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Resumen 
 

 

Las actinoporinas, como la Ng, se unen a la esfingomielina de la membrana celular y 

presentan actividad hemolítica sobre eritrocitos humanos, también propiedades antibacterianas 

y antifúngicas. Aunque no se ha investigado la interacción de actinoporinas con membranas de 

insectos, se presume su efectividad debido a los esfingolípidos presentes. Estudios en insectos, 

especialmente el género Aedes, vectores de enfermedades, son vitales para entender y controlar 

enfermedades transmitidas por picaduras. La producción de Ng conllevó clonación, expresión 

y purificación. Se utilizaron células de Escherichia coli transformadas con el vector Ng-pET-

21a (+) y se evaluó la expresión proteica en E. coli mediante SDS-PAGE con muestras no 

reductoras, registrándose un peso molecular 20 kDa. La proteína recombinante se purificó por 

FPLC en un solo paso de intercambio catiónico. La evaluación de la pureza por medio de RP-

HPLC indicó una pureza de un 92% y un tiempo de retención de 24.5 min. La concentración 

máxima usada de esta toxina (74 nM), mostró una alta hemólisis evidenciada por pérdida de 

turbidez, la cual se mantuvo hasta una concentración de 0.29 nM. Los huevos de A. aegypti se 

desarrollaron a larvas en estadio instar 1-2 y se expusieron a concentraciones de Ng desde 

0.000375 µg/µL hasta 0.07 µg/µL. Además, las larvas se sometieron a StI con cantidades 

estándar de 0.001875 µg/µL a 0.02 µg/µL. La exposición a Ng hasta 0.07 µg/µL no mostró 

letalidad, mientras que StI presentó una CL50 de 0.0098 µg/µL, evidenciando un efecto letal a 

concentraciones menores con StI. Aunque los protocolos de obtención recombinante de Ng 

son eficientes y permiten obtener la proteína pura y activa, Ng no mostró letalidad en larvas de 

A. aegypti, mientras que StI sí lo fue. Este estudio sugiere investigar más sobre el mecanismo 

molecular de las actinoporinas para entender la divergencia en su acción larvicida. 
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1. Introducción 
 

 

Las actinoporinas son toxinas formadoras de poro (Pore Forming Toxins; PFT), que son 

proteínas de carácter básico (puntos isoeléctricos por lo general superiores a pH 9), que 

muestran alta actividad citolítica y afinidad por membranas que contienen esfingomielina (SM) 

en su estructura (Alvarado-Mesén et al., 2019; Álvarez et al., 2009; Anderluh & Maček, 2002; 

Kem & Dunn, 1988; Mancheño et al., 2003). Estas toxinas, son producidas por anémonas de 

mar, comúnmente tienen funciones de defensa ante crustáceos, insectos y vertebrados (Frazão 

et al., 2012; García-Linares et al., 2016; Palacios-Ortega et al., 2016; Paul M. Muchinsky, 

2012). La SM es un componente esencial de las membranas celulares en los mamíferos, 

destacándose por su grupo fosfocolina, que juega un papel clave en la estructura y señalización 

celular. La relación de la SM en las membranas celulares y la actividad citolítica de las 

actinoporinas, indica que puede existir un potencial desarrollo de herramientas toxinológicas 

para el control de plagas, ya que la SM es ubicua en todo el reino animal  (Hanada, 2013), con 

excepción de las anémonas marinas (Meinardi et al, 1995). Esta afinidad por la SM ha sido 

estudiada por espectroscopía de resonancia magnética nuclear y marcaje de una actinoporina 

con flúor-19 (19F-RMN) en micelas, en donde se ha demostrado la producción de cambios 

químicos por la interacción de SM-actinoporina (Anderluh et al., 2005; Pentón et al., 2011). 

El control biológico de ciertas plagas ha sido un problema a lo largo de la historia, 

abarcando ámbitos como la producción agrícola, conservación e incluso la salud humana, 

debido a la transmisión de enfermedades por vectores; por eso, la investigación y aplicación 

de nuevas tecnologías permiten solventar esta problemática, partiendo de este punto se ha visto 

de manera positiva la implementación de bio-agentes como métodos sustentables (Nava-Pérez 

et al., 2012; Paredes et al., 2013). Un ejemplo de lo mencionado previamente puede ser el 

hongo Beauveria bassiana y la secreción de proteínas de la familia “aegerolysines”. Esta 

familia de proteínas es comúnmente encontrada en el reino fúngico, y tienen la capacidad de 

unirse a lípidos de membrana (como SM) y participar en diversos procesos biológicos, 

incluyendo tanto el ataque como la defensa contra otros organismos. Las aegerolisinas pueden 

formar poros transmembrana que resultan en la lisis celular. Además, desempeñan un papel 
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importante en la promoción de la acción entomopatógena (Kraševec et al., 2021). 

1.1. Antecedentes 
 

Según DeBach (1964) citado por Hernandez-Ortega. (2019), la definición de “Control 

Biológico” está enfocada como “El uso de organismos para suprimir la densidad de población 

o el impacto de un organismo plaga específico, haciéndolo menos abundante de lo que sería si 

no se usaran dichos organismos” (p 8). Este concepto es similar al ofrecido por la Organización 

Internacional de Lucha Biológica (OILB), quien lo define como: “La utilización de organismos 

vivos, o de sus productos, para evitar o reducir las pérdidas o daños causados por los 

organismos nocivos” (p 53). El riesgo ambiental presentado por el uso de algún agente 

biológico para control de un vector se basa en la posibilidad de un daño colateral al ambiente, 

principalmente por el déficit de planificación y evaluación de objetivos naturales previo a su 

uso. Desde otro punto de vista, se puede determinar el éxito de aplicación con base a la 

disminución del organismo blanco hasta el punto de ser escaso el uso de insecticidas; el control 

del organismo y uso ocasional (Guédez et al., 2008). 

Anteriormente se han obtenido toxinas con potencial insecticida provenientes de 

organismos marinos, por ejemplo, la nereistoxina proveniente del poliqueto Lumbriconereis 

heteropoda actúa bloqueando de manera selectiva ciertos receptores de acetilcolina en el 

sistema nervioso de los insectos a diferencia de los productos comerciales que inhiben las 

colinesterasas y el bloqueo de la señalización neuronal. No obstante, los estudios señalan 

relaciones de las toxinas del veneno como fuente insecticida que actúan principalmente sobre 

los canales de Na+ con voltaje (Nav) (Bosmans & Tytgat, 2007; Hernandez López & Hernandez 

López, 2005). Por otro lado, la alta cantidad de toxinas producidas por las anémonas de mar 

generan gran cantidad de posibilidades, aunque en comparación con muchos otros organismos, 

estas toxinas son menos estudiadas. Muchas actinoporinas han reportado tener un efecto muy 

tóxico en crustáceos al ser catalogados como presas naturales de las anémonas de mar 

(Bosmans & Tytgat, 2007), y por la estrecha relación evolutiva entre los crustáceos e insectos 

(Zrzavý & Štys, 1997), podría existir la posibilidad de que los insectos muestren algún tipo de 

afectación debido a las actinoporinas. 

Actualmente el control de vectores de enfermedades (como Paludismo, Chagas, etc.) en 



3  

humanos se fundamenta en insecticidas químicos, lo que a su vez ha conllevado al aumento de 

la resistencia de estos organismos a los químicos como piretroides, por lo que el emplear 

nuevas herramientas con bases de control biológico ha sido un desafío para solventar esta 

constante problemática (Strode et al., 2014; Thomas, 2018). Históricamente se ha combatido 

la plaga de mosquitos atacando principalmente los huevos, larvas y las pupas con sustancias 

organofosforados, reguladores del crecimiento de insectos, agentes microbianos, rociadores 

residuales e insecticidas, pero esto induce a efectos negativos en la salud humana y el medio 

ambiente, así como resistencia en varias especies (Benelli, 2015; Id et al., 2019). También se 

han visto estudios que muestran la presencia de alelos de resistencia a organofosforados como 

el temefós en poblaciones de campo de A. aegypti puede haber surgido debido a la exposición 

continua al temefós y otros xenobióticos presentes en los sitios de cría de larvas (Muthusamy 

& Shivakumar, 2015). En países como la India se han encontrado que poblaciones de A. aegypti 

son resistentes al DDT, y de forma generalizada contra los carbamatos (Sumitha et al., 2023). 

Los mosquitos son capaces de transmitir enfermedades a humanos como la malaria, la 

filariasis linfática y algunos arbovirus (del inglés arthropod-borne virus) como Dengue y Zika. 

Aunque aún no hay vacunas o medicamentos disponibles para la mayoría los casos, se busca 

como alternativa controlar los vectores para la prevención (Benelli et al., 2016; Huang et al., 

2017). Dentro de los mosquitos picadores transmisores de enfermedades destaca Aedes aegypti, 

pues es una especie altamente antropofílica y vector de múltiples arbovirus  (Benedict et al., 

2007; Gould et al., 2017; Newman, 2010; Reiter et al., 2006; Souza-neto et al., 2019). 

En la prevención de enfermedades zoonóticas se contempla el uso de metabolitos 

generados de distintos organismos. Amer & Mehlhorn (2006) comprobaron el efecto larvicida 

evaluando 13 aceites esenciales contra géneros de Aedes, Anopheles y Culex (Díptera, 

Culicidae), donde se probó su toxicidad ante el estado larval. De 41 sustancias probadas (aceites) 

sobre larvas de A. aegypti, Anopheles stephensi y Culex quinquefasciatus, 13 de estos extractos 

(alcanfor, tomillo, amyris, limón, cedro, incienso, eneldo, mirto, enebro, pimienta negra, 

verbena, helichrysum y sándalo) mostraron potencial, oscilando los valores de CL50 de los 

extractos entre 1-101.3 µg/mL ante A. aegypti, 9.7-101.4 µg/mL para A. stephensi y 1-50.2 

µg/mL para C. quinquefasciatus, con una letalidad del 100% a las 24 h posteriores. 

En el caso de las actinoporinas, como su nombre lo indica, son toxinas producidas por 
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anémonas de mar de la familia de las porinas, ya que forman poros en membranas biológicas. 

Se ha evidenciado que estas toxinas son dependientes de SM (Rojko et al., 2013). Cuando la 

membrana tiene una alta disponibilidad de SM (>30 molar %), aumenta el reconocimiento y 

unión de las toxinas esticolisinas, que son dos actinoporinas obtenidas de la anémona marina 

Stichodactyla helianthus (Álvarez et al., 2009). Este incremento en el reconocimiento y unión 

conlleva a un incremento de la actividad citolítica, lo que muestra el potencial de estas toxinas 

para desarrollo de aplicaciones en biotecnología y biomedicina, como producción de 

inmunotoxinas dirigidas para tratar células tumorales (Tejuca et al., 2009). Previamente se ha 

estudiado el papel de la SM como el fosfolípido de membrana que actúa como receptor, un 

ejemplo de esto es la esticolisina I (StI), de acuerdo con su comportamiento como actinoporina 

se une y penetra con alta movilidad lateral en la membrana (Donato et al., 2021; Pedrera et al., 

2014). 

Aunque no se ha visto un estudio donde se muestre la comparación o efecto directo de la 

interacción de una actinoporina y membranas celulares de insectos, se podría especular sobre 

un potencial efecto insecticida ya que las células de los insectos no están exentas a la capacidad 

de las actinoporinas de perturbar las membranas celulares puesto que también tienen 

esfingolípidos como la SM. La SM cumple funciones estructurales de membrana aportando a 

su integridad y fluidez; a la formación de microdominios y a la señalización celular, por 

ejemplo, a través de la metabolización de SM en ceramidas que se relacionan con estrés, muerte 

celular programada e incluso proliferación celular (Hannun & Obeid, 2008). Estudios 

realizados por Perera et al. (2012) han señalado que la composición del lipidoma de las células 

de A. albopictus (cepa C6/36) está representado entre el 6 al 13% por lípidos como 

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, SM, ceramida, lisofosfolípidos y 

fosfoetanolamina, donde de estos, aproximadamente un 18.5% corresponde a SM. 

Alvarado et al. (2014) obtuvieron fracciones cromatográficas con actividad hemolítica 

(HA) inhibible por SM a partir del extracto crudo de la anemona de mar A. nigrescens, lo cual 

sugería la presencia de al menos una actinoporina en esta anémona. Más adelante se analizó la 

actividad antimicrobiana y antifúngica de extractos de esta misma especie y se determinó la 

inhibición contra las bacterias Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa, al igual que en las 

especies fúngicas como Botrytis cinerea, Trichoderma harzianum y Rhizopus oryzae (Borbón 
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et al., 2016). Posteriormente se logró clonar, expresar y purificar una actinoporina a partir de 

esta anémona. Además, se logró su caracterización molecular y funcional; dicha toxina 

permeabiliza fácilmente eritrocitos humanos, así como a la línea linfoblástica de ratón L1210. 

Así mismo, se determinó su contenido de estructura secundaria mediante el uso de la técnica 

espectroscópica de dicroísmo circular. Al igual que otras actinoporinas, se demostró que la 

nigrelisina (Ng) tiene una alta afinidad por membranas que contienen SM (Alvarado-Mesén et 

al., 2019). Estas características hacen que Ng sea una molécula potencial para uso 

biotecnológico en el control de organismos transmisores de enfermedades tales como el A. 

aegypti. 

1.2. Justificación 
 

La familia de insectos Culicidae incluye el grupo de los mosquitos picadores, los cuales 

se caracterizan por ser vectores de transmisión de enfermedades. Un ejemplo muy conocido es 

Aedes aegypti, quien es vector de arbovirus que producen enfermedades como dengue, zika y 

chikungunya, las cuales son capaces de provocar serios problemas de salud y en ocasiones hasta 

la muerte. De igual manera Aedes albopictus actúa como vector de transmisión para dichas 

enfermedades. Ambos especímenes realizan la puesta de huevos en depósitos de agua tanto 

naturales como en artificiales (tipo llantas, botellas, agua estancada, etc.) (Lambrechts et al., 

2010; Martínez-Torres, 2008; Rey & Lounibos, 2015). 

El control biológico de vectores de enfermedades en salud humana, producción agrícola 

y ganadera ha generado mayor interés por su potencial para controlar organismos patógenos. En 

el caso de los padecimientos humanos implica directamente la salud pública, involucrando 

enfermedades como Chagas, Malaria, entre otras (Okamoto & Amarasekare, 2012). En 

relación con esto se han observado datos de la Región de las Américas de la OMS en los que 

se mencionan que entre las fechas de 1 de enero y 11 de diciembre del año 2023 se informaron 

4, millones de casos sospechosos de dengue (incidencia de 419 casos por cada 100 000 

habitantes), contabilizando 2049 muertes (Organización Mundial de Salud, 2023). 

En el caso de Costa Rica para 2024, se han contabilizado para la semana 18 8051 casos 

de dengue, 16 de chikungunya y 13 de zika (Ministerio de Salud Costa Rica, 2024). Con base 

en los datos recopilados se establece la necesidad de disminuir la cantidad de personas 
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infectadas por causa de vectores como los mencionados, entre otros existentes, creándose 

nuevas alternativas con potencial para desarrollar sistemas y/o metodologías novedosas 

capaces de combatir la expansión de enfermedades transmitidas por insectos pertenecientes a 

esta familia. 

Asimismo, algunos animales tienen la capacidad de producir toxinas, las cuales les 

permiten iniciar el proceso de digestión de sus presas, de igual manera les confieren la habilidad 

de defenderse de sus depredadores. En este sentido las anémonas de mar, organismos de 

naturaleza sedentarias y de cuerpo blando, utilizan sus mecanismos de producción de toxinas 

como ventaja ecológica de supervivencia (Burks & Lodge, 2002; Sher et al., 2005). La 

producción de estas sustancias puede tener un alto potencial biotecnológico en el uso de estos 

metabolitos ya que pueden permitir la generación de nuevos productos que permitan controlar 

enfermedades por medio del control de vectores que las transmiten. 

En las anémonas de mar se ha logrado determinar un grupo de proteínas conocidas como 

actinoporinas; estas son toxinas que se caracterizan por presentar actividad hemolítica, 

asimismo se catalogan como proteínas alcalinas con ausencia de cisteína en su mayoría, y un 

peso molecular ~20 kDa (Alvarado et al., 2014; Álvarez et al., 2009; Kohno et al., 2009). 

Alvarado et al. (2014) detectaron la presencia de una actinoporina en la anemona Anthopleura 

nigrescens. Igualmente, Alvarado-Mesén et al. (2019) clonaron, caracterizaron y purificaron 

dicha actinoporina, a la cual llamaron nigrelisina (Ng). 

De acuerdo con la problemática generada por la necesidad de tener un mejor control sobre 

las enfermedades transmitidas por insectos vectores y tomando en cuenta las características Ng, 

el propósito de esta investigación es la evaluación del efecto toxicológico de la proteína al 

exponerla ante larvas de insectos culícidos, con el fin de encontrar efectos larvicida que pueda 

potenciar a Ng como una posible molécula a utilizar en el control de estos vectores de 

enfermedades.
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1.3. Planteamiento del Problema 

¿Cuál es el efecto toxinológico de diferentes concentraciones de nigrelisina recombinante 

sobre larvas de culícidos? 

1.4. Objetivos 

 

1.4.1. Objetivo General: 

Evaluar el efecto toxinológico de nigrelisina recombinante sobre larvas de culícidos, 

mediante exposición directa in vitro, para la determinación de su potencial uso como agente 

larvicida sobre vectores que transmiten enfermedades, como potencial uso en el control 

biológico. 

1.4.2. Objetivos específicos: 

 

1- Estimar el grado de pureza de fracciones cromatográficas obtenidas mediante 

intercambio iónico a partir del lisado de E. coli BL21 en la producción de nigrelisina 

recombinante. 

2- Determinar el efecto toxinológico de la nigrelisina a diferentes concentraciones 

sobre larvas de culícidos. 

3- Establecer la concentración letal media (CL50) de nigrelisina sobre larvas de mosquito 

en pozos de microplacas. 
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2. Marco teórico 
 

 

2.1. Control biológico de vectores de enfermedades 
 

La diversificación de estrategias de control biológico sobre vectores transmisores de 

enfermedades reduce las cargas en la salud pública, no obstante, bajo la definición de control 

biológico se ha excluido el uso de tecnologías transgénicas y modificación del vector para la 

supresión/remplazo de la población al no haber antagonista natural que se involucre, y se desecha 

la inducción de insectos estériles por razones similares (Huang et al., 2017; Thomas, 2018). 

2.1.1. Toxinología y ecotoxicología 
 

En el desarrollo de bioensayos existe un efecto ecotoxicológico, donde su alcance 

toxicológico incluye “organismos, poblaciones, comunidades y ecosistemas”, es decir, al utilizar 

reactivos sintéticos en la biosfera y sus efectos sobre los componentes de la biosfera, incluido 

el ser humano (Newman, 2010). La toxinología, por su parte, se destaca como la ciencia que 

estudia las sustancias producidas por algún ser vivo como plantas, microorganismos y animales 

venenosos, donde estas accionan fuera de los organismos productores tras su liberación, sin 

provocar la muerte o descomposición en el productor, pero sus efectos recaen sobre una presa 

u organismo externo blanco (Barraviera, 1997; Capó Martí, 2007). 

El control de mosquitos vectores de enfermedades clásicamente se ha basado en dos 

fundamentos, el primero constituye en la eliminación de los sitios de cría y puesta de huevos, 

que son lugares donde se puede estancar el agua, y en segundo lugar eliminando el mosquito en 

algún punto de su ciclo de vida por medio de alguna sustancia u otro organismo (Martínez-

Torres, 2008). Convencionalmente se ha dado un control de plagas por medio de pesticidas, no 

obstante, estos tienen repercusiones en el medio ambiente y en la población, pues se generan 

residuos tóxicos, intoxicaciones crónicas, resistencia por parte de la plaga, y daño ambiental 

por la destrucción de la fauna silvestre no asociada, de igual manera, se produce contaminación 

de aguas superficiales y subterráneas (Strode et al., 2014; Wilson et al., 2020). 

Existen sustancias extraíbles de ciertos organismos, con propiedades favorables para el 

control insecticida (Droby et al., 2016). Uno de estos ejemplos son extractos de Azadirachta 
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indica que contienen actividad larvicida (compuestos bioactivos, de los cuales azadiractina, 

nimbina, nimbidina y nimbólidos, con funciones ovicidas, supresión de la fecundidad, etc.) 

ante mosquitos vectores de enfermedades como filariasis, dengue, malaria y chikungunya (Dua 

et al., 2009). Por otro lado, el efecto toxinológico de A. indica se ha calificado como biocida 

seguro y fuente barata de compuestos altamente efectivos contra el vector de malaria rural 

Anopheles culicifacies (Chandramohan et al., 2016). 

2.1.2. Vectores de enfermedades: Culicidae (Díptera) 
 

Diversos estudios científicos han demostrado una asociación entre mosquitos dípteros 

(por ej. A. albopictus, A. aegypti y otros) con distintos arbovirus donde destacan algunos como 

Cache Valley, Encefalitis Equina Oriental, West Nile, Dengue, Chikungunya y Zika (Farajollahi 

& Nelder, 2009). Por lo anterior, se ha impulsado el estudio del comportamiento de estos 

insectos, con el fin de mejorar la comprensión en aspectos relacionados al estado del mosquito 

vector ante ciertas condiciones, como la reacción ante sustancias o proteínas de interés, de tal 

forma que se podrían implementar métodos de control. 

Los organismos vectores muestran una capacidad o eficiencia para algún arbovirus 

específico, esto principalmente por asociaciones ecológicas de los arbovirus selváticos entre 

sí, el clima y la abundancia de mosquitos (Althouse et al., 2015; Weaver & Reisen, 2010). Se 

ha determinado la existencia de una relación entre la biología del organismo vector, la 

disponibilidad de potenciales huéspedes, la distribución espacial y el patógeno que hospeden 

(Althouse et al., 2015). Por otra parte, hay una correlación de vectores culícidos con 

enfermedades como Malaria, Filariosis y Encefalitis principalmente en áreas rurales y 

selváticas, lo que difiere a otras como dengue, chikungunya y zika que se transmiten en su 

mayoría en las áreas urbanas por la amplia cantidad de personas y condiciones adecuadas para 

el desarrollo de especies vectores como A. aegypti (Ruiz et al., 2018). 

Dentro de la familia Culicidae existen numerosas especies que son capaces de ser 

infectadas con agentes etiológicos y cumplir un rol de vectores. Principalmente en esta familia 

se ha visto que, dependiendo del patógeno, los virus pueden internarse a lo largo del cuerpo 

del mosquito vector, y se ha detectado, por ejemplo, para el virus del dengue, que el antígeno 

viral puede encontrarse en tejidos de la cabeza, las glándulas salivales y/o secreciones salivales. 



10  

Además, el comportamiento alimenticio zoofílico de A. albopictus y A. aegypti ha mostrado una 

preferencia hacia la sangre humana lo que ha desempeñado un factor de transmisión de 

enfermedades (Lambrechts et al., 2010). 

La capacidad vectorial depende de factores ecológicos, ambientales, moleculares y 

conductuales que influyen en los mosquitos como transmisores de patógenos, de igual manera, 

la competencia vectorial se distingue como capacidad vectorial, característica intrínseca del 

vector para infectarse, permitir la replicación y consecuentemente la transmisión del patógeno 

al huésped susceptible (Kramer & Ebel, 2003). Además, los mosquitos hembra conllevan 

mayor riesgo de infectar a la población humana debido a que se alimentan de la sangre para 

desarrollar su ciclo reproductivo y puesta de huevos (Goindin et al., 2015). 

2.1.3. Ciclo de vida de A. aegypti 
 

La reproducción de uno de los ejemplares más característicos de la familia de culícidos, 

A. aegypti, se basa en un ciclo dependiente de depósitos de agua (Malta Varejão et al., 2005). 

Igualmente, su desarrollo se ve influenciado por una serie de factores como temperatura, 

sedimentos, pH, entre otros, asociados para su supervivencia a lo largo de sus diferentes etapas 

del desarrollo. Se ha visto que la duración de los estados es de 4.1 a 4.7 días para que el huevo 

eclosione, 6.6 a 10.2 días para la salida de la larva (con condiciones de pH cercanas a valores 

neutros) y la pupa tarda de 2.1 a 2.7 hasta su estado adulto en el que vive alrededor de 10 a 35 

días (Beserra et al., 2009). 

Una temperatura adecuada para el ciclo de vida de A. aegypti se encuentra entre los 21 y 

29 °C, para la longevidad y la fecundidad está entre 22 y 30 °C y los huevos emergen en 

temperaturas que oscilan entre 24 y 25 °C (Beserra et al., 2006; Goindin et al., 2015). También, 

temperaturas cercanas a los 35 °C favorecen que las hembras se alimenten de sangre y tengan 

medias de puesta de huevos cercanas a 25.5 huevos/hembra, mientras que las bajas 

temperaturas (~16 °C) afectan negativamente la reproducción (Carrington et al., 2013). 

2.1.4. Distribución de mosquitos picadores 
 

La distribución de la familia de mosquitos picadores Culicidae presenta importancia e 

interés en el área de salud pública por los problemas que estos vectores generan en la población, 
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donde se han logrado determinar ciertas características sobre su ubicación, siendo 

principalmente en zonas tropicales y subtropicales húmedas (Kantor, 2016). Asimismo, la 

familia Culicidae como vectores transmisores de estas enfermedades se han encontrado a lo 

largo del continente americano en 39 países diferentes entre América del Norte, Centro, Sur y 

el Caribe (Caridad-Moros et al., 2016). 

Estudios de dípteros de la familia Culicidae en Venezuela han logrado determinar su 

presencia en ecosistemas montañosos, se encontraron 19 géneros y 254 especies debidamente 

georreferenciadas, con una altitud máxima por encima de los 2 000 msnm. Igualmente, un 

elemento de relevancia por tomar en cuenta con respecto a la fauna de culícidos, es la 

asociación de las especies con reservorios naturales que funcionan como criaderos, tal como 

lo son las fitotelmatas, destacando las especie Aedes euris a una máxima altitud 3 133 msnm y 

Anopheles pholidotus a 2 680 msnm (Navarro et al., 2010). De igual forma, se sabe que para 

países neotropicales las áreas metropolitanas se encuentran en alturas aptas para el desarrollo 

de especies como A. aegypti, al estar a alturas alrededor de los 2 200 msnm (Ruiz et al., 2018). 

En Costa Rica A. aegypti es el vector de arbovirus más reconocido, Zardkoohi et al. 

(2019) localizaron a esta especie en las provincias de Puntarenas y Limón, Costa Rica. Además, 

en la región Huetar Atlántica de Costa Rica se encontró la presencia de 14 especies de 

mosquitos durante la estación lluviosa, evidenciando entre las más abundante las especies A. 

aegypti y Limatus durhami, igualmente se reportó la presencia de A. albopictus (Marín-

Rodríguez et al., 2009). 

2.2. Proteínas formadoras de poros en membranas, Actinoporinas 

2.2.1. Organismos productores de actinoporinas y su función básica 
 

Algunas de las especies productoras de actinoporinas más estudiadas son las anémonas de 

mar Stichodactyla helianthus (anemona sol) que es productora de las esticolisinas StI, StII y 

StIII y muestran potencial altamente hemolítico (Rivera-de-Torre et al., 2020); Actinia equina 

(tomate de mar) que produce la equinatoxina II (EqTII) (Hinds et al., 2002); Actinia fragacea 

(anémona de fresa) que produce la fragaceatoxina C (FraC) (Mechaly et al., 2011; Tanaka et al., 

2015); Anthopleura asiática que sintetiza la bandaporina I (BnpI) (Kohno et al., 2009); y 

Anthopleura nigrescens que produce la nigrelisina (Ng) (Alvarado-Mesén et al., 2019). Estas 
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toxinas son producidas por el organismo como monómeros solubles que se insertan por 

oligomerización en la membrana plasmática del organismo blanco, lo que conlleva a la 

formación de poros, los cuales producen la citólisis. Sus masas moleculares oscilan entre 18-20 

kDa y tienen alta afinidad por SM (Anderluh & Maček, 2002; Iacovache et al., 2010). 

El proceso de penetración en la membrana por parte de las actinoporinas se puede 

describir de manera general por un proceso que inicia con la unión de la toxina a la membrana 

blanco, en la que seguidamente se produce una difusión lateral y la oligomerización de 

monómeros sobre la membrana, y como último paso se inserta el segmento N-terminal 

conformado por una hélice α en la membrana lipídica permitiendo la formación del poro 

(Antonini et al., 2014; Mesa-Galloso et al., 2017; Rojko et al., 2013). También, estudios 

utilizando cristalografía de rayos X y microscopía electrónica han indicado que, al penetrar la 

membrana, la parte anfifílica de la hélice α en la región N-terminal de las actinoporinas se 

separa de la estructura principal y se introduce en la membrana objetivo, formando poros de 1 

a 3 nm de diámetro (Glasser et al., 2014; Tanaka et al., 2017). 

Por otro lado, es importante indicar que StI y StII, al ser isoformas, exhiben una gran 

similitud (99%) e identidad (93%), sin embargo,  esa similitud no necesariamente coincide con 

su actividad hemolítica, puesto que StII tiende a ser alrededor de seis veces más activa que StI 

contra los glóbulos rojos humanos (Álvarez et al., 2009).  Aunque las actinoporinas diferentes 

producidas por la misma especie de anémona marina actúan en sinergia, probablemente 

interactuando para formar poros funcionales compuestos por las distintas isoformas de la 

proteína. Esta interacción tiene importantes consecuencias en cuanto a la funcionalidad 

biológica de las actinoporinas y sugiere que podría representar una estrategia más general 

empleada por otras proteínas formadoras de poros, entendiéndose como respuestas de defensa 

y/o ataques más versátiles en su entorno natural (Rivera-de-Torre et al., 2016). 

2.2.2. Descripción general de Anthopleura nigrescens 
 

Las anemonas de mar son conocidas por ser animales sésiles que se caracterizan por la 

producción de toxinas para establecer mecanismos de defensa ante sus predadores, así como 

con funciones de alimentación en la captura de sus presas. Estas toxinas actúan sobre los canales 

de sodio y potasio, con funciones de excitabilidad cardíaca y neuronal. Además, otras toxinas 
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actúan a nivel de membrana produciéndole daño y conllevando a la lisis celular (Álvarez et al., 

2009). 

Se conocen alrededor de 46 especies pertenecientes al género Anthopleura, entre ellas a 

la especie A. nigrescens, la cual se ha visto que es una anémona polífaga oportunista, que se 

alimenta según la disponibilidad del entonto, destacando organismos bentónicos (Fautin, 2011; 

Quesada et al., 2014). A. nigrescens se encuentra principalmente en hábitats intermareales 

rocosos inferiores, pero igualmente pueden ubicarse en zonas medias y superiores. En Costa 

Rica se ha reportado su presencia en Mata Limón, Puntarenas (Acuña et al., 2012). 

Como descripción general de esta anémona, se conoce que su cuerpo presenta verrugas 

adhesivas de tamaños muy similares, pero con distintos números de filas, con un número de 

32 a 80 tentáculos organizados en 4 ciclos, además, su disco oral es plano y puede poseer un 

diámetro que se encuentre entre 12 a 21 mm, lo que representa un tamaño análogo al del disco 

basal y una altura aproximada de 9 a 20 mm (Acuña et al., 2012). 

2.2.3. Producción de nigrelisina recombinante 
 

Una investigación realizada por (Alvarado et al., 2014), reportó por primera vez la 

detección de actividad biológica en el extracto crudo y fracciones cromatográficas de A. 

nigrescens. En dicha investigación se reportaba propiamente actividad hemolítica inhibible por 

SM. Además, se logró demostrar que en las fracciones cromatográficas que presentaban dicha 

actividad se presentaban bandas con movilidad electroforética de alrededor de 20 kDa. Más 

tarde ese mismo grupo utilizando técnicas de biología molecular, logró obtener la secuencia 

codificante para una actinoporina a partir del ARNm de A. nigrescens. Dicha secuencia fue 

clonada y expresada en células de E. coli BL21 para posteriormente purificar y caracterizar 

molecular y funcionalmente, a la actinoporina obtenida. La misma fue denominada como 

nigrelisina (Alvarado-Mesén et al., 2019). 

2.2.4 Caracterización de la nigrelisina 
 

Esta actinoporina representa una de las PFT más potentes conocidas hoy en día, 

comparada en distintos aspectos con la StII por su alta homología. La secuenciación con 

MALDI-TOF/TOF MS de péptidos generados mediante digestión con tripsina y quimotripsina 

de Ng identificó un 82.7% de su secuencia y elucidó un peso molecular de 19 661 ± 3 Da, 
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además, su punto isoeléctrico teórico se estimó en 9.7. Ng, contiene un dominio conservado de 

la superfamilia de proteínas citotóxicas de anémonas de mar, el cl05718, con un 58% de 

contenido de estructura secundaria formada por la lámina β y 5.5% en forma de hélice-α según 

datos experimentales obtenidos por dicroísmo circular. Además, tiene una alta identidad 

(72.8%) con BnpI, una actinoporina detectada en Anthopleura asiática (Alvarado-Mesén et al., 

2019).  

Según experimentos realizados de permeabilización de liposomas formados por 

dioleilfosfatidilcolina:SM (DOPC:SM; 1:1), Ng es más activa que StII con una C50 sobre estas 

vesículas de 0.25 y 0.37 nM, respectivamente, en un lapso de ensayo de 15 min. Con respecto 

a la citotoxicidad de Ng en células nucleadas linfoblásticas murinas (L1210), Ng muestra una 

potente actividad de permeabilización a los 30 min, con valores de C50 alrededor de 2 nM 

(Alvarado- Mesén et al., 2019). 

 

 

3. Materiales y métodos 
 

 

3.1. Objeto de estudio 

La investigación se realizó en el Laboratorio de Bioquímica y Biotecnología de Proteínas 

con apoyo del Laboratorio de Biotecnología de Plantas. Esta investigación tuvo como objeto de 

estudio evaluar el efecto de letalidad presentada por la toxina formadora de poros Ng sobre 

larvas de mosquitos pertenecientes a la familia Culicidae y debido a la colaboración del 

Laboratorio de Entomología en el Instituto Costarricense de Investigación y Enseñanza en 

Nutrición y Salud se utilizó la especie Aedes aegypti cepa New Orleans. 

3.2. Diseño de investigación y descripción de las variables 

Se produjo la nigrelisina recombinante con el objetivo de evaluar su efecto sobre larvas 

de mosquitos a diferentes concentraciones. Por lo tanto, las variables a analizar son la 

concentración de la toxina (variable independiente), efecto de la toxina sobre las larvas (variable 

dependiente) y larvas sin toxina (variables de control). El tipo de investigación es experimental. 
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3.3. Producción de la Ng recombinante 
 

La producción de la proteína en evaluación conllevó un proceso de clonación, expresión 

y purificación. Debido al reciente descubrimiento de la Ng, este estudio se basó en la 

metodología establecida por la literatura que determina una forma efectiva para poder obtenerla 

(Alvarado-Mesén et al., 2019). Esta metodología consiste en emplear un vector de expresión 

que contiene la secuencia de Ng (número de accesión MH204651), cuya expresión es inducida 

en Escherichia coli BL21 Star (DE3), y finalmente Ng es extraída y purificada por medio de 

cromatografía de intercambio catiónico en columnas de CM Sephadex C- 25. 

3.3.1. Expresión proteica 
 

Como método de expresión de la proteína Ng se utilizó el protocolo de autoinducción 

(Studier, 2005). Las soluciones 50xM, 5052, Glucosa (40%), MgSO4 (1 M) y FeCl3 (0.1 M; en 

HCl 0.1 M) se esterilizaron por autoclave (15 min a 121 °C), mientras que la solución L-

Aspártico (5%; en NaOH 1M, con ajuste a pH 8) se esterilizó por filtración con una membrana 

de 0.22 μm. Una vez las soluciones estuvieron listas se procedió con la preparación de los 

medios LB 2X, MDG y ZYB 2X, estos se esterilizaron a través de autoclave por 20 min a 121 

°C. Estas soluciones y medios se prepararon como se indica en el cuadro 1. 

Cuadro 1. Composición de soluciones y medios de cultivo 
 

 Reactivos Cantidad (g) Cantidad (mL) Volumen final (mL) 

 KH2PO4 8.87   

Solución 

50xM 

NH4CL 

NaSO4 

6.31 

1.78 

 

NA 

 

50 

 Na2HPO4 8.88   

Solución 

5052 

Glicerol 

Glucosa 

Lactosa 

12.5 

1.25 

5 

 
NA 

 
50 

Glucosa Glucosa 4 NA 10 

Mg SO4 MgSO4 2.4 NA 20 

HCl HCl (37%) NA 0.1 10 

FeCl3 FeCl3 0.612 NA 10 (en HCl) 

L-Aspártico L-Aspártico 0.5 NA 10 (en NaOH 1M) 
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Medio caldo 

lisogénico 

(LB) 

Peptona 2% 

Extracto de Levadura (1%) 

NaCl (1%) 

2.5 

1.25 

1.25 

 
NA 

 
150 

 Agua destilada estéril  38.57  

 50xM  0.8  

 

Medio de 

crecimiento 

MDG 

MgSO4 (1 M) 

FeCl3 (0.1 M) 

 

NA 
0.08 

0.04 

 

40 

 Glucosa (40%)  0.5  

 Ampicilina (100 mg/mL)  0.01  

 Agua destilada estéril  136.8  

 Medio LB  150  

 Solución 50xM  6  

Medio de 

inducción 

ZYB 

Solución 5052 NA 6 150 

 MgSO4 (1 M)  0.6  

 FeCl3 (0.1 M)  0.3  

 Ampicilina (100 mg/mL)  0.3  

 

A partir de una placa con bacterias transformadas con el vector de expresión Ng-pET-21a 

(+) con la secuencia codificante para la proteína Ng (número   de acceso GenBank MH204651) 

se tomó una colonia para iniciar 3 precultivos con 5 mL de medio de crecimiento MDG en tubos 

cónicos de 50 mL, de igual forma se tomó una alícuota de 5 mL de los medios MDG y ZYB 

para usar como blanco para la lectura de densidad óptica (DO600nm). Los precultivos se 

incubaron a una temperatura de 37 °C con agitación constante a 150 rpm durante 14 horas y 

luego se refrigeraron (aproximadamente a 4 °C) alrededor de 4 horas. Después del periodo de 

incubación en medio MDG, se tomaron 300 μL de cada precultivo para inocular 150 mL de 

medio ZYB (correspondiente al medio de expresión) y crecer durante 14 horas, con agitación 

de 150 rpm y temperatura de 37 °C. 

Posteriormente se realizaron lecturas a DO600nm para los cultivos MDG y ZYB, así como 

sus respectivos blancos (MDG y ZYB sin bacterias) utilizando alícuotas de 2 μL y un Nanodrop 

2000 (Thermo Fisher, USA). Luego,  se tomó 1 mL de cada cultivo y se centrifugó a 8800 x g 

con una centrífuga (Eppendorf 5418 R) por un tiempo de 10 min en microtubos de 



17  

polipropileno de 1.5 mL y se descartó el sobrenadante. La biomasa se resuspendió en agua 

destilada con un volumen que permitiera contener una biomasa igualada a un valor de DO600nm 

de 7, para ello, el volumen necesario de resuspensión para la biomasa de cada cultivo se obtuvo 

empleando la fórmula 1: 

 

(DO600nm * 1mL)/7 = V (1) 

 
la cual se compone de la lectura del valor DO a 600 nm de cada suspensión celular, el volumen 

correspondiente al medio que se centrifugó (1 mL) y el volumen de agua necesario para la 

equivalencia de concentración de células (V). 

Para evaluar la expresión de Ng en las células se tomó de la resuspensión igualada a un 

valor de DO600 7 mencionada en el párrafo anterior y se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando geles con un gradiente del 4-12 % de 

acrilamida, donde se tomaron alícuotas de 30 µL de las muestras y se mezclaron con 10 µL de 

buffer muestra (Laemmli 4x) en condiciones no reductoras. Estas muestras se centrifugaron 

brevemente, y se les realizó un tratamiento térmico de 99.9 °C por 10 min. Seguidamente se 

volvió a centrifugar de forma breve para que todo el líquido quedase en el fondo del tubo y se 

cargaron 35 μL en cada pocillo. Se utilizó también un control positivo de una muestra de Ng ya 

pura y el marcador de peso molecular pre-teñido SeeBlue Plus2 (Thermo Fisher, USA). Las 

condiciones de la corrida fueron con un potencial de 200 V en un periodo de 35 min. 

Consecutivamente se le realizó una tinción al gel con el reactivo Coomassie blue G-250 al 

0.05% (p/v) durante un periodo aproximado de 16 h. 

 

3.3.2. Purificación de la proteína 
 

Las células del cultivo autoinducido se recolectaron por centrifugación (Eppendorf 5418 

R) a 8800 × g por 10 min y fueron resuspendidas en una relación de 20 mL de buffer fosfato de 

sodio 50 mM (pH 7.0) por cada gramo de peso fresco de células y se lisaron por medio de un 

procesador ultrasónico (QSONICA Q700, USA) con una frecuencia de 30 kHz en intervalos de 

10 s on y 50 s off en un lapso de 2 min en hielo. La muestra se clarificó por centrifugado a 

16600 × g durante 40 min a una temperatura de 4 °C. 
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Ya con el clarificado, se procedió a purificar la proteína basándose en su punto 

isoeléctrico (aprox. 9) utilizando para ello una columna (0.8 × 3.0 cm radio x altura) de 

intercambio catiónico CM-Sephadex C-25 (Sigma-Aldrich, USA.), equilibrada con tampón de 

fosfato de sodio 50 mM (pH 7.2) y realizándose una elución con un gradiente lineal (0 – 1.0 M) 

de NaCl en el mismo tampón de fosfato a un flujo de 1.0 mL/min y colectando fracciones de 2 

mL, esto bajo un volumen de inyección de muestra de 25 mL empleando un sistema de 

cromatografía liquida de proteínas a alta velocidad (FPLC) ÄKTAprime Plus (GE, Suecia), con 

monitoreo de los picos proteicos a 280  nm y midiendo también la AH en eritrocitos humanos. 

Las fracciones de interés se almacenaron a -20 °C para su posterior uso. 

A las fracciones de interés (con absorbancia a 280 nm y AH) se les evaluó la 

homogeneidad proteica por medio de SDS-PAGE según lo descrito en el apartado 3.3.1 y se 

determinó su grado de pureza por cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-

HPLC). La evaluación RP-HPLC se hizo con la mezcla de fracciones de interés obtenidas por 

del intercambió catiónico y se inyectó 50 µL en una columna SUPELCO C4 (4.6 mm x 100 

mm con tamaño de partícula de 3.4 µm), donde se usó agua-ácido trifluoroacético (TFA) al 

0.1% como solvente “A” y como solvente “B” acetonitrilo-TFA al 0.1%, y un gradiente desde 

0 – 60% en solvente B con 30 min de tiempo a un flujo de 1.0 mL por min, monitoreando la 

absorbancia a 215 nm. Se determinó el tiempo de retención del pico de Ng y el porcentaje de 

pureza (porcentaje de área). El equipo utilizado fue un cromatógrafo con arreglo de iodos MD-

4010 (JASCO, Japón).  

Por medio de un lector de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, USA) se 

registraron medidas para verificar la AH, determinándose de acuerdo con la pérdida de turbidez 

de una suspensión eritrocitaria a una λ=595 nm en un tiempo de lectura de 30 minutos 

(Alvarado-Mesén et al., 2019). Las placas empleadas para este ensayo fueron de 96 pozos de 

fondo plano, en las cuales se efectuaron diluciones dobles seriadas de la proteína Ng (del pico 

de elución obtenido por la cromatografía de intercambio catiónico) en TBS en un volumen total 

de 100 μL. Iniciando la reacción de hemólisis por la adición de 100 μL del estándar eritrocitario 

para un volumen final de 200 μL. 

Para calcular la concentración de proteína se midió la absorbancia a 280 nm en un 
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espectrofotómetro UV-1800 (Shimadzu, Japón) de la muestra de Ng en una cubeta de 1 cm de 

longitud de paso y se dividió entre un valor de 1.3; donde 1.3 es la absorbancia determinada 

para Ng a una concentración de 1 mg/mL a 280 nm en una cubeta de 1 cm de longitud de paso 

de la luz (Alvarado-Mesén et al., 2019). 

 

3.4. Obtención de larvas de especímenes de la familia Culicidae 
 

Por medio de la colaboración entre el Laboratorio de Bioquímica y Biotecnología de 

Proteína de la Universidad Nacional de Costa Rica e Instituto Costarricense de Investigación 

y Enseñanza en Nutrición y Salud (INCIENSA) se pudo acceder al uso de huevos de 

especímenes de la cepa A. aegypti – New Orleans, Guatemala. 

 

3.4.1. Bioensayo de exposición de mosquitos culícidos ante Ng 
 

Inicialmente para poder realizar una prueba de limite y tener un punto de referencia para 

los ensayos con Ng se contó con disposición de StI [0.08 µg/µl], la actinoporina de Stichodactyla 

helianthus (anémona del caribe cubano) por lo que se utilizó para realizar esta prueba, ya que 

la StI es homóloga a la StII, pero con menor actividad hemolítica (Hinds et al., 2002; Huerta et 

al., 2001; Lanio et al., 2001).  Relacionado a esto, se ha observado que la concentración 

hemolítica media (HC50) entre Ng y StII son muy similares (0.09 ± 0.01 nM; 0.13 ± 0.02 nM 

respectivamente) según (Alvarado-Mesén et al., 2019). Basados en esto y la disponibilidad de 

la StI se buscó la relación de la mínima concentración de esta toxina que presentara actividad 

letal sobre las larvas de culícidos para tomar un punto aproximado para ensayos posteriores 

con Ng. 

Esta prueba se realizó con un número bajo de larvas y de proteína StI (facilitada por el 

LBBP). El desarrollo del ensayo en etapa de larva fue por triplicado con 3 larvas por cada tubo 

(vidrio borosilicato de 4 mL con un diámetro de 10 mm) y con 200 µL de medio de cultivo de 

las larvas) y proteína, calculando las concentraciones de StI de 0.08 µg/µL, 0.04 µg/µL, 0.02 

µg/µL y el ensayo control negativo de 0 µg/µL. 

Basado en los resultados de la prueba mencionada en el párrafo anterior se estandarizó 

el método de cultivo de las larvas, utilizando como medio de crecimiento 2 g de comida para 

gato (gatiⓇ) mezclada en 250 mL de agua destilada autoclavada. Y dejándolo en reposo 
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aproximadamente 19 h antes del uso para introducir los huevos de A. aegypti. El tiempo de 

incubación para las larvas fue de alrededor de 19 h. De este modo se manipularon larvas en 

estado instar entre 1 y 2 (anexos 1, 2 y 3; imágenes tomadas con un Microscopio Olympus 

SZX7). Además, como método estándar se realizaron con 5 concentraciones de toxina con 

diluciones dobles seriadas (concentraciones especificadas para cada ensayo), 5 réplicas y 5 

larvas por tubo. Los crecimientos de las larvas se realizaron en vasos de precipitados de 25 mL 

con aproximadamente 80 huevos cada uno (3 vasos para bioensayo 1; 4 vasos para bioensayo 

2; 5 vasos para bioensayo 3), que luego se cambiaron al momento de realizar la exposición a 

la proteína para evitar saturación del medio por crecimiento de agentes microbianos a las 

condiciones iniciales. 

Basados en los datos obtenidos de la prueba de limite a pequeña escala, se generó el 

primer bioensayo, equiparando aproximadamente la cantidad de proteína usada en la mínima 

respuesta para StI, utilizando la secuencia de concentraciones de Ng de 0.006 µg/µL, 0.003 

µg/µL, 0.0015 µg/µL,  0.00075 µg/µL, 0.000375 µg/µL, un control positivo de StI 0.02 µg/µL, 

ya que esta toxina mostró letalidad anteriormente, y un control negativo sin exposición a 

proteína. 

Para fines de una exposición a mayor cantidad de Ng, en el bioensayo 2 se utilizó proteína 

sin desalar, exponiendo las larvas a las siguientes concentraciones de Ng y de StI (0.02 µg/µL): 

0.075 µg/µL, 0.035 µg/µL, 0.02 µg/µL, 0.015 µg/µL, 0.01 µg/µL, 0.0075 µg/µL, 0.00375 

µg/µL, 0.00187 µg/µL, 0.00125 µg/µL y 0 µg/µL. Además, se realizó un tercer bioensayo 

considerando dos concentraciones iniciales diferentes aplicadas a ambas proteínas, siendo la 

primera desde 0.02 µg/µL, hasta 0.00125 µg/µL y la segunda desde 0.03 µg/µL hasta 0.001875 

µg/µL para ambas proteínas con sus respectivos controles negativos. La letalidad se graficó en 

función de la concentración de toxina, utilizando como valor de letalidad el promedio obtenido 

de las cinco repeticiones ± la desviación estándar. Las curvas obtenidas de dependencia de la 

letalidad en función a la concentración de toxina se ajustaron a una función de Hill (Hill, 1910), 

utilizando para ello el software OriginPro (OriginLab 2015) según la siguiente ecuación: 

𝑥𝑛 

𝐶𝐿50 = 𝐶𝐿𝑚𝑎𝑥 ∗ 
𝑘𝑛 + 𝑥𝑛
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Donde: CL representa la letalidad de las toxinas sobre las larvas del mosquito; CLmax es 

el 100% de muerte de las larvas en el ensayo, x la concentración de proteínas; k la 

concentración de proteínas donde se alcanza la muerte del 50% de las larvas y n el índice de 

Hill en el proceso letal. 

 

3.5. Comparación bioinformática entre nigrelisina y esticolisina I 
 

Para el análisis bioinformático se hizo un alineamiento de las secuencias aminoacídicas 

de Ng y StI, así como una superposición de las estructuras tridimensionales. La comparación 

bioinformática se enfocó en la evaluación de concordancia y diferencias, similitudes e identidad 

de las toxinas. De igual manera, la medición de similitud tridimensional de las estructuras 

proteicas superpuestas se realizó mediante la obtención de la raíz de la desviación cuadrática 

media (RMSD; Root-Mean-Square Deviation). 

 

3.5.1. Alineamiento de secuencias de aminoácidos 
 

Para alinear las secuencias de aminoácidos entre ambas actinoporinas se utilizó el 

software para bioinformática Geneious R9 y la matriz de sustitución BLOSUM 62 (Blocks 

Substitution Matrix 62). 

3.5.2. Superposición de proteínas 
 

Se generaron modelos de estructura 3D de las proteínas Ng y StI, esta comparación y 

superposición de las toxinas se llevó a cabo por medio del uso del software UCSF ChimeraX, 

versión 1.4 (Pettersen et al., 2021). Así mismo, en el entorno de Google Colaboratory (Google, 

2023) y a través del programa informático AlphaFold2 (Jumper et al., 2021). 

4. Resultados 
 

 

4.1. Obtención de nigrelisina 
 

4.1.1. Producción y extracción 
 

De acuerdo con el protocolo para la expresión de la proteína, se obtuvieron las lecturas 

de DO a 600 nm para medir el crecimiento de las bacterias dentro de los cultivos (cuadro 2). 
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Cuadro 2. Valores de DO a 600 nm obtenidos para las células transformadas en medio de crecimiento (MDG) y 

medio de expresión (ZYB) y cantidad de agua agregada al pellet de bacteria para realizar la SDS-PAGE. 

 
Medio 

Valor obtenido de DO600nm de la 

suspensión celular 

Volumen de agua destilada 

agregada (µL) 

MDG 2.80 400 

ZYB 3.03 430 

 

Una vez resuspendidas las células en los volúmenes de agua indicados en el cuadro 2 se 

procedió a tomar 30 µL de cada muestra y a mezclarlos con buffer muestra y se corrió el ensayo 

SDS-PAGE (4-12% de acrilamida) y los resultados se pueden apreciar en la figura 1. 

 

Figura 1. SDS-PAGE de evaluación de la expresión de nigrelisina. Carril: 1 Fracción cromatográfica activa de 

Ng; carril 2: Marcador de peso molecular; carril 3: proteínas del cultivo en medio de inducción ZYB; carril 4: 

proteínas del cultivo en medio de crecimiento MDG. Las flechas color rojo señalan las bandas de Ng. 

4.1.2. Purificación 
 

Con respecto a la purificación de la proteína Ng, se obtuvo un perfil cromatográfico por 

intercambio catiónico donde se observa la elución de proteínas de E. coli en el lavado con un 

tiempo de retención de 29.37 min, así como el pico de elución de la Ng en el gradiente con un 

tiempo de retención de 187.45 min (figura 2). 
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Figura 2. Perfil cromatográfico de la purificación de nigrelisina por intercambio catiónico. Perfil general de la 

purificación, donde la línea de color azul representa la absorbancia a 280 nm, y la línea de color rojo la fuerza 

iónica. El pico pequeño de la línea azul con tiempo de retención de 187.45 min corresponde a la elución de Ng. 

 

Para visualizar mejor el pico de elución de la Ng, se realizó el ajuste de escala del 

cromatograma, dicho pico se ubicó en las fracciones desde la 9 hasta la 22, como se puede 

apreciar en la figura 3. 

 

Figura 3. Ajuste de escala del perfil cromatográfico de la purificación de nigrelisina por intercambio catiónico. 

La línea de color azul indica la absorbancia a 280 nm y la línea color rojo indica el gradiente de fuerza iónica, se 

puede apreciar la elución de Ng a los 187.45 min contenida en las eluciones 9-22. 

 

La evaluación de la pureza de la mezcla de las fracciones de interés (9-22) se puede 

apreciar en la SDS-PAGE de la figura 4. 
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Figura 4. SDS-PAGE de evaluación de la pureza de las fracciones de interés luego de la cromatografía por 

intercambio catiónico. Carril: 1 marcador de peso molecular; carril 2: mezcla de fracciones conteniendo 

Ng; carril 3: extracto crudo de E. coli en medio de inducción ZYB; carril 4: extracto crudo de E. coli en medio de 

crecimiento MDG. 

 

La evaluación de la pureza de nigrelisina también se hizo por medio de RP-HPLC, la 

cual tuvo un tiempo de retención de 24.25 min, así como un porcentaje de pureza (porcentaje 

de área) de un 92% (figura 5). 

Figura 5. Evaluación de la pureza de nigrelisina mediante RP-HPLC. Se observa un pico de Ng con un tiempo 

de retención en 24.25 min. 

4.1.3. Verificación de actividad hemolítica 
 

La evaluación de la AH de Ng sobre eritrocitos humanos se puede apreciar en la figura 
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6. En la misma se puede observar que en el pozo A1, que corresponde a la máxima concentración 

de toxina aplicada (74 nM), la pérdida de turbidez fue total casi desde el inicio del tiempo de 

lectura, mientras que conforme se disminuyó la concentración de toxina la turbidez se mantuvo 

por más tiempo, apreciándose este efecto claramente a partir del pozo A5 al A9. La AH se 

mantuvo hasta una concentración de toxina de 0.29 nM (pozo A9). A partir del pozo A10 y hasta 

el A12 ya no se detectó AH. 

 

Figura 6. Actividad hemolítica de Ng en eritrocitos humanos. La pérdida de turbidez en el pozo A1 inició con 

una concentración de 74 nM de Ng y se realizaron diluciones dobles seriadas finalizando en el pozo A12 con 

0.035 nM, con apreciación de actividad aun en el pozo A9 con concentración de 0.29 nM. 

 

4.2. Bioensayos 
 

4.2.1. Establecimiento concentración mínima de proteína activa y letalidad contra larvas 

de mosquitos 
 

Aunque la actividad biológica de una actinoporina ante especímenes Culícidos no ha sido 

estudiada, se determinó que una concentración de 0.02 µg/µL tuvo un 100% de letalidad de 

larvas A. aegypti. 

4.2.2. Bioensayos con nigrelisina 
 

Los ensayos de letalidad de ambas toxinas sobre larvas de A. aegypti permitieron 

determinar una CL50 para StI de 0.0098 µg/uL, mientras que para Ng no se obtuvo efecto alguno 

sobre las larvas (figura 7). 
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Figura 7. Ensayo de letalidad de StI y Ng sobre larvas de A. aegypti. La letalidad se graficó en función de la 

concentración de toxina. El parámetro CL50 se calculó a partir del mejor ajuste sigmoidal de Hill (líneas 

continuas). Los puntos mostrados son el promedio de cinco repeticiones ±SD. 

 

4.3. Análisis bioinformático de proteínas Ng y StI 
 

4.3.1. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de proteínas Ng y StI 
 

Como se puede observar en la figura 8, las secuencias de Ng y StI tienen una alta similitud, 

alcanzando valores del 79.1%. No obstante, el valor de la identidad es menor, representando 

un 63.3% de coincidencia en las mismas posiciones de las secuencias. 

 

Figura 8. Alineamiento de las secuencias de Ng y StI. Las áreas resaltadas en verde indican regiones de idéntica 

coincidencia entre las secuencias. Los residuos resaltados con colores representan aquellos que muestran 

concordancia en ambas secuencias, mientras que los no sombreados señalan diferencias. Las similitudes entre estas 

toxinas alcanzan un 79.1%, con una identidad del 63.3%. La comparación se efectuó mediante un alineamiento 

utilizando el software Geneious R9 y la matriz BLOSUM 62. 
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4.3.2. Superposición de estructuras de proteínas Ng y StI 

Adicionalmente, la evaluación de la similitud tridimensional de las estructuras de las 

proteínas presentó un RMSD de 0.418 angstroms, lo que indica una muy importante 

similitud entre las estructuras superpuestas, dicha superposición se puede observar en la 

figura 9. 

 

Figura 9. Comparación de los modelos de estructuras 3D de Ng y StI. La superposición de las estructuras arrojó 

un valor RMSD de 0.418 Å, indicando una gran similitud en sus estructuras tridimensionales.  

 

 

5. Discusión 
 

 

 

5.1. Expresión y purificación de Ng 

En la evaluación mediante SDS-PAGE del peso molecular de la Ng expresada y 

purificada se obtuvo un valor cercano a los 20 kDa (figura 1), lo que coincide con valores 

encontrados para actinoporinas y específicamente para Ng como lo demostró Alvarado-Mesén 

et al. (2019). 
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Las cromatografías por intercambio catiónico han sido un método comúnmente usado 

para la purificación de diferentes tipos de moléculas, entre estas, en la purificación de proteínas 

como las actinoporinas. Para la purificación de actinoporinas se ha utilizado este método por su 

eficiencia, ya que estas proteínas por lo general son básicas, ya que tienen puntos isoeléctricos 

superiores a 9. Por ejemplo, Alegre-Cebollada et al. (2007) y Lanio et al. (2001), utilizaron un 

intercambiador catiónico para purificar a StI y StII en un estudio de su producción, de igual 

manera Bellomio et al. (2009), utilizaron esta técnica para la purificación de FraC a partir de 

la anémona marina Actinia fragacea lográndose su caracterización. Por su parte, Alvarado-

Mesén et al. (2019)  utilizaron un intercambio catiónico en la purificación de Ng. Razón por la 

cual en la purificación realizada de Ng para esta investigación de trabajo final de graduación 

se utilizó nuevamente el protocolo empleado por Alvarado-Mesén et al. (2019), obteniéndose 

nuevamente la proteína pura con un peso molecular de aproximadamente 20 kDa (figura 4), en 

las fracciones (9-22) del intercambio catiónico (figura 3). 

5.2. Actividad hemolítica 
 

La exposición de una suspensión eritrocitaria a diferentes concentraciones de Ng da como 

resultado la pérdida de turbidez del medio en función a la concentración de la toxina tal y como 

sucedió en esta investigación (figura 6). Esta pérdida de turbidez ocurre porque la toxina forma 

poros en la membrana de las células (eritrocitos), lo cual permite la entrada del agua y por 

consiguiente el incremento del volumen celular hasta un volumen crítico que hace que la célula 

sucumba ante un choque coloidosmótico (Alvarado-Mesén et al., 2019; Álvarez et al., 2009; 

Álvarez Valcárcel et al., 2022; Ros & García-Sáez, 2015). 

5.3. Relación de actinoporinas y células 
 

La comparación de la actividad de las diferentes actinoporinas permite conocer su 

mecanismo de acción básico. Sin embargo, el modo de acción de cada una puede variar según 

el entorno o las condiciones que le rodean (Ramírez-Carreto et al., 2020; Rojko et al., 2016). 

Debido a esto, se debe resaltar el hecho de que para una respuesta de letalidad influyen tanto la 

fisiología y anatomía de la anemona como del organismo atacado, es decir, aunque la proteína 

presente un alto poder de citólisis, en el caso de la reacción frente a un organismo como las 

larvas en estudio, al no ser organismos propios del ambiente marino, la respuesta podría no ser 
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letal (Basulto et al., 2006). 

Se ha determinado que ciertas características de las membranas tienen un impacto 

importante sobre la unión y permeabilización de las actinoporinas, entre estas se pueden 

mencionar la composición lipídica y la coexistencia de la fase lipídica, así como la fluidez de 

la membrana (Alvarez Valcarcel et al., 2001; Palacios-Ortega et al., 2016, 2017; Pedrera et 

al., 2015). 

Además, se ha considerado el hecho de que la actividad de esta familia de proteínas no se 

explique únicamente por la formación de poros, sino que podría existir relación con la 

generación de una red de señales bioquímicas que concluyen en ya sea muerte o supervivencia 

celular (Soto et al., 2017, 2018). 

En porinas se han visto los mecanismos de respuesta necroptosis (Soto et al., 2018) y 

apoptosis (Fedorov et al., 2010) las cuales se consideran como una respuesta inmune adaptativa 

reclutada para asegurar la eliminación de las células dañadas y proteger el bienestar de todo el 

organismo (Arora et al., 2017). En el caso de la muerte celular por necroptosis se activa de forma 

programada de forma similar a la apoptosis, pero muestra morfológicamente las características 

de la necrosis  (Festjens et al., 2006; Seo et al., 2021). 

Normalmente los ensayos con actinoporinas son en cantidades sublíticas, donde se ha 

observado que StII logra estimular la expresión de quinasa 1, la cual puede interactuar con 

receptores como (RIP1) que se relacionan con muertes reguladas de las células como 

necroptosis y   apoptosis (Soto et al., 2018). Por otro lado, en proteínas formadoras de poros se 

han observado mecanismos de respuesta que no necesariamente conllevan muerte celular, 

Etxaniz et al., (2018), mencionan sobre la reparación de la membrana plasmática por procesos 

activos, dependientes de la energía, influenciados por eventos específicos de tráfico de 

membrana y que consideran aspectos como el tamaño del poro (pequeños de menos de 1,0 nm 

de diámetro hasta poros oligoméricos más de 30 nm) y la estructura secundaria del poro 

formado en la membrana lipídica (α-hélice/β-barril), que puede determinar el mecanismo de 

reparación que se activará, o su eficiencia, en términos de velocidad. Uno de estos mecanismos 

es la “ectocitosis” (efectivo para poros mayores de 100 nm de diámetro), el cual consiste en el 

desprendimiento o expulsión de la región dañada a través de ectosomas. Primeramente, se 
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produce una obstrucción que aísla el área dañada de la membrana, se forma una ampolla que 

luego se desprende para restaurar la integridad de las membranas. En el caso de la "endocitosis" 

conlleva una serie de pasos secuenciales de exocitosis y endocitosis, en esta los lisosomas se 

fusionan con la membrana plasmática, y libera su contenido al medio extracelular, donde se 

encuentra la enzima lipolítica ácido esfingomielinasa (ASM), esta enzima convierte la 

esfingomielina de la membrana en ceramida. Este lípido parece crear una plataforma de 

ceramida, que en un segundo paso induce una invaginación de la membrana que promueve su 

ingestión.  

Pedrera et al. (2023), señalan que en la fluidez de la membrana puede desempeñar un 

papel crucial en la etapa de oligomerización y la penetración de la región N-terminal de la 

toxina en la membrana lipídica, ya que ambos procesos requieren el desplazamiento lateral y 

el reordenamiento de los componentes lipídicos. La capacidad de los lípidos para moverse 

lateralmente dentro de la bicapa permite la formación de oligómeros de la toxina y su inserción 

en la membrana, facilitando así la creación de poros necesarios para su función. La formación 

de poros por StI, cuando la fluidez de una membrana es alta (bajo contenido en: colesterol o 

ausencia del mismo, balsas lipídicas, y/o presencia de fosfolípidos insaturados) podría considerarse 

una estrategia eficiente para reducir el área de difusión, facilitar la oligomerización y, por lo tanto, 

existir una permeabilización de forma gradual. De forma contraria, si las membranas tienden a 

ser rígidas y menos fluidas muestran que pueden o no estar permeabilizadas (mecanismo de 

"todo o nada"), ya que la eficacia es menor en eventos de unión y difusión, pero la eficiencia 

aumenta ya que estabiliza el estado abierto de los pocos poros que se forman, contrario a 

membranas de alta fluidez que favorecen tanto la formación como la disrupción dinámica de 

estructuras oligoméricas y la prevalencia de poros de corta duración.  

Ya es conocido que al menos la SM es requerida para que las actinoporinas puedan 

interactuar con una membrana. Por esta razón se ha visto interacción con membranas modelo 

que carecen de componentes no lipídicos y el hecho de que la incubación con SM, o la 

eliminación de SM de los eritrocitos con esfingomielinasa, es capaz de inhibir su acción. No 

obstante, la unión de la actinoporina y la bicapa no garantiza la permeabilización aun con la 

presencia de SM en la membrana puesto que también hay otros factores a considerar. Entre 

estos factores están la presencia de colesterol puede ayudar a la actividad de permeabilización, 
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modificando la fluidez y compacidad de la bicapa, además la red interfacial, con las 

interacciones moleculares en la interfaz entre la actinoporina y la bicapa lipídica de la 

membrana celular, donde concierne a la estabilización de los poros formados relacionado SM, 

los enlaces de hidrógeno y las fuerzas de Van der Waals (Álvarez Valcárcel et al., 2022; 

Palacios-Ortega et al., 2016, 2019, 2021). 

La detección de actividad larvicida en StI y no en Ng, según los resultados de este estudio, 

nos demuestra que leves cambios en la estructura de una proteína (en este caso estructura 

primaria) puede tener efectos importantes en la función de la misma. Esta premisa se puede 

desprender de la comparación entre las actividades citolíticas de StI y StII, dos isoformas de una 

actinoporina de la anémona Stichodactyla helianthus donde, aunque teniendo una alta similitud 

(99%) y una identidad de 93%, StII es alrededor de seis veces más potente que StI sobre 

eritrocitos humanos (Álvarez et al., 2009).  

En el caso de Ng y StI, un alineamiento de secuencias permitió determinar que tienen una 

similitud de 79.1% y una identidad de 63.3% (figura 8). A pesar de lo anterior, la raíz de la 

desviación cuadrática media (RMSD) de la superposición de las estructuras de modelos 

tridimensionales (3D) de estas dos toxinas (figura 9) es de 0.418 angstroms, siendo estructuras 

muy similares. Los análisis de actinoporinas, como Eqt II, Fra C, St I y St II, revelan estructuras 

primarias y terciarias altamente conservadas. En su estructura terciaria, presentan un dominio 

único compuesto por un β-sandwich, con dos hojas β formadas por cinco hebras β cada una, 

conectadas por bucles, y flanqueadas por dos α-hélices, una de ellas próxima a la región N-

terminal. Además, se han realizado comparaciones estructurales utilizando FraC como 

referencia. Los valores RMSD muestran variaciones en la superposición estructural; por 

ejemplo, Stn I exhibe un RMSD de 1.208 Å, Stn II de 0.483 Å, Eqt II de 0.401 Å y GigIV de 

0.422 Å, en comparación con FraC. Estas diferencias sutiles sugieren que, a pesar de las 

similitudes, las actinoporinas pueden presentar variaciones relevantes para sus funciones 

biológicas específicas (Ramírez-Carreto et al., 2020). 
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6. Conclusiones 
 

 

La orientación selectiva de las actinoporinas por componentes específicos de las 

membranas tales como la SM y la dependencia de la actividad de estas toxinas en función de 

las propiedades fisicoquímicas de la bicapa lipídica es un factor determinante principalmente 

para su potente actividad citolítica tanto ante células diana (como eritrocitos, leucocitos y varios 

tipos de células nucleadas) como ante las presas de las anemonas de mar. Sin embargo, no 

necesariamente la respuesta de todas actinoporinas es de letalidad ante un mismo organismo, 

tal y como se demostró en el estudio actual en el cual StI tiene un efecto letal sobre larvas de 

Culícidos, pero Ng no lo tiene. 

 

La capacidad de reproducir metodologías de extracción, purificación y cuantificación de 

nigrelisina confirma la efectividad de estos procedimientos, ya que se obtuvieron resultados 

coherentes y una actividad muy similar a ensayos previos. 

 

Los ensayos realizados con la actinoporina nigrelisina bajo condiciones específicas no 

mostraron un efecto de letalidad. Sin embargo, el uso en paralelo de una segunda actinoporina 

(en este caso esticolisina I) comprobó la posibilidad de letalidad sobre las larvas de la familia 

Culicidae y por ende permitió conocer la dosis letal media de esta toxina sobre estas larvas. 

 

La determinación de actividad larvicida de StI sobre larvas de Culicidae y ausencia de esta 

actividad en Ng requiere de una investigación profunda que sobrepasa la investigación 

realizada para este Trabajo Final de Graduación, pues se requiere determinar a nivel molecular 

(estudios estructurales y funcionales) por qué se da esta diferencia en la acción de estas toxinas 

sobre estas larvas. 
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7. Recomendaciones 
 

 

En la actualidad, persiste una falta de comprensión sobre el mecanismo subyacente o la 

razón específica que desencadena una respuesta activa de la proteína en los individuos. Sin 

embargo, considerando la existencia del fenómeno de letalidad, se sugiere la exploración 

mediante el empleo de proteínas con características similares, en las cuales se puedan establecer 

parámetros de control más precisos, basados en diferencias previamente estudiadas. Un ejemplo 

de esto podría ser la utilización de isoformas de esticolisinas (StI, StII) o de Ng. No obstante, 

la comparación entre diversas actinoporinas podría contribuir a esclarecer o distinguir patrones 

específicos dentro del espectro de reacción. 

Evaluar la Ng contra larvas de otra especie dentro del género Aedes, o en otros géneros 

dentro de la familia Culicidae, para determinar si su inactividad sobre A. aegypti también se 

mantiene para otras especies de mosquitos. 

Dada la presencia de resultados positivos en este estudio con respecto al empleo de 

actinoporinas como agente letal contra larvas del género Aedes, se abre la posibilidad de 

explorar diversas áreas de aplicación. Estas áreas abarcan desde su utilización como 

bioinsecticidas en la agricultura hasta su aplicación como método de control de plagas en salud 

pública, ofreciendo un efecto garantizado bajo condiciones controladas, hasta aplicaciones 

biomédicas en prevención de infecciones en implantes. A pesar de la eficacia encontrada en 

estas proteínas, es imperativo destacar la importancia de comprender el mecanismo de reacción 

subyacente y definir las condiciones mínimas para su funcionalidad. Este enfoque permitiría 

evaluar la rentabilidad y eficacia de las actinoporinas para futuras implicaciones o aplicaciones 

prácticas. 

En el contexto de consideraciones prácticas, resulta crucial examinar las regulaciones 

pertinentes a los agentes biológicos cuando se contempla la integración de actinoporinas como 

herramienta de control de plagas. Este proceso asegura no solo la eficacia de dichos agentes, 

sino también la seguridad ambiental, y requiere una revisión detallada de los protocolos 

regulatorios existentes para su implementación adecuada. 
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11. Anexos 
 

 

Anexo 1. Medición de huevos de culícidos (A y B), caracterizados por su pequeño tamaño, con un rango 

aproximado de 0.5 – 1 mm de longitud, alargados y generalmente de color oscuro o negro. Su forma es ovalada, y 

su superficie suele presentar una apariencia rugosa ©, características que son esenciales para su identificación y 

estudio en el contexto de la investigación (fotografía obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7). 
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Anexo 2. Medición de larvas: en la imagen se observan larvas que se encuentran entre las fases instar 1 y 2, que se 

caracterizan por tener una longitud que oscila entre aproximadamente 1 y 2 mm. Durante estas etapas, ya se pueden 

observar algunas de sus características anatómicas clave, lo que es fundamental para el estudio y comprensión de 

la biología de estos mosquitos (fotografía obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7). 
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Anexo 3. Descripción anatómica y estructurales de las larvas de culícidos, esto incluye una cabeza con órganos 

sensoriales y apéndices, un tórax con setas y sifones, un abdomen que alberga el tracto digestivo y otros órganos 

internos, y sifones respiratorios. Esta descripción tiene como objetivo proporcionar una comprensión fundamental 

de la estructura corporal de las larvas de Culicidae en el contexto de la investigación y su relevancia para la ecología 

y el ciclo de vida de estos mosquitos (fotografía obtenida utilizando un Microscopio Olympus SZX7). 

  


