin modificar la
actividad formadora de poros de esta proteina, por lo que la posicién es importante en
las etapas iniciales de su interaccion con las membranas.

Los resultados presentados demuestran que los monémeros de los diferentes mutantes
dimerizan mediante formacion de enlace disulfuro, cuestion poco estudiada en la
literatura hasta el momento (Valle, 2011 y Pent6n y cols., 2011). Stl W111C y Stl P80C
tienen la mayor tendencia a formar agregados diméricos por enlace disulfuro en
correspondencia con el mayor grado de exposicién de sus residuos de Cys (>90%). Le
siguen en orden Stl E2C y Stl R52C donde el grado de exposicion de sus Cys también



va disminuyendo. En el caso de Stl F15C practicamente no se observa dimerizacion
(valle, 2011 y De la Patria, 2013).

Funcionalmente los dimeros de Stl W111C y de Stl R52C no interactdan con las
membranas y en consecuencia pierden la capacidad de formar poros (Pentén y cols.,
2011), probablemente porque en la interaccion proteinaproteina participan los SUI
impidiendo la interaccién con membranas (Valle, 2011). Los monémeros de Stl E2C
mostraron similar capacidad de formacion de poros con respecto a St Ir, por tanto el
cambio aminoacidicos de Glu? por Cys no modificé la actividad funcional de la proteina
recombinante. Sin embargo, cuando la muestra de Stl E2C estuvo compuesta por
aproximadamente un 46% de agregados diméricos estabilizados por enlace disulfuro,
se observo un incremento de = 6 veces en la capacidad de formacion de poros (Valle,
2011). De los Rios y cols. (1999), demostraron en St Il la existencia de un equilibrio
mondmero-tetrdmero en solucién, y a partir de estos estudios surgié la interrogante de
si estos oligbmeros pre-formados podian participar directamente en la formacion de
poros (Figura 2). Una novedad cientifica de este trabajo consiste en que, por primera
vez, se demuestra que agregados preformados en solucién de St I, especificamente
agregados diméricos del mutante Stl E2C estabilizados por enlace disulfuro, son
capaces de potenciar la actividad formadora de poros de esta toxina. Por tal motivo, el
mutante Stl E2C y sus estructuras diméricas pudieran constituir potenciales
herramientas para el estudio del proceso de oligomerizacién durante el mecanismo de
formacion de poros.

La importancia tedrica de este trabajo radica en sus aportes al conocimiento acerca de
la importancia que tienen los aminoAcidos Glu?, Phe®™, Arg®, Pro® y Trp*'! para la
unién a las membranas y para la formacién del poro funcional de St | y -por extension-
para el resto de las actinoporinas. Estos resultados constituyen un aporte al
conocimiento del mecanismo de formacién de poros de las sticholysinas en las
membranas en la medida en que esclarece el papel de los aminoacidos Glu?, Phe®®,
Arg®?, Pro® y Trp™! localizados en regiones funcionalmente importantes de estas
toxinas en el proceso de unidn a las membranas y la formacion del poro funcional.
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