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RESUMEN 

 
Los péptidos Appk (KKYKAYFKLKCKK) y pEM-2 (KKWRWWLKALAKK) derivados de 

la región C-terminal de las FLA2s  Lys49 miotóxicas presentes en el veneno de las 

serpientes Bothrops asper y Agkistrodon piscivorus piscivorus respectivamente, 

forman parte de un grupo denominado péptidos catiónicos antimicrobianos, los cuales 

se caracterizan por combinar aminoácidos catiónicos e hidrofóbicos/aromáticos en su 

estructura.  Este estudio evaluó la actividad citotóxica de ambos péptidos sobre seis 

líneas celulares murinas, cuatro de las cuales (EMT6, B16, S180 y P3X) son 

tumorales y las dos restantes, C2C12 y t-End, son líneas celulares normales.  

Además, se evaluó el potencial anti-tumoral del péptido pEM-2 in vivo, en modelos 

murinos.  Los resultados demostraron que ambos péptidos son citotóxicos, con 

diferencias según la línea celular evaluada. La línea más susceptible al pEM-2 fue el 

mieloma P3X, mientras que para Appk fueron las líneas de carcinoma mamario 

(EMT6) y nuevamente P3X. El péptido Appk resultó ser más citotóxico para las líneas 

EMT6, S-180 y C2C12 en comparación con el pEM-2.  Sin embargo, dada su 

toxicidad in vivo se excluyó de las pruebas de tratamiento en los modelos tumorales 

murinos, siendo pEM-2 el péptido a evaluar en dichos modelos.  En el modelo de 

carcinoma mamario EMT6, la administración de pEM-2 causó una reducción de las 

masas tumorales del 28%, sin embargo, esta reducción no alcanzó significancia 

estadística (p>0.05).  Es posible que al aumentar la frecuencia de las dosis la 

reducción de las masas tumorales sea significativa.  El mecanismo mediante el cual 

estos péptidos actúan sobre las membranas celulares es incierto, aunque se conoce 

el importante papel de la hidrofobicidad y de la carga neta, además de la importancia 

del contenido aniónico en las membranas celulares para que estos péptidos ejerzan 

su actividad. 

 
Palabras claves: Fosfolipasa A2, péptidos catiónicos, modelo tumoral murino, 
citotoxicidad, células tumorales, actividad anti-tumoral. 

                                            
1 Informe de Proyecto de Graduación, Escuela de Biología, Instituto Tecnológico de Costa 
Rica, Cartago, Costa Rica.  2004. 

 I 
 



 

Evaluation of the cytotoxic activity of two cationic peptides, synthesized 
from ophidic toxins of Bothrops asper and Agkistrodon piscivorus 

piscivorus, upon eukaryotic normal and tumor cells 
 

Cindy Araya Castillo2 
ABSTRACT 

 
Peptides Appk (KKYKAYFKLKCKK) and pEM-2 (KKWRWWLKALAKK), derived from 

the C-terminal region of myotoxic Lys49 phospholipases A2 (PLA2) present in the 

venom of the snakes Bothrops asper and Agkistrodon piscivorus piscivorus, 

respectively, are part of a group named antimicrobial cationic peptides, which are 

characterized by the combinination of cationic and hydrophobic/aromatic amino 

acids in their structure. This study evaluated the cytotoxic activity of two peptides 

upon six murine cell lines, four of which (EMT6, B16, S180 y P3X) are neoplastic, 

and the rest, C2C12 and t-End, are normal cell lines. In addition, the in vivo anti-

tumoral effect of pEM-2 was evaluated in murine models. Results showed that both 

peptides are cytotoxic, with differences according to the cell line evaluated. The most 

susceptible cell line to pEM-2 was P3X, while mammary carcinoma (EMT6) and P3X 

were most susceptible to Appk. Peptide Appk was more cytotoxic for the lines EMT6, 

S-180 and C2C12 in comparison to pEM-2.  However, due to its in vivo toxicity, this 

peptide was excluded from the treatment test in the murine tumoral model, being 

pEM-2 the peptide evaluated in these models. In the EMT6 mammary carcinoma 

model, the administration of pEM-2 reduces the tumoral mass by 28%. Moreover, 

this reduction did not reach statistical significance (p>0.05). It is possible that by 

increasing the frequency of the doses a significant reduction of tumoral mass would 

be shown. The mechanism by which these peptides act upon the cell membranes is 

unclear, although the important roles of hydrophobicity and the net charge are 

known. In addition, the importance of the anionic content in the cell membranes for 

the action of these peptides is also known. 

 
 
Keywords: Phospholipase A2, cationic peptides, murine tumoral model, cytotoxicity, 
tumor cells, anti-tumoral activity. 

                                            
2Graduation Project Report, Biology School, Technological Institute of Costa Rica, Cartago, 
Costa Rica.  2004. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Caracterizadas por su alargado y cilíndrico cuerpo, carencia de extremidades 

y con un esqueleto óseo muy flexible, las serpientes son consideradas como 

los reptiles de mayor éxito adaptativo. Además, constituyen una herpetofauna 

abundante a nivel mundial,  representada con alrededor de 2400 especies.  

En Centroamérica se pueden encontrar únicamente 31 especies venenosas, 

de las cuales, Costa Rica posee 18.  

 

Actualmente, con un estimado total de 2.682.500 envenenamientos y 125 345 

muertes anuales, el envenenamiento por mordedura de serpiente es 

considerado un importante problema de salud pública a nivel mundial. Es por 

esto, que el problema del ofidismo ha sido la razón por la cual el estudio de la 

biología de las serpientes, composición de los venenos, sus efectos y la 

producción de antisueros, son campos activos de una ardua investigación 

científica. 

 

El veneno producido por las serpientes es una secreción compleja compuesta 

por toxinas y enzimas inyectadas a las víctimas por un sistema de inoculación 

formado por los colmillos.  Dentro de estas toxinas se encuentran las 

fosfolipasas A2 (FLA2), las cuales constituyen una familia de proteínas con un 

diverso espectro de efectos farmacológicos que incluyen: neurotoxicidad, 

miotoxicidad, citotoxicidad, acción anticoagulante, y efectos inflamatogénicos.  

De éstas, la miotoxicidad se caracteriza por el daño de las fibras musculares 

(mionecrosis), cuyos efectos pueden producir desde la pérdida de tejido hasta 

la amputación de extremidades. 

 

El grupo II de las FLA2s miotóxicas de vipéridos ha sido dividido en dos 

categorías generales: las variantes Asp49 y Lys49.  La variante Lys49 carece o 

muestra una actividad catalítica extremadamente baja, pero despliega una 
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toxicidad comparable a la variante con actividad catalítica (Asp49), por lo que 

se considera que la perturbación causada en las membranas celulares por 

estas FLA2s no está relacionada con un mecanismo enzimático intrínseco.  

 

A partir del aislamiento de FLA2s Lys49 miotóxicas se propone que la región 

activa puede estar probablemente formada por una combinación de 

aminoácidos básicos e hidrofóbicos cerca del extremo carboxilo terminal de la 

proteína (comprende los residuos de aminoácidos 115-129), el cual permite 

una interacción electroestática y penetración de la bicapa celular.  

 

Basados en la anterior conclusión, se realizó la síntesis de un péptido de 13 

aminoácidos correspondiente a la región C-terminal, el cual causó citólisis de 

células endoteliales  in vitro a pesar de que no indujo miotoxicidad local en 

ratones.  Además, reprodujo el efecto bactericida mostrado por la proteína 

intacta (FLA2 del tipo Lys49). 

 

Esta  clase de péptidos se ha agrupado dentro de una categoría conocida 

como péptidos catiónicos, al estar formados por aminoácidos hidrofóbicos y 

catiónicos (básicos), los cuales les confieren la propiedad de adoptar formas 

en las que estos grupos de aminoácidos son espacialmente organizados, de 

manera que la molécula adquiere un diseño anfipático.  Estos péptidos se 

caracterizan por su poder como antimicrobianos, los cuales están 

ampliamente distribuidos en animales y plantas. 

 

Además de las propiedades como antimicrobianos conferidas a estos péptidos 

catiónicos, se ha estudiado la actividad anti-tumoral mostrada por péptidos 

como magainina 2 de Xenopus laevis, cecropina B-1, B-2 y B-3 de mariposas 

de seda,  aureina de las ranas Litoria aurea y Litoria raniformis. 
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El cáncer es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo 

por lo que la investigación en este campo es constante. Esta enfermedad se 

caracteriza por la proliferación de células que desafían los controles normales 

(es decir, son neoplásicas), las cuales son capaces de invadir y colonizar los 

tejidos que las rodean (son malignas).  Originan tumores secundarios o 

metástasis, resultando muy difícil su erradicación quirúrgica. 

 

El  desarrollo de drogas anticáncer que minimicen los diversos efectos que 

presentan la mayoría de las drogas como: la alta toxicidad, inactivación por 

fenotipos de resistencia a multidrogas, respuesta incompleta, así como la 

escasa selectividad que presentan la mayoría de las drogas al atacar las 

células normales, es un campo de investigación activo. 

  

Es así como los péptidos antimicrobianos están siendo estudiados como  

agentes quimioterapeúticos anti-tumorales que ofrezcan un mayor beneficio en 

cuanto a toxicidad, resistencia y selectividad de las células tumorales en el 

tratamiento de dicha enfermedad. 

 

En este estudio se evaluará la actividad citotóxica de dos péptidos catiónicos 

provenientes de la región C-terminal de FLA2s Lys49 miotóxicas mediante el 

uso de líneas celulares tumorales y normales.  Además, el desarrollo de 

modelos murinos tumorales será la base para evaluar la posible acción 

antitumoral que estos péptidos puedan ejercer contra las líneas celulares a 

probar en dichos modelos. 
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ANTECEDENTES 

El envenenamiento ofídico 
 

El envenenamiento por mordedura de serpiente es considerado un 

importante problema de salud pública a nivel mundial, especialmente en 

Asia, África y América Latina (Arroyo et  al.  1999).   Se ha estimado que en 

el mundo ocurren unos  dos millones de envenenamientos al año por 

mordeduras  de  serpiente, con  un  total  estimado de  aproximadamente 

100. 000 muertes anuales (Chippaux 1998). 

 

Costa Rica cuenta con una abundante herpetofauna en una amplia 

distribución geográfica por lo que incluye un número considerable de 

serpientes venenosas, las cuales son causantes de una gran cantidad de 

accidentes en todas las zonas rurales de nuestro país (Chaves et al. 1996). 

 

En un estudio realizado por Arroyo et al. (1999), se observó un incremento 

ligero para 1996, en el número total de envenenamientos con respecto a 

1979 (477 en 1979 y 547 en 1996). En 1996, la incidencia de mordeduras por 

serpientes fue de 15.6 por 100 000 habitantes y las tasas de mortalidad y 

letalidad fueron de 0.75% por 100 000 habitantes y 0.18% respectivamente. 

Los grupos etarios más afectados correspondieron a personas menores de 

30 años.  El 78% de los mordidos fueron hombres y el 22% mujeres.  Casi 

siempre los accidentes de este tipo suceden en el área de trabajo agrícola o 

en caminos y riberas de ríos próximos a las áreas de cultivo (Rojas et al. 

2001). 

 

El problema del ofidismo ha sido la razón por la cual algunos científicos se 

han interesado en estudiar a fondo aspectos relacionados como  la biología 

de las serpientes, la composición de los venenos, sus efectos en animales de 
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experimentación y la preparación de antisueros.  Es así como en 1966 nace 

el Programa Nacional de Sueros Antiofídicos, y para 1967 se logra dar un 

gran paso al introducir en nuestro país el primer lote de suero antiofídico 

polivalente (Chaves et el. 1996).   

 

En abril de 1970, se crea el Instituto Clodomiro Picado T., en Dulce Nombre 

de Coronado, cuyo nombre hace honor al destacado científico costarricense, 

Dr Clodomiro Picado T., quién llevó a cabo una vasta labor en varios campos 

de las ciencias biológicas y biomédicas, en beneficio de la población de 

Costa Rica (Chaves et el. 1996). 

 

Actualmente el Instituto Clodomiro Picado cuenta con un departamento de 

investigación, cuya labor se concentra en el mejoramiento y desarrollo de 

agentes terapéuticos para tratar estos envenenamientos, así como en el 

desarrollo biotecnológico de Costa Rica. 

 
 Serpientes venosas y sus venenos 
 

Las serpientes son los reptiles de mayor éxito adaptativo puesto que están 

presentes en todos los continentes y todas las zonas de vida, con excepción 

de las zonas polares.  Se conocen alrededor de 2400 especies y su 

ubicación taxonómica es la siguiente (Chaves et al. 2001):  

 
 

Clase: Reptilia 
Subclase: Lepidosauria 
Orden: Squamata (escamosos) 
Suborden: ophidia (serpentes) 
 

 

Centroamérica posee una rica fauna de reptiles, que incluye más de 

150 especies de serpientes, de las cuales, únicamente 31 especies se 
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consideran venenosas (Rojas et al. 2001).  De estas 31 especies, 

Costa Rica posee 18 (Chaves et al. 1996). 
 

Las serpientes venenosas son identificadas dentro de cinco familias: 

Elapidae, Hydrophiidae, Viperidae, Crotalidae, y Colubridae, (Harris, 1990).  

De éstas, Viperidae, Crotalidae, y Elapidae son las de mayor importancia 

médica (Warrel & Fenner, 1993). 

 

Los componentes del veneno mejor caracterizados corresponden a proteínas 

(con o sin actividad enzimática) y péptidos, desplegando una amplia variedad 

de acciones farmacológicas y tóxicas (Lomonte 1994).  

 

Hider et al. (1991) describen que el veneno de serpientes es en general una 

fuente rica de enzimas solubles en agua, entre ellas hidrolasas, proteinasas, 

exo y endopeptidasas, fosfodiesterasas y fosfolipasas. Todos estos 

componentes del veneno de serpientes han sido estudiados en los últimos 30 

años durante los cuales se han detectado desde 26 a 39 diferentes 

actividades enzimáticas (Mebs 1998).                           

 

El veneno es el producto de una glándula oral, adyacente al tracto digestivo.  

Estas glándulas exocrinas están funcionalmente relacionadas con el 

páncreas al secretar enzimas similares, tanto proteasas como fosfolipasas.  

Sin embargo, se han encontrado potentes inhibidores para estas proteasas y 

fosfolipasas del veneno en la sangre de serpientes venenosas así como en 

las no venenosas, lo cual sugiere que durante la evolución las glándulas del 

veneno primero produjeron enzimas que fueron secretadas por el páncreas, 

por lo que los inhibidores se hicieron presentes en la sangre. En una co-

evolución las enzimas de origen pancreático fueron subsecuentemente 

producidas también por las glándulas de veneno de las serpientes (Mebs 

1998). 
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Familia Viperidae 
 
Los venenos de las serpientes que pertenecen a la familia Viperidae tienen 

una composición química muy compleja, con presencia de diversas toxinas y 

enzimas que afectan múltiples procesos fisiológicos (Rojas et al. 2001). 

 

La familia Viperidae es la familia más extensa de serpientes venenosas.  Se 

encuentra representada a través de Europa, África, Asia y las Américas.  

Tienden a ser más pesadas y voluminosas que las elápidas, y muchas son 

marcadamente lentas (Harris 1991). 

 

Las serpientes de esta familia son conocidas como “tobobas venenosas”, y 

se han clasificado en los géneros Crotalus, Lachesis, Agkistrodon y Bothrops 

(Chaves et al. 1996). 

 

Los envenenamientos provocados por estas serpientes se caracterizan por 

sus  efectos locales y manifestaciones sistémicas. Los primeros se 

caracterizan por la aparición de edema, el cual constituye el efecto más 

común en envenenamientos por serpientes de la familia Viperidae, 

hemorragia como consecuencia de la acción de toxinas del veneno, 

conocidas como "hemorraginas", sobre los vasos sanguíneos, las cuales son  

metaloproteasas dependientes de zinc.  Por último, mionecrosis causada por 

miotoxinas o por isquemia (Lomonte 1994, Lomonte et al. 1993, Rojas et al. 

1996). 

 

Los efectos sistémicos aparecen al cabo de 2-3 horas después de la 

mordedura y se manifiestan mediante cuadros hemorrágicos sistémicos, 

coagulopatías, choque cardiovascular e insuficiencia renal (Rojas et al, 

1996). 
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Bothrops asper  y Agkistrodon piscivorus piscivorus 
 

El presente estudio involucra dos especies de esta familia, Bothrops asper  y 

Agkistrodon piscivorus piscivorus. 

 

En Costa Rica la mayor cantidad de accidentes ofídicos son causados por  

Bothrops asper (Fig. 1).  Comúnmente se le denomina terciopelo o barba 

amarilla. Es muy abundante en todos los países de la región 

centroamericana, excepto en El Salvador.  Se distribuyen en regiones 

tropicales húmedas, tanto en bosque primario como en regiones alteradas de 

uso agrícola o ganadero (Rojas et al. 2001). 

 
Figura 1.  Bothrops asper (Terciopelo, barba amarilla).  Ovovivípara.  Tamaño máximo 2.3 

m.  Se puede encontrar en la Vertiente Atlántica y el Pacífico hasta los 1500 m (Rojas et al. 

2001). 

 

Por otro lado, Agkistrodon piscivorus piscivorus (Fig. 2), conocida como 

mocasín o boca de algodón se puede encontrar en la región oeste de Florida 

y fuera de Florida se ubica desde la parte norte y este de Alabama hasta la 

región central de Georgia y Virginia.  El hábitat común de esta serpiente 

comprende riachuelos, ríos, lagos, estanques, ciénagas, pantanos, canales, y 

al borde de zanjas, sin embargo, ocasionalmente se pueden encontrar lejos 
del agua (http://www.flmnh.ufl.edu/natsci/herpetology/flguide/Agkistrodonppiscivorus.htm). 
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Figura 2.  Agkistrodon piscivorus piscivorus (mocasín, mocasín de agua, boca de 

algodón). Esta especie se distingue con facilidad por unas escamas blancas que bordean su 

boca.  Tamaño máximo 1.89 m.  Es común encontrarla en el agua (ríos, lagos, etc). 

 

 Fosfolipasas A2 miotóxicas de vipéridos 
 

Las miotoxinas son particularmente abundantes y difundidas en los venenos 

de serpientes, y hasta pueden ser encontradas en el veneno de otros 

organismos.  Generalmente se definen  como componentes naturales 

(usualmente pequeñas proteínas y péptidos) del veneno, que puede  actuar 

localmente, dañando las fibras musculares (mionecrosis) en el sitio de 

inyección y alrededores, mientras que otras actúan sistemáticamente, 

causando daño muscular en sitios distantes.  La mionecrosis es considerada 

una importante complicación médica, ya que puede causar desde la pérdida 

de tejido hasta amputación (Lomonte et al. 2003). 

 

Clasificación  
 

Las fosfolipasas hidrolizan los 3-sn-fosfoglicéridos y son clasificadas de 

acuerdo con el sitio preciso de hidrólisis, como fosfolipasa A1, A2, C ó D (Fig. 

1) (Harris 1991). 
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Figura 3.  Clasificación de las fosfolipasas A1, A2, C y D de acuerdo con el sitio de 
hidrólisis de 3-sn-fosfoglicéridos. 

 

La fosfolipasa A2 (FLA2; EC 3.1.1.4), una enzima en particular que está 

presente en casi todas las serpientes venenosas (Elapidae, Crotalidae y 

VIperidae) (Mebs 1998a, Lomonte 1994), ha adquirido una considerable 

heterogeneidad de actividades tóxicas durante la evolución que incluyen: 

neurotoxicidad, miotoxicidad, citotoxicidad, actividad anticoagulante, y efectos 

inflamatogénicos (Lomonte et al.  1999a). 

 

Las FLA2s de venenos se pueden clasificar en tres grupos, basándose en su 

estructura primaria: el grupo I incluye las fosfolipasas A2 pancreáticas de 

mamíferos y del veneno de serpientes de la familia Elapidae,  el grupo II está 

formado por aquellas FLA2s de mamíferos no-pancreáticas, así como las 

derivadas del veneno de serpientes de la familia Viperidae y por último las 

FLA2s derivadas del veneno de abejas y algunos lagartos pertenecen al grupo 

III (Lomonte et al. 1999a, Páramo et al. 1998). 
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Según Mebs (1998a) las fosfolipasas A2 miotóxicas pueden ser divididas en  

dos grupos: 

 
1. Las FLA2s neurotóxicas, las cuales pueden ser de cadena simple o 

proteínas complejas constituidas por FLA2s como subunidades.  Éstas son 

altamente tóxicas con una LD50 en un rango de 0.002 a 0.2 mg/kg (inyección 

intravenosa en ratones). 

 

2. FLA2s no neurotóxicas, menos tóxicas, con una LD50>1mg/kg, pero que 

exhiben actividad miotóxica considerable.  Dentro de éste grupo se pueden 

distinguir dos subgrupos: 

 
I.  FLA2s enzimáticamente activas. 

II. FLA2s enzimáticamente inactivas (Cuadro 1). 

 
La anterior subdivisión del grupo de FLA2s no neurotóxicas de vipéridos se 

debe a la presencia de las variantes Asp49 y Lys49 (Lomonte et al. 1999b).  

Esta última carece o muestra una actividad catalítica extremadamente baja, 

pero despliega una toxicidad comparable a la variante con actividad catalítica 

(Asp49), por lo tanto se llega a la conclusión de que la perturbación causada 

en las membranas celulares por estas FLA2s no está relacionada con un 

mecanismo enzimático intrínseco. Esta carencia de actividad catalítica por 

parte de la FLA2 Lys49 miotóxica es atribuida a varias sustituciones de 

aminoácidos, entre ellas, la del aminoácido aspartato por lisina en la posición 

49 (Páramo et al. 1998). 
 
Miotoxicidad 

 

Dentro de los efectos tóxicos que producen las FLA2s, la miotoxicidad se 

refiere a la capacidad de causar daño en el músculo esquelético 

degenerándolo, lo cual implica una alteración de la arquitectura normal de las 
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fibras del músculo esquelético.  Este efecto se podría explicar debido a la 

pérdida de la integridad de la membrana plasmática, lo cual podría conllevar 

a un incremento en la inespecificidad de la permeabilidad de ésta y con ello 

el colapso de todos los gradientes iónicos existentes. Sin embargo, aún no se 

ha identificado el receptor específico ni el mecanismo por el cual su rápido 

efecto es ejercido (Harris 1991, Lomonte et al. 1999a). 

 
Cuadro 1.  Fosfolipasas  A2 Lys49 miotóxicas aisladas del veneno de serpientes 
(Lomonte et al. 2003). 

 
aCódigo de identificación en la base de datos SwissProt.  bSecuencia de aminoácidos parcial 

o no disponible.  cSecuencia no determinada. 
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FLA2s Lys49 miotóxicas 

 

La primera FLA2 Lys49 descubierta, en 1984, fue la proveniente del veneno 

de Agkistrodon piscivorus piscivorus, al contener la sustitución del 

aminoácido Asp49 por Lys49, considerándose un homólogo de FLA2, 

enzimáticamente inactiva (Maraganore et al. 1984, Lomonte 1994, Núñez et 

al. 2001). 

 

En el año de 1989, se aisló del veneno de la terciopelo Bothrops asper  

(familia Viperidae) de Costa Rica una FLA2 miotóxica, la cual, inoculada en 

músculo de ratón produce necrosis de la célula muscular por lesiones 

degenerativas (Lomonte y Gutiérrez, 1989).   

 

A partir del aislamiento de esta miotoxina, Gutiérrez y Lomonte (1995) 

proponen que la región activa puede estar probablemente formada por una 

combinación de aminoácidos básicos e hidrofóbicos cerca del extremo 

carboxilo terminal de la proteína, el cual permite una interacción 

electrostática y penetración de la bicapa celular. 

  

Lo anterior se deduce al existir inhibición del efecto citotóxico de la miotoxina 

II de Bothrops asper en cultivos celulares por heparina, por lo que Lomonte et 

al. (1994a) concluyen que la región C-terminal de la molécula está 

involucrada con el sitio citolítico.  Al unirse fuertemente la heparina a la 

región 115-129 (sector rico en lisina), se da una pérdida de su actividad, ya 

que las FLA2s miotóxicas requieren de una superficie cargada negativamente 

para que haya una interacción con la membrana. Es por eso que el carácter 

catiónico se considera esencial para el despliegue de su actividad citotóxica, 

independientemente de su actividad enzimática (Mebs 1998b, Lomonte et al. 

1994a). 
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Péptidos sintéticos 
 

Lomonte et al. (1994a) identifican la región 115-129  de la FLA2 miotóxica 

Lys49 de B. asper como la responsable, al menos en parte, de la 

perturbación en la membrana celular, debido a la presencia de una 

combinación de aminoácidos básicos e hidrofóbicos comprendidos en la 

región mencionada.  
 

 A partir de este descubrimiento se sintetiza un péptido de 13 aminoácidos 

(KKYRYYLKPLCKK) que corresponden a esa zona en particular, el cual 

causó citólisis en células de endotelio in vitro, a pesar de que no provocó 

miotoxicidad local en ratones (Lomonte et al. 1999b, 1994b, Páramo et al, 

1998). 
 

Es así como se inicia una serie de estudios mediante el uso de péptidos 

sintéticos, con el fin de comprender más a fondo las propiedades de las 

FLA2s miotóxicas (Lomonte et al. 1999a). 
 

Páramo et al. (1998) demuestran que el péptido correspondiente a la región 

C-terminal 115-129 muestra actividad bactericida contra bacterias gram-

negativas y gram-positivas, al igual que la miotoxina entera.  Esta actividad 

bactericida refuerza la noción de que las FLA2s Lys-49 del grupo II 

despliegan el efecto de perturbación de las membranas en una amplia 

variedad de estructuras biológicas, independientemente de  una acción 

enzimática intrínsica, además de destacar el papel que juega la región C-

terminal en estos efectos. 
 

En otro estudio, se realizó una sustitución del aminoácido tirosina por 

triptófano en el péptido correspondiente a la región 115-129 

(KKWRWWLKPLCKK) al cual se le denominó p115-W3.  Los resultados  

demostraron que esta substitución incrementó drásticamente la actividad de 
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daño de la membrana  y su poder bactericida en comparación con el péptido 

115-129, además de reproducir el efecto miotóxico de la FLA2 completa.  

Este descubrimiento apoya a la teoría de que la región 115-129 es una 

región determinante en la actividad ejercida por la miotoxina II (Lomonte et al. 

1999b). 
 

La actividad ejercida por estos péptidos probablemente se debe a la 

presencia de aminoácidos hidrofóbicos y con carga positiva (catiónicos), 

característica que distingue a una clase de agentes antimicrobianos 

distribuidos ampliamente en la naturaleza, denominados péptidos catiónicos 

(Lomonte et al. 1999b, Páramo et al. 1998).   

  

Los péptidos sintéticos se consideran importantes componentes para el 

desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos principalmente por dos 

razones: su pequeño tamaño y por su comparable potencia bactericida con 

los péptidos antimicrobianos naturales (Páramo et al. 1998). 
  

En el presente estudio se utilizarán dos péptidos sintéticos, pEM-2 y pAppk, 

provenientes de las FLA2s Lys49 miotóxicas de Bothrops asper y Agkistrodon 

piscivorus piscivorus, respectivamente. 
 

 pEM-2 
 

Santamaría  et al. (Datos no publicados) sintetizaron un péptido constituido 

por 13 D-aminoácidos (KKWRWWLKALAKK), derivado de la secuencia 

original 115-129, de la miotoxina II de  B. asper, el cual mostró una amplia 

actividad bactericida contra bacterias gram-negativas y gram-positivas, así 

como contra la lavadura Candida, y protozoarios tales como Toxoplasma  y 

Acanthamoeba.  Además su toxicidad hacia células eucariotas se vio 

reducida en comparación con otros péptidos sintéticos derivados de esta 

miotoxina II. 
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Appk 

 
Al igual que pEM-2, éste péptido está conformado por 13 D-aminoácidos 

(KKYKAYFKLKCKK) correspondiente a la región C-terminal 115-129. Appk 

reprodujo claramente la actividad citotóxica sobre las células de músculo 

esquelético in vitro, además del efecto miotóxico en ratones.  Este 

descubrimiento identifica esta región como la determinante estructural  para 

la actividad miotóxica, y constituye el primer reporte de un péptido, no-

modificado, derivado de una FLA2 con la capacidad de reproducir la actividad 

de la toxina madre in vivo (Núñez et al, 2001). 

 

 Péptidos catiónicos antimicrobianos 
 
Los péptidos antimicrobianos, como también se les conoce, son 

considerados como armas de defensa muy antiguas, ya que su amplia 

distribución dentro de los organismos eucariotas, incluyendo mamíferos, 

anfibios, insectos y plantas, sugiere que estos péptidos han jugado un rol 

fundamental en el exitoso proceso evolutivo de estos organismos 

multicelulares (Zasloff 2002, Kamysz et al. 2003). En los últimos 20 años más 

de 700 péptidos (Cuadro 2) antimicrobianos han sido identificados (Stark et 

al. 2002). 

 

Estos agentes son los elementos más importantes del sistema inmune 

innato, al constituir la primera barrera que los microorganismos invasores 

tienen que vencer para entrar al organismo (Kamysz et al. 2003, Marshall y 

Arenas 2003). 
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Cuadro 2.  Algunos péptidos antimicrobianos provenientes de plantas y animales 
(Zasloff 2002). 

 
 

Muestran  un amplio espectro de actividades, matando o neutralizando 

muchas bacterias gram-negativas y gram-positivas, incluyendo algunas 

cepas resistentes a antibióticos y también muchos hongos y levaduras, virus 

y parásitos (Start et al. 2002). 
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Clasificación 
 

Con base en sus características estructurales, los péptidos catiónicos pueden 

ser divididos dentro de tres clases distintas: 

 

1. Péptidos lineales que forman estructuras de  α-hélice. 

2. Péptidos con terminaciones ricas en cisteína con uno o varios puentes 

disulfuro. 

3. Moléculas ricas en aminoácidos específicos como prolina, glicina, 

histidina y triptófano. 

 

Estructura 

 

Usualmente los péptidos antimicrobianos están constituidos por 12 a 50 

aminoácidos.  Difieren en secuencia y estructura, sin embargo, son 

clasificados dentro de esta categoría al presentar una característica en 

común, ya que están conformados por  aminoácidos hidrofóbicos y 

catiónicos, los cuales les confieren la capacidad de adoptar formas en las 

que estos grupos de aminoácidos son espacialmente organizados, de 

manera que la molécula adquiere un diseño anfipático (Fig. 4) (Hancock et al. 

1999, Start et al. 2002, Zasloff 2002).  

 

La región catiónica de los péptidos es capaz de interactuar con estructuras 

cargadas negativamente de la membrana microbiana y finalmente  se logra la 

permeabilización (Kamysz et al. 2003). 
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Figura 4.  Representación de los grupos de aminoácidos catiónicos e hidrofóbicos 
dentro de distintos dominios en varios péptidos antimicrobianos de diferentes clases 
estructurales.  El color rojo representa los aminoácidos básicos (cargados positivamente) y 

el color verde muestra los aminoácidos hidrofóbicos (no poseen afinidad con el agua). 

 

Mecanismo de acción 
  

El modelo propuesto para explicar el mecanismo de acción de la mayoría de 

estos péptidos es el modelo de Shai- Matsuzaki-Huang (SMH) (Fig. 5).  Este 

modelo propone que los péptidos lineales con hélices anfipáticas interactúan 

con las membranas bacterianas e incrementan su permeabilidad, ya sea, 

mediante el efecto de las cargas positivas con los lípidos aniónicos de las 

membranas, mediante la desestabilización a través del desplazamiento de 

lípidos debido al drástico cambio de la carga neta del sistema o en ciertos 

casos por la entrada del péptido a la célula (Zasloff 2002). 
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Figura 5. El modelo de Shai-Matsuzaki-Huang que explica el mecanismo de acción de 
los péptidos antimicrobianos.  a.  Tapizando la membrana externa con los péptidos. b.  

Integración del péptido dentro de la membrana.  El área de superficie de la parte externa se 

expande relativamente hacia el interior de la capa, resultando en  la creación de una bicapa.  

c.  Fase de transición y formación de poros.  d.  Transporte de lípidos y péptidos al interior de 

la capa interna.  e.  Difusión de péptidos hacia el  interior de la bacteria (en algunos casos).  

f.  Colapso de la membrana en fragmentos y disrupción física de la célula procariota. Los 

lípidos con cabezas amarillas están cargados negativamente.  Los lípidos con cabeza negra 

no poseen carga neta. 

 

Aplicaciones  

 
En los últimos años la salud pública se ha visto amenazada por varios 

problemas, entre ellos, el incremento de la resistencia hacia los antibióticos 

convencionales y por ende la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos que 

disminuyan el problema anterior. 
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Con el fin de solucionar esta problemática,  se han realizado estudios clínicos 

y de laboratorio , los cuales demuestran que la aparición de resistencia 

contra péptidos antimicrobianos es menos probable en comparación con los 

antibióticos convencionales, ya que estos agentes actúan a nivel de la  

membrana bacteriana, por lo que un microorganismo tendría que rediseñar 

su membrana cambiando la composición y/u organización de sus lípidos, lo 

cual sería probablemente una solución muy costosa para la mayoría de las 

especies microbianas.  Por esta razón se impulsa el desarrollo de esta clase 

de péptidos, tanto naturales como los elaborados en laboratorio, como 

futuros agentes terapéuticos (Zasloff 2002). 

 

En este campo de los péptidos antimicrobianos, la biotecnología juega un 

papel crucial, ya que en el futuro no sólo será posible la síntesis química de 

estos agentes, sino que también se vislumbra la posibilidad de biosintetizar y 

producir péptidos antimicrobianos con utilidad terapéutica a gran escala.  La 

razón principal por la cual se considera esto posible, es debido a que estos 

péptidos están codificados por pequeños genes, los cuales poseen 

secuencias conservadas que hacen su clonaje muy sencillo (Marshall et al. 

2003). 

 

El interés mostrado por la comunidad científica mundial en esta clase de 

moléculas ha impulsado el desarrollo de estudios en los cuales se ha 

propuesto a  los péptidos antimicrobianos como moléculas multifuncionales.   

Además de jugar un papel muy importante como nuevos agentes antibióticos 

poseen propiedades adicionales, como actividad anti-tumoral, actividad 

mitogénica, señalización de rutas de transducción y respuesta en la 

inmunidad adaptativa (Kamysz et al. 2003). 
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Actividad anti-tumoral 
 
El organismo humano se caracteriza por poseer una marcada estabilidad 

para mantener el medio interno, gran parte de este control depende de una 

adecuada regulación en la proliferación de las diferentes poblaciones 

celulares que tienen lugar en sus tejidos y órganos.  Sólo una coordinada 

maquinaria reguladora, donde interviene un gran número de factores, puede 

mantener el equilibrio necesario entre los procesos que entraña la 

proliferación de las poblaciones celulares, definida como el incremento del 

número de células, resultado del comportamiento del ciclo celular y del 

equilibrio entre crecimiento, división y muerte celular (Sánchez et al.  2001). 

 

El cáncer es considerado como una enfermedad genética de las células 

somáticas, pues se origina de alteraciones en la secuencia y organización del 

genoma celular que van desde simples sustituciones a nivel de nucleótidos 

hasta grandes aberraciones cromosómicas.  Esto representa una desviación 

de la homeostasis celular, pues la estabilidad genómica no se mantiene en 

este tipo de células. Como resultado del desafío de los controles normales 

celulares se originan las células tumorales, las cuales se caracterizan por su 

proliferación descontrolada e inmortalidad, siendo capaces de invadir y 

colonizar los tejidos que las rodean (Alberts et al. 1996, Sánchez et al. 2001, 

Shiloh 2003). 

 

Esta enfermedad es considerada como la segunda causa de muerte  en el 

mundo occidental, abarcando aproximadamente un 24% de todas las 

muertes ocurridas.  En Europa por ejemplo, cada año tres cuartos de millón 

de personas mueren a causa del cáncer (Sadeghi-Aliabadi et al. 2000).  

 

Existen tres estrategias que son utilizadas en el tratamiento del cáncer: 

cirugía, radioterapia y quimioterapia.  Esta última constituye un campo de 
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constante estudio en el cual existen muchos esfuerzos a nivel mundial para 

poder desarrollar agentes quimioterapeúticos que ofrezcan mayores ventajas 

que los que hoy día se utilizan (Aliabadi et al. 2000).   

 

Entre los principales objetivos de desarrollo de estos agentes se puede 

mencionar el desarrollo de drogas con una fuerte selectividad únicamente 

hacia las células tumorales, pues se sabe que muchos de los agentes anti-

tumorales disponibles actualmente pueden llegar a dañar las células 

normales, también se espera disminuir la resistencia múltiple a  las drogas 

por parte de las células cancerosas (Alberts et al. 1996, Aliabadi et al. 2000, 

Papo et al. 2003). 

 

En la búsqueda de una solución a estos problemas que actualmente afectan a 

millones de personas en el mundo, surge un nuevo grupo de potenciales 

agentes anti-tumorales, los péptidos catiónicos antimicrobianos, los cuáles 

forman parte de una ardua investigación pues ya se han registrado algunos 

péptidos con potencial  anti-tumoral. 

 

En un estudio realizado por Papo et al. (2003) con esta clase de péptidos, se 

propone que en contraste con las células eucarióticas normales, las cuales 

generalmente tienen bajos potenciales de membrana y cuya capa exterior 

consiste casi exclusivamente de fosfolípidos zwitteriónicos, las membranas 

celulares procarióticas y de células tumorales mantienen grandes potenciales 

transmembrana y tienen un alto contenido de fosfolípidos aniónicos en su 

capa exterior.  Esta última propiedad permite que los péptidos catiónicos se 

unan a estas membranas celulares cargadas negativamente, debido a su 

estructura anfipática, permitiendo así que muchos de estos péptidos catiónicos 

prefieran dañar las membranas de células tumorales ante las normales.  
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Lo anterior puede constituir un posible camino hacia la selectividad propuesta 

para estos péptidos, sin embargo el mecanismo mediante el cual estos actúan 

es incierto, pero el campo de estudio está abierto para que en un futuro se 

pueda dilucidar y con ello sintetizar esta clase de péptidos en busca de 

tratamientos más eficientes y menos dañinos que proporcionen una pequeña 

esperanza de vida a todas aquellas personas que padecen enfermedades de 

este tipo (Howe et al. 2001). 

 

Algunos ejemplos 

 

Como se mencionó anteriormente, se están realizando muchos estudios para 

el desarrollo de nuevos agentes anti-tumorales, dentro de los cuales el campo 

de los péptidos antimicrobianos cuenta  con una considerable participación ya 

que existen varios péptidos de esta clase que se han reconocido como 

potenciales agentes anti-tumorales. 

 

Chen et al. (1997) al realizar estudios con cecropina B (péptido antimicrobiano 

proveniente de mariposas de seda) y sus análogos, CB-1 y CB-2 (con cinco 

residuos extra de lisina en la posición de 1-10) proponen que el diseño 

sintético de péptidos antimicrobianos con residuos de aminoácidos catiónicos 

extra son más efectivos en la lisis de células cancerosas.  Chiu et al. (1998) 

proponen que el diseño anfipático de CB-1/CB-2 presenta una mayor actividad 

contra células tumorales, además los resultados de este estudio proveen 

evidencia de que existen diferentes rutas por las cuáles estos péptidos lisan 

las células tumorales. 

 

Por otro lado, Rozek et al. (2000) proponen la actividad anti-tumoral de 2  

péptidos aislados de la piel de ranas australianas, Litoria aurea y Litoria 

raniformis.   
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Estos péptidos antimicrobianos se denominan aureinas y la secuencia de 

estos dos péptidos se muestra a continuación: aureina 1.2 (GLFDIIKKIAESF-

NH2) y aureina 3.1 (GLFDIVKKIAGHIAGSI-NH2) 
 

Otro péptido que ha sido estudiado es la magainina 2, el cual fue aislado de la 

piel de la  rana  Africana Xenopus laevis.  Tanto la magainina 2 como sus 

análogos magainina A y magainina G fueron probados contra líneas celulares 

tumorales.  Los resultados sugieren que MAG A y MAG G tuvieron actividad 

anti-tumoral contra células de cáncer de pulmón y que la magainina 2 presenta 

actividad contra el cáncer de ovario en ratones (Ohsaki et al. 1992, Baker et al. 

1993). 
 

Scott et al. (2000) estudiaron un péptido al que denominaron  híbrido 

cecropina/melitina (CEMA), el cual fue más selectivo hacia las células 

tumorales que hacia las no transformadas. 
 

Por último, Winder et al. (1998) proponen la expresión de péptidos 

antimicrobianos (melitina y cecropina) en células de carcinoma como terapia 

génica en la erradicación de células tumorales. 
 

Los estudios citados anteriormente constituyen una muestra de la intensa 

búsqueda de agentes quimioterapeúticos en respuesta a los diversos efectos 

que presentan la mayoría de las drogas utilizadas contra el cáncer.  Algunos 

de estos efectos son: la alta toxicidad, inactivación por fenotipos de resistencia 

a multidrogas, respuesta incompleta, así como la escasa selectividad que 

presentan la mayoría de las drogas al atacar las células normales (Papo et al. 

2003). 
 

Es así como surge la necesidad de desarrollar nuevas clases  de drogas 

anticáncer con nuevos modos de acción que permitan diferenciar entre una 
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célula normal y una tumoral, y este es el caso de los péptidos catiónicos 

antimicrobianos citados anteriormente. 

 

Ensayos de citotoxicidad (Wilson 1992) 
 
El uso de sistemas de ensayo a nivel in vitro en la búsqueda de potenciales 

agentes anti-tumorales ha sido una práctica muy común desde los inicios de 

la quimioterapia clínica en cáncer en 1946, desde entonces los programas de 

desarrollo de drogas para la identificación de nuevos agentes 

quimioterapeúticos involucran una extensa evaluación preclínica de un vasto 

número de agentes químicos para la detección de la actividad antineoplásica, 

en los cuales los sistemas de citotoxicidad in vitro juegan un papel muy 

importante. 

 

Los ensayos de citotoxicidad miden las alteraciones inducidas por una droga 

en una ruta metabólica específica o en la integridad estructural celular, la 

cual puede o no estar relacionada con la muerte celular.  Mediante estos 

ensayos es posible identificar componentes potencialmente activos, 

identificar el mecanismo mediante el cual estos componentes ejercen su 

efecto tóxico, predecir la eficacia de la citotoxicidad de un componente para 

el tratamiento de pacientes con cáncer, identificar las poblaciones celulares 

más susceptibles así como relacionar la concentración con el tiempo de 

exposición del componente a probar. 

 

La técnica de cultivo en monocapa ha sido la más frecuente en los ensayos 

de citotoxicidad para probar en líneas celulares tumorales ya que ofrece 

flexibilidad en términos de tiempo de exposición a la droga y en métodos de 

cuantificación del efecto de la droga, además es el método que requiere el 

número más bajo en células, permite ensayar con un amplio rango de drogas 

en variadas concentraciones y provee facilidad de automatización. 
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Dentro de los ensayos de citotoxicidad existen muchas técnicas que pueden 

ser evaluadas, de las cuáles, las que se utilizan para determinar el  daño en 

la membrana plasmática provocado por la droga en cuestión son las más 

comúnmente utilizadas.  En este estudio se utilizará una de estas técnicas, la 

cual se basa en la liberación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al 

exterior celular. 

 

Liberación de la enzima lactato deshidrogenasa  
 

La LDH es una enzima citosólica presente dentro de todas las células 

mamíferas.  La membrana plasmática es impermeable a la LDH, pero el daño 

en la membrana celular resulta en un cambio en la permeabilidad de la 

membrana y la subsecuente liberación de la enzima hacia el fluido 

extracelular (Arechabala et al. 1999).   

 

Esta técnica es ampliamente utilizada para determinar el efecto de la 

sustancia en estudio sobre cultivos celulares, mediante la cual las células se 

exponen a diferentes concentraciones de la sustancia en estudio para que 

actúe en un determinado período de tiempo.  La liberación de LDH hacia el 

sobrenadante de los cultivos celulares está relacionada con la cantidad de 

células muertas y daño celular, lo que provee una medida precisa de la 

toxicidad celular inducida por la sustancia en estudio (Allen et al. 1994). 

 

Como resultado, la liberación de LDH es una prueba confiable y muy popular 

para medir citotoxicidad en diversos tipos de estudios y se basa en la 

capacidad de la enzima para catalizar la reacción: 

 

                                                          LDH        
Piruvato  +  NADH  +  H+                          L-lactato  +  NAD+  (Ecuación 1) 

 

 27 
 



 

El cambio en la absorbancia óptica, medida a 340nm, refleja el cambio en la 

concentración de NADH, y a su vez, el nivel de LDH presente en la muestra 

analizada.  La actividad de la enzima puede ser expresada directamente en 

términos de absorbancia o en unidades internacionales (UI) (Allen et al. 

1994). 
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OBJETIVO GENERAL 

 
Evaluar la citotoxicidad de los péptidos pEM-2 y Appk sintetizados a partir de 

la secuencia de las FLA2s Lys49 miotóxicas provenientes de Bothrops asper 

y Agkistrodon piscivorus piscivorus respectivamente, mediante ensayos con 

líneas celulares normales y tumorales, así como  el potencial de acción anti-

tumoral de los péptidos en un modelo murino. 

 
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Establecer cultivos de diversas líneas celulares eucarióticas normales y 

tumorales. 

 
2. Determinar la citotoxicidad in vitro de cada uno de los péptidos sobre 

dichas líneas celulares. 

 
3. Establecer un modelo de ratón para las líneas celulares tumorales EMT6, 

B16 y P3X. 

 
4. Evaluar la posible acción anti-tumoral del péptido pEM-2, utilizando los 

anteriores modelos de ratón. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Líneas celulares  
 
Para la realización de este estudio se utilizaron un total de seis líneas 

celulares de origen murino.  Cuatro de estas corresponden a líneas celulares 

tumorales, B16 (melanoma), EMT6 (carcinoma mamario), P3X (mieloma) y S-

180 (sarcoma), y dos a líneas celulares normales, t-End (endotelio capilar) y  

C2C12 (músculo esquelético) (Anexo 1). 

 
Péptidos catiónicos  
 
Dos péptidos sintéticos fueron utilizados, pEM-2 (KKYRYYLKALAKK) 

(Santamaría et al, datos no publicados) y Appk (KKYKAYFKLKCKK) (Nuñez 

et al, 2001), provenientes de la región C-terminal de las FLA2s Lys49 

miotóxicas de Bothrops asper y Agkistrodon piscivorus piscivorus, 

respectivamente (Anexo 2).  Ambos péptidos están compuestos de 13 D-

aminoácidos y fueron sintetizados mediante la estrategia Fmoc [N-(9-

fluorenilmetoxicarbonilo)] (Fields et al. 1990) por la compañía estadounidense 

SynPep (Anexo 2).  La pureza de los péptidos fue determinada por esa 

misma compañía por RP-HPLC en una columna C-18 y se realizó un análisis 

de espectrometría de masas. Para ambos péptidos el porcentaje de pureza 

fue >95 %.  La medida de la masa molecular para pEM-2 y Appk fue de 

1742,9 y 1677,0 Daltons, respectivamente (Anexo 3-6).  Los péptidos se 

mantuvieron a -20ºC y justo antes de su utilización se disolvieron en NaCl 

0,12 M y fosfato de sodio 40 mM (PBS), pH 7,2. 

 

Establecimiento de los cultivos celulares (Lomonte et al. 1999a) 
 
Se  procedió a descongelar las células que se encontraban conservadas en 

nitrógeno líquido a -196ºC.  Las líneas B16, t-End, C2C12 y P3X se cultivaron 

en el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM;  Sigma D- 5796), y las 
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dos líneas restantes, EMT6 y S-180, en el medio  RPMI 1640 (GibcoBRL).  

Ambos medios fueron suplementados con 15% de suero fetal bovino (SFB; 

Sigma F-2442), 2mM de glutamina, 1 mM de ácido pirúvico, penicilina (100 

U/ml), estreptomicina (0,1 mg/ml), y anfotericina B (0,25 µg/ml).   

Las células se cultivaron en monocapas subconfluentes, en botellas de 25 cm2 

para su multiplicación, por un período de 2-3 días bajo una atmósfera húmeda 

de crecimiento al 7% de CO2, a 37ºC. 

El desprendimiento de las células se realizó mediante la adición de tripsina 

(1500 U/ml) 5,3 mM de EDTA.  Se dejó en reposo por 5 minutos a 37ºC.  

Posteriormente los grumos celulares se disgregaron y se lavaron mediante 

centrifugación y resuspensión en medio de cultivo fresco en una microplaca de 

96 hoyos,  en una densidad aproximada de   1 – 4  x 104 células en el mismo 

medio, de 2-3 días bajo las mismas condiciones del cultivo inicial (botellas de 

25 cm2). 

 
 
Ensayo de citotoxicidad in vitro (Lomonte et al. 1999a) 
 
Al finalizar el tiempo de crecimiento de las líneas celulares en la microplaca de 

96 hoyos, se aspiró el medio de cultivo con cuidado de no llevarse  las células 

con este.  Posteriormente se procedió  a ajustar las concentraciones de los 

péptidos pEM-2 y Appk a 8, 15, 30, 60 y 120 µg/hoyo en los medios DMEM o 

RPMI suplementados con 1% de SFB.  Se adicionó 150 µl de cada una de las  

diluciones de los péptidos a las células cultivadas en las microplacas de 96 

hoyos.  Se dejó reposar por 3 horas a 37ºC y luego se midió la actividad 

relacionada con la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en una muestra del 

sobrenadante.  Se prepararon controles de 0% y 100 % de toxicidad como 

valores de referencia, con el medio solo y con 0.1% de Tritón X-100, 

respectivamente. 
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Liberación de LDH (Lactato deshidrogenasa)  
 

Para la determinación de la actividad de la enzima LDH (EC. 1.1.1 27) se utilizó 

el método LDH - P UV optimizado por la Sociedad Francesa de Biología Clínica 

(SFBC), elaborado por Wiener laboratorios (Anexo 7-8). El fundamento del 

método está basado en la reacción representada en la ecuación 1: 

                                                          LDH        
Piruvato  +  NADH  +  H+                          L-lactato  +  NAD+  (Ecuación 1) 

 

El kit consta de una solución buffer Tris, pH 7,2 que contiene piruvato y cloruro 

de sodio, además de los viales de NADH.  Estos últimos se reconstituyeron con 

20 ml del buffer.  Se trabajó con 1ml del sustrato reconstituido al cual se le 

adicionó 80 µl del sobrenadante de las  células incubadas por 3 horas a 37ºC 

con las diferentes cantidades adicionadas de los péptidos (8, 15, 30, 60 y 120 

µg/hoyo).  Posteriormente, se procedió a medir la reacción (disminución de 

absorbancia) en un espectrofotómetro UV-visible, a una longitud de onda de 340 

nm, a 30ºC, con un tiempo de reacción de 160 segundos y utilizando un factor 

de cálculo de 8,095.  

 

Los resultados se expresaron como el promedio del porcentaje de las UI/l de 

LDH ± el error estándar de duplicados (Lomonte et al. 1999a).  A partir de este 

cálculo se estimó la Concentración Letal media, LC50, para cada péptido con 

cada una de las seis líneas celulares estudiadas.  Este valor expresa la 

concentración a la cual se produjo el 50% de citotoxicidad en los cultivos 

celulares evaluados. 

 
Observación al microscopio 
 
Las células de los cultivos se observaron después de las tres horas de 

incubación con los péptidos directamente en su microplaca de 96 hoyos 

utilizando un microscopio invertido. 
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Evaluación de la acción anti-tumoral de pEM-2 in vivo 
 
Se utilizaron las cepas de ratones C57BL/6 y Balb/c (hembras y machos) con 

un peso entre 17-21g (Anexo 9).  Se procedió a contar las células en un 

hemocitómetro de Neubauer mediante la tinción con azul tripán, el cual tiñe 

las células muertas, por lo que las células viables se distinguen 

perfectamente de las no viables (Anexo 10).  El número de células por 

mililitro se determinó de la siguiente manera: 

 

 
 

 Las células de melanoma B16 se inyectaron subcutáneamente (s.c) en el 

lomo de 14 ratones C57BL/6 (2 x 102 células; 7 ratones/grupo (Hu y Garen 

2000).  Al igual que las anteriores, las células de carcinoma mamario EMT6 

se inyectaron de manera subcutánea, pero en 21 ratones Balb/c (8 x 105 

células; 7 ratones/grupo). El tercer modelo se desarrolló inyectando 

intraperitonealmente 10 ratones Balb/c con células de mieloma P3X (1.9 x 

106 células; 5 ratones/grupo).  Se trabajó con un grupo control (PBS, 200 µl) 

y otro de tratamiento con péptido (pEM-2, 250 µg en 200 ul de PBS) para los 

tres modelos, además para EMT6 se trabajó con un grupo de control positivo 

con paclitaxel (90 µg en 200 µl de PBS), un agente antimitótico utilizado para 

el tratamiento de distintos tipos de cancer (Jennings et al. 2002, Kobayashi et 

al. 2004, Patel 1998, Schmitt-Sody et al. 2003) (Anexo 11).  Las células se 

dejaron establecer por 2 días, al cabo de los cuales se administró a los 

ratones el tratamiento (péptido pEM-2), PBS (para los grupos control) o 

paclitaxel por la ruta intraperitoneal (i.p.) en las concentraciones 

especificadas.   Después de los dos días, se realizaron 5 aplicaciones de 

cada tratamiento a las dosis especificadas anteriormente para cada modelo 
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de día por medio, y al cabo de 13 días los ratones fueron sacrificados, los 

tumores (melanoma B16, y carcinoma mamario EMT6) fueron extirpados y 

pesados.  El potencial de acción antitumoral de pEM-2 en el modelo del 

mieloma P3X se evaluó mediante el peso corporal de los ratones.  Los 

resultados se expresaron como el peso promedio ± el error estándar de la 

media. 

 
 
Análisis estadístico 
 
Los resultados de este estudio se analizaron en el programa de análisis 

estadístico STATISTICA, versión 5.1.  Se realizó un análisis de variancia 

(ANOVA) de dos vías con el fin de evaluar la interacción entre los péptidos y 

las líneas celulares.  Para determinar la existencia de diferencias significativas 

entre la citotoxicidad de ambos péptidos para cada línea se realizó una t-

Student. Además, para analizar el comportamiento de las líneas celulares con 

cada uno de los péptidos utilizados, se realizó una ANOVA de una vía y se 

realizó la prueba de confirmación a posteriori (Tukey HSD) para determinar en 

cuáles líneas existían las diferencias significativas.   .  

 

Para determinar la significancia en la reducción de los tumores sólidos de 

EMT6 se utilizó una ANOVA de una vía ya que el número de grupos a 

comparar eran 3, y para el caso de los tumores sólidos de B16 se realizó una 

t-Student, pues se contaba con dos grupos.  Para todos los análisis se 

determinó un valor de p < 0,05 como estadísticamente significativo. 
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RESULTADOS 

 
Evaluación de la citotoxicidad in vitro de Appk y pEM-2 
 
Mediante los ensayos de citotoxicidad realizados se pudo determinar que los 

péptidos Appk y pEM-2 son citotóxicos tanto hacia las líneas celulares 

tumorales (S-180, B16, EMT6 y P3X) como hacia las normales (C2C12 y t-

End) (Fig. 5).  Sin embargo, cabe destacar que al evaluar la interacción entre 

los péptidos y las líneas celulares (Fig. 6) se determinó la existencia de 

diferencias significativas en la citotoxicidad entre las líneas celulares según el 

péptido evaluado (F5, 12= 11,43, p= 0,0003).  Además,  se puede notar que 

para las líneas celulares S-180, EMT6 y C2C12, el péptido Appk fue 

significativamente más tóxico que el péptido pEM-2 (p<0.05) (Fig. 6). 

 

Por otro lado, el análisis de variancia demuestra que para el caso del péptido 

pEM-2, existen diferencias entre las seis líneas celulares evaluadas con éste 

(F5, 6= 34,36, p= 0,0002).    El análisis demuestra que la línea más susceptible 

corresponde al mieloma P3X (LC50 de 0,13 mg/ml), y que la línea celular más 

resistente fue la del sarcoma S-180 con un LC50 de 0, 58 mg/ml (p < 0,05).  

Las líneas t-End, B16,  EMT6 y C2C12 presentaron un comportamiento muy 

similar (Fig. 7a).   

 

Las alteraciones morfológicas ocasionadas por el péptido pEM-2 se analizaron 

por medio de la visualización de las células, después de las 3 horas de 

incubación con el péptido, en un microscopio invertido y se fotografiaron.  Se 

pudo observar alteraciones en la morfología de las células de  P3X a partir de 

15 µg/hoyo (0.1 mg/ml), mientras que para la línea de sarcoma S-180 este 

patrón se observó hasta los 60 µg/hoyo (0.4 mg/ml) (Fig. 8). 
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En el caso del péptido Appk, también se encontró diferencias entre las líneas 

celulares analizadas (F5, 6 = 13,28, p = 0,003).  Se determinó que las líneas 

celulares más susceptibles al péptido Appk fueron las líneas de carcinoma 

mamario EMT6 y mieloma P3X (p>0.05) presentando valores de LC50 de 0,01 

y 0,15 mg/ml, respectivamente (Fig. 7b).  Las líneas celulares t-End, B16, S-

180 y C2C12 mostraron un comportamiento muy similar.  Al igual que con el 

péptido pEM-2, las alteraciones morfológicas provocadas por el péptido a las 

células fueron visualizadas en un microscopio invertido y fotografiadas.  En las 

fotografías (Fig. 9) se observan alteraciones a partir de 15 µg/hoyo (0.1 mg/ml) 

del péptido en las células EMT6 y P3X, mientras que en las demás células 

este tipo de alteraciones se observa a partir de 30 µg/hoyo (0.2 mg/ml). 

 
Acción anti-tumoral de pEM-2 in vivo 
 

Se analizó la actividad antitumoral in vivo del péptido pEM-2 sobre 3 modelos 

tumorales (EMT6, B16 y P3X) mediante la evaluación de su capacidad para 

inhibir el crecimiento tumoral inducido en los ratones C57BL/6 y Balb/c, 

cuando se inyectó 250 µg de éste por ruta  i.p. 

 

La observación más importante de esta sección, es la reducción en un 28% 

(mismo porcentaje de reducción en el grupo de ratones tratados con 

paclitaxel) en el peso de las masas tumorales producidas de manera s.c. con 

la línea celular EMT6 cuando se les inyectó el péptido sintético pEM-2 (Fig. 

10).  Sin embargo, al realizar el análisis de variancia respectivo, se determinó 

que esa reducción no era estadísticamente significativa (F12, 17= 1,18, p= 

0,33).   

 

En el caso del modelo desarrollado con la línea de melanoma B16 (inoculada 

de manera subcutánea) no se observó reducción alguna en el grupo tratado 

con el péptido pEM-2 respecto al grupo control tratado con PBS.  Por último, 
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en el modelo del mieloma P3X (tumor ascítico) no se pudo evaluar la acción 

anti-tumoral del pEM-2, debido a que las células no proliferaron de manera 

exitosa en el peritoneo de los ratones inoculados. 

 

Durante el desarrollo de estos ensayos se observó que los ratones 

presentaban anomalías motoras y respiratorias después de que el péptido era 

inyectado, sin embargo, estas desaparecían al cabo de dos horas, 

restableciendo su comportamiento habitual; además, este comportamiento 

inusual después de la inyección del péptido fue cada vez menor al cabo de las 

5 dosis aplicadas.   A pesar de estos signos observados los ratones 

mantuvieron estable su peso corporal. 
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EXCEL, PAINT 

Figura 6.  Evaluación de la citotoxicidad de dos péptidos sintéticos derivados de 
fosfolipasas A2 Lys49 miotóxicas sobre seis diferentes líneas celulares. a. C2C12, b. t-

End, c. S-180, d. B16, e. EMT6 y f. P3X.  Todas las células fueron cultivadas en microplacas 

de 96 hoyos de 2-3 días.  Posteriormente se determinó la actividad de la enzima LDH al 

incubar las células por 3 horas a 37ºC con diferentes cantidades de los péptidos (8, 15,  30, 

60 y 120 µg/hoyo).  Los valores se expresaron como porcentajes, considerando el medio 

solo y con 0.1% de Tritón x-100 como el 0% y 100% respectivamente.  Cada punto 

representa el promedio ± error estándar de duplicados. 
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EXCEL, PAINT 

Figura 7. Comparación de la citotoxicidad ejercida por pEM-2 y Appk sobre seis líneas 
celulares distintas.  Se determinó la existencia de diferencias entre las líneas celulares 

según sea el péptido analizado.  Los resultados fueron expresados como el promedio de la 

concentración a la cual existió el 50% de citotoxicidad, LC50 (mg/ml) como una estimación 

del porcentaje de citotoxicidad calculado según las UI/l de LDH liberadas del sobrenadante 

analizado, ± el error estándar de duplicados. 
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STATISTICA, PAINT 

Figura 8. Actividad citotóxica ejercida por los péptidos sintéticos, Appk y pEM-2, 
sobre distintas líneas celulares murinas normales: C2C12 (músculo) y t-End (endotelio 
capilar); y tumorales: B16 (melanoma), EMT6 (carcinoma mamario), P3X (mieloma) y S-
180 (sarcoma). a. pEM-2 y b. Appk. Se determinó la existencia de diferencias entre las 

líneas celulares para cada péptido. Los resultados se expresaron como la LC50 

(concentración a la cual se obtuvo un 50% de citotoxicidad) como una estimación del 

porcentaje de citotoxicidad calculado según las UI/l de LDH liberadas del sobrenadante 

analizado. Cada punto representa el promedio ± el error estándar de duplicados. 
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PAINT 

Figura 9.  Alteraciones morfológicas causadas por el péptido sintético pEM-2 sobre las 
líneas celulares P3X, S-180 y t-End. a.  control de células de mieloma P3X sin péptido; b, 

células de mieloma P3X tratadas por 3 horas con 15µg/hoyo del péptido; c. control de 

células de sarcoma S-180 sin péptido; d, células de sarcoma S-180 tratadas por 3 horas con 

120 µg/hoyo del péptido; e, control de células de endotelio t-End sin péptido; f, células de 

endotelio t-End tratadas por 3 horas con 60 µg/hoyo del péptido. Aumento: 100X. 
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PAINT 

Figura 10.  Alteraciones morfológicas causadas por el péptido sintético Appk sobre 
las líneas celulares P3X, EMT6 y C2C12. a,  control de células de mieloma (P3X) sin 

péptido; b, células de mieloma (P3X) tratadas por 3 horas con 15µg/hoyo del péptido; c,  

control de células de carcinoma mamario (EMT6) sin péptido; d, células de carcinoma 

mamario (EMT6) tratadas por 3 horas con 15µg/hoyo del péptido; e, control de células de 

músculo (C2C12) sin péptido; f, células de músculo (C2C12) tratadas por 3 horas con 60 

µg/hoyo del péptido.  Aumento: 100X. 
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STATISTICA, PAINT 

Figura 11. Acción antitumoral de pEM-2 sobre el crecimiento de tumores sólidos de 
carcinoma mamario EMT6.  Se inocularon 8 x 105 células de EMT6 de forma s.c. en 

ratones Balb/c. El péptido pEM-2 (250 µg), PBS (control) o paclitaxel (90 µg) fueron 

inyectados i.p.  Se utilizaron 7 ratones para cada grupo de tratamiento, los cuales recibieron 

5 dosis de cada tratamiento y al cabo de 13 días (el día de la inoculación de las  células 

corresponde al día 0) fueron sacrificados, los tumores se extirparon y pesaron.  Para el caso 

del grupo control se eliminó un valor de peso de una masa tumoral mediante el coeficiente 

de rechazo debido a que sobresalía claramente de los 6 restantes.  En a se observa el 

tamaño de las masas tumorales para cada tratamiento y el gráfico (b) representa el efecto de 

la inhibición de los tratamientos pEM-2 y paclitaxel sobre las masas tumorales.  Para pEM-2 

y paclitaxel se observó una disminución en un 28% del peso en las masas tumorales, sin 

embargo, ésta no fue estadísticamente significativa p > 0,05.  Los resultados se expresaron 

como el peso promedio (mg) ± el error estándar. 
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DISCUSIÓN 

 

Este estudio arroja resultados en cuanto a la posible actividad anti-tumoral 

desplegada por Appk y pEM-2, ambos péptidos sintéticos relacionados con la 

región C-terminal de FLA2s Lys49 miotóxicas, en el cual se evaluó la actividad 

citotóxica de estos, demostrando que ambos péptidos ejercen citotoxicidad 

tanto hacia las líneas celulares tumorales como hacia las normales (Fig. 6). 

 

Es probable que la citotoxicidad desplegada por Appk y pEM-2 se base en un 

mecanismo mediante el cual esta clase de péptidos sintéticos provocan daño 

en las membranas celulares como consecuencia de la combinación de 

residuos catiónicos e hidrofóbicos, puesto que los residuos catiónicos pueden 

actuar electroestáticamente con los grupos aniónicos  de un sitio aceptor 

(todavía desconocido), mientras que los residuos hidrofóbicos y 

específicamente los aromáticos podrían interactuar con y posiblemente 

penetrar la bicapa de fosfolípidos, resultando en una desestabilización de la 

membrana celular (Núñez et al. 2001, Lomonte et al. 1999b, Papo et al. 2003). 

 

A pesar de que ambos péptidos mostraron citotoxicidad hacia todas las líneas 

celulares, el péptido Appk resultó ser significativamente más tóxico hacia las 

líneas S-180, EMT6 y C2C12 (Fig. 7). 

 

Pueden existir varias razones que expliquen el hecho de que Appk sea más 

tóxico, entre estas, en un estudio realizado por Núñez et al. (2001), se 

demuestra que Appk reproduce  el efecto miotóxico de la toxina intacta, con lo 

cual se convierte en el primer péptido sintético derivado de una FLA2, sin 

modificar, con la capacidad de reproducir el efecto de la toxina madre in vivo.   

 

Por otro lado, Chen et al. (1997), en un estudio realizado con cecropina B y 

dos análogos (péptidos catiónicos con actividad antitumoral provenientes de 
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polillas) proponen que el hecho de tener un número mayor de residuos 

catiónicos podría aumentar la toxicidad de los péptidos.  Es así como, al 

comparar las secuencias de ambos péptidos, se observa que Appk posee 

siete residuos catiónicos, mientras que pEM-2 presenta seis residuos, es decir 

que Appk posee un residuo catiónico adicional a la secuencia de pEM-2, lo 

cual podría aumentar su toxicidad. 

 

Además, cabe destacar que a pesar de que Appk posee residuos de tirosina 

se podría especular que la fenilalanina presente en este incrementa el carácter 

hidrofóbico del péptido (Núñez et al. 2001), ya que la tirosina  es como la 

fenilalanina pero con un grupo hidroxilo en su anillo aromático, lo que lo hace 

menos hidrofóbico que la fenilalanina (Mathews y Van Holde 2002), por lo 

tanto es posible que el incremento en el  carácter hidrofóbico de Appk puede 

estar relacionado con su alto potencial en el daño de la membrana celular.  

 

Sin embargo, a pesar de que Appk mostró mayor citotoxicidad hacia las líneas 

S-180, EMT6 y C2C12 en comparación con pEM-2, el hecho de saber que a la 

misma concentración (250 µg) con la que se llevó a cabo los modelos 

tumorales murinos, este péptido reproduce el efecto miotóxico de la toxina 

intacta in vivo, lo excluyó como  tratamiento para el desarrollo de estos 

modelos tumorales. 

 

Como se indicó en los resultados, sólo en el modelo de carcinoma mamario 

EMT6 se observó una reducción del 28% de las masas tumorales tratadas con 

pEM-2, el cual fue el mismo para el grupo tratado con paclitaxel.    A pesar de 

que esta reducción no fue estadísticamente significativa, los resultados 

mostrados en la Fig. 11 muestran que existe una tendencia a la reducción de 

las masas tumorales luego de la administración del  péptido pEM-2. 
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Pese a lo anterior, es posible que el hecho de que a los ratones se les 

administrara la dosis (250 µg) de manera más frecuente, por ejemplo todos los 

días en lugar de día por medio (Chen et al. 2001), podría aumentar la 

concentración del péptido en el cuerpo del ratón y por lo tanto habría una 

mayor cantidad del péptido en el torrente sanguíneo, con lo cual, las células 

tumorales estarían en contacto con una mayor concentración del péptido y en 

este caso lo más probable es que el porcentaje de reducción obtenido sea 

mucho mayor al determinado en este estudio. 

 

Una ventaja que presentan estos péptidos frente a otros péptidos de esta 

clase, por ejemplo ante dermaseptina o melitina (Kustanovich et al. 2002, 

Perez-Paya et al. 1994) es que no son hemolíticos (Lomonte et al. 1999b), sin 

embargo, es importante estudiar y analizar como mejorar la selectividad de 

Appk y pEM-2, es decir que no sean citotóxicos contra las células normales 

pero que despliegan una potente acción ante las células tumorales. 

 

El hecho de que la toxicidad de los péptidos variara según la línea celular 

evaluada (p<0.05) (Fig. 8), podría basarse en que la discriminación puede 

estar relacionada con la composición lipídica de la membrana celular, es decir, 

fluidez, densidad de la carga negativa así como el potencial eléctrico 

transmembrana (Kustanovich et al. 2002). 

 

En cuanto a este último punto, se ha desarrollado una probable teoría de 

discriminación ya que en contraste con las células eucarióticas normales, las 

cuales generalmente tienen bajos potenciales de membrana y cuya capa 

exterior consiste casi exclusivamente de fosfolípidos zwitteriónicos, las 

membranas celulares procarióticas y de células tumorales mantienen grandes 

potenciales transmembrana y tienen un alto contenido de fosfolípidos 

aniónicos en su capa exterior.  Esta última propiedad permite que estos 

péptidos se unan a estas membranas celulares cargadas negativamente, 
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debido a su estructura anfipática, permitiendo así que muchos de estos 

péptidos catiónicos prefieran dañar las membranas procarióticas y tumorales 

ante las eucarióticas (Papo et al.  2002). 

 

Además de la composición de las membranas celulares el estudio de las 

propiedades fisicoquímicas de los péptidos como, composición, estructura tri-

dimensional y la organización molecular en solución así como su interacción 

con las membranas celulares juega un papel muy importante tanto en la 

definición de la selectividad, así como en la elucidación del mecanismo 

mediante el cual estos péptidos ejercen su actividad hacia las células 

tumorales (Takeshima et al.  2002).  

 

El mecanismo mediante el cual estos péptidos causan la muerte de las células 

todavía permanece incierto, sin embargo existen varios postulados en los que 

se considera que la asociación de los péptidos provoque el desarrollo de poros 

o canales a través de la membrana celular, por otro lado, también existe la 

posibilidad de que se de un recubrimiento de la membrana celular como 

especie de una alfombra mediante la cual se logra desestabilizar los lípidos 

contenidos en la membrana celular (Crucciani et al. 1991, Hung et al. 1999, 

Kustanovich et al. 2002).  

 

Una posible vía mediante la cual estos péptidos antimicrobianos, como es el 

caso de tachyplesin y un derivado de magainina 2, muestran actividad 

antitumoral es por medio de la inducción de apoptosis (muerte celular 

progamada) en las células tumorales. Este hecho se basa en que así como 

estos péptidos pueden interactuar con las membranas procariotas también 

pueden interactuar con la membrana mitocondrial de las células eucariotas 

(Chen et al.  2001, Takeshima et al. 2003); estudios recientes han indicado 

que la mitocondria juega un papel crítico en la regulación de apoptosis de las 

células eucariotas, por lo que las alteraciones de las mitocondrias resultan en 
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la liberación de proteínas como el citocromo c y Samc, las cuales son 

activadoras de caspasas, quienes a su vez son las disparadoras de la cascada 

apoptótica (Du et al. 2000, Li et al. 2000). 

 

A pesar de que el mecanismo mediante el cual estos péptidos ejercen su 

actividad aún no está claro, lo que sí se conoce es que no existen diferencias 

de actividad entre los isómeros compuestos de aminoácidos D y los 

enantiómeros L, lo cual quiere decir que su mecanismo de acción no está 

mediado por la interacción de los péptidos con un blanco estereospecífico, 

tales como proteínas receptoras o enzimas que sean reconocidas  por los 

péptidos (Kustanovich et al. 2002, Santamaría et al, datos no publicados).   

 

Por otro lado, también se han estudiado péptidos compuestos tanto por 

aminoácidos D como con aminoácidos L.   Papo et al. (2003) consideran que 

estos péptidos tienen mejor efecto que los compuestos formados solo por 

residuos D o L, ya que al reemplazar ciertos residuos D por L en péptidos con 

actividad lítica tanto para células normales como para células tumorales; como 

resultado estos péptidos perdieron su efecto citotóxico contra las células 

normales e incrementaron su capacidad de permeabilizar las membranas 

cargadas negativamente.  

 

Parece ser concluyente en todos los estudios relacionados con las 

propiedades de estos péptidos catiónicos, la importancia de la carga e 

hidrofobicidad como los principales factores involucrados en la lisis de 

membranas celulares, así como la significancia del contenido aniónico de la 

membrana en la habilidad de los péptidos para inducir la lisis de la membrana 

celular (Hung et al. 1999, Zasloff 2002).  
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CONCLUSIONES  

 

Ambos péptidos ejercen actividad citotóxica tanto hacia las líneas celulares 

tumorales como hacia las normales, es decir, que no hubo una selectividad 

marcada hacia las líneas celulares tumorales. 

 

El péptido Appk resultó ser significativamente más tóxico que el pEM-2 

contra las líneas celulares S180, EMT6 y C2C12. 

 

La reproducción del efecto miotóxico de la toxina intacta por parte del péptido 

Appk, así como la carga positiva adicional y  la presencia de fenilalanina, 

podrían explicar el hecho de que Appk sea más tóxico que pEM-2 contra las 

líneas mencionadas anteriormente. 

 

La línea celular de mieloma P3X resultó ser la más susceptible frente al 

péptido pEM-2, por lo que se espera que en el modelo tumoral murino in vivo 

exista una reducción tumoral significativa. 

 

De los modelos tumorales desarrollados, únicamente en el modelo del 

carcinoma mamario EMT6 se produjo una reducción en el peso de la masa 

tumoral (28%),  sin embargo esta no fue significativa. 

 

A pesar de que la reducción no fue significativa,  indica que es posible que al 

aumentar la frecuencia de las dosis del péptido se puede mantener una 

mayor concentración del péptido que esté en contacto con las células 

tumorales, lo cual podría favorecer una mayor reducción de las masas 

tumorales. 
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RECOMENDACIONES 

 

En vista de que el modelo tumoral in vivo con el mieloma P3X no se 

desarrolló con éxito, sería un gran aporte a este estudio poder optimizar el 

modelo con el fin de evaluar el potencial anti-tumoral de pEM-2 sobre esta 

línea, ya que a nivel in vitro fue la línea más susceptible a este péptido. 

 

Para futuros estudios sería recomendable probar distintas vías de 

administración del péptido en los modelos tumorales murinos, con el fin de 

optimizar aún más el modelo. 
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ANEXOS 

 
 

 

 

 

 

Anexo 1.  Información general de las líneas celulares utilizadas en este   
estudio.  

 
 

 
 

*Esta línea de endotelio fue transformada con el virus de polioma por Bussolino et 

al. (1991). 
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Anexo 2.  Presentación comercial de los péptidos Appk y pEM-2 

 

 
 

Estos péptidos fueron sintetizados por la Compañía estadounidense Synpep. 
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Anexo 3.  Hoja de información general correspondiente al péptido pEM-2. 
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Anexo 4.   Espectrometría de masas realizada para el péptido pEM-2. 

 

 
 

El pico más grande corresponde a la masa del péptido, 1742.9 Daltons. 
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Anexo 5.  Hoja de información general correspondiente al péptido Appk. 
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Anexo 6.   Espectrometría de masas realizada para el péptido Appk.   

 

 
El pico más grande corresponde a la masa encontrada del péptido, 1677 Daltons.
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Anexo 7.  Manual de uso correspondiente al kit utilizado para medir la actividad 
de la enzima LDH (I parte).   

El método se basa en la liberación de la enzima por las células dañadas debido a la 

acción del péptido sobre ellas.  La actividad de la enzima se lee a 340 nm en un 

espectrofotómetro. 
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Anexo 8.  Manual de uso correspondiente al kit utilizado para medir la actividad 
de la enzima LDH (II parte).   

 
El método se basa en la liberación de la enzima por las células dañadas debido a la 

acción del péptido sobre ellas.  La actividad de la enzima se lee a 340 nm en un 

espectrofotómetro. 
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Anexo 9.  Cepas de ratones utilizados en los modelos tumorales in vivo. 

 
 

Para poder realizar la inoculación de las células B16 y EMT6 de manera 

subcutánea, se tuvo que rasurar el lomo de los ratones. 
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Anexo 10.  Diagrama de un hemocitómetro de Neubauer. 

 
Las células se tiñen con colorante azul tripán el cual es absorbido por las células 

muertas de manera que se pueden distinguir de las células viables. 
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Anexo 11. Características generales del paclitaxel.   

 
 

Esta droga constituye un agente anti-tumoral ampliamente utilizado como 

tratamiento de distintas clases de tumores.
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