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INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una de las características fundamentales de la vida, necesaria 

para la preservación de las distintas especies, proviene de la capacidad 

adquirida para la adaptación. Entre estos métodos y estrategias se 

incluye el desarrollo de sustancias, inocuas para el organismo que las 

produce, pero que resultan mortales para la especie competidora. Con 

el desarrollo de la medicina y la bioquímica se ha conseguido 

aprovechar algunas de estas capacidades para obtener beneficios 

contra enfermedades que, a su vez, surgen como producto de la propia 

evolución. Una de las más temidas en nuestros días (comienzos del 

siglo XXI) es el cáncer y fue precisamente en un proceso de búsqueda 

de agentes antitumorales donde se descubrió la proteína objeto de esta 

Memoria:  la α-sarcina (Olson y Goerner, 1965; Olson y col., 1965). Su 

nombre apela a las propiedades antisarcoma (demostradas ante el 

carcinoma 755 y sarcoma 180). Proviene de un hongo, Aspergillus 

giganteus (en concreto, de la cepa MDH 18894), y es la representante 

de toda una familia de ribonucleasas microbianas citotóxicas, 

secretadas por una gran variedad de hongos y englobadas bajo el 

nombre de ribotoxinas (Lin y col., 1995; Wirth y col., 1997; Martínez-

Ruiz y col., 1999 a y b). 



 

 

 

Se trata de una proteína de 150 aminoácidos que por sus 

características estructura-función ha sido clasificada dentro de las 

Proteínas Inactivantes de Ribosoma (RIP del ingles Ribosome-

Inactivating Proteins) de tipo I. Estas toxinas se componen de una única 

cadena polipeptídica y ejercen su acción sobre dicho complejo 

supramolecular. Las RIP constituyen un amplio grupo de proteínas 

producidas por plantas y hongos, cuya característica común consiste en 

la capacidad para anular la biosíntesis de proteínas de las células 

mediante la mencionada inactivación del ribosoma (Stirpe y col, 1992). 

En todos los casos esta acción catalítica tiene lugar sobre la misma 

localización: una región de la subunidad mayor del RNA ribosómico 

cuya secuencia se encuentra extraordinariamente conservada a lo largo 

de la evolución (Endo y Wool,  1982; Chan y col., 1983; Endo y col., 

1983; Wool, 1984). Las RIP se dividen, esencialmente, en dos grupos: 

tipo I y tipo II (Tabla I). Las segundas suelen ser glicosidasas y están 

formadas por dos cadenas polipeptídicas. Una de ellas es la que lleva a 

cabo la función catalítica, en tanto que la otra permite su internamiento 

en la célula diana, mediante la interacción con receptores específicos 

de membrana. Suelen provenir de plantas y la más conocida de todas 

ellas es la ricina. El otro grupo, las de tipo I, es aquél al que pertenece 

la α-sarcina y todas las ribotoxinas. Aunque la mayoría de las RIP de 

tipo I también son glicosidasas (Tabla I), las ribotoxinas presentan 

actividad ribonucleolítica. Todas están formadas por una única cadena 

polipeptídica y, hasta la fecha, no se han detectado receptores de 

membrana capaces de interaccionar con ellas. Por ello, parece que 

esta única cadena es responsable tanto de la actividad catalítica como 

de su capacidad para reconocer específicamente las células sobre las 

que ejercen su acción citotóxica. En el caso de la α-sarcina, su 



 

 

capacidad para atravesar bicapas lipídicas se encuentra 

suficientemente caracterizada (Gasset y col., 1989, 1990, 1991a, 

1991b, 1994, 1995a, 1995b; Mancheño y col., 1994a, 1994b, 1995a, 

1995b, 1998a, 1998b; Oñaderra y col., 1993, 1998), si bien, en el 

momento en el que se empezaron los experimentos que se describen 

en esta Memoria, no se conocían cuales eran los elementos 

estructurales responsables de esa capacidad.   

 

Por último, no se debe olvidar cómo tanto secuencial como 

estructuralmente también existe una gran similitud entre las ribotoxinas 

y otras ribonucleasas microbianas extracelulares, que no son 

citotóxicas (Martínez del Pozo y col., 1988; Martínez-Ruiz y col., 1999b; 

Pérez-Cañadillas y col., 2000; Yang y Moffat, 1996). De la comparación 

de dichas secuencias y estructuras se pueden extraer conclusiones 

acerca de cuales son las zonas de la α-sarcina que deben tener mayor 

importancia a la hora de reconocer una membrana lipídica y establecer 

una interacción desestabilizante con ella. 

 

Todos estos aspectos son los que se desarrollan en los 

siguientes apartados que constituyen esta Introducción haciendo 

especial hincapié en aquellos que son más relevantes para la discusión 

de los Resultados presentados. Sin embargo, no se debe olvidar que la 

α-sarcina, y el resto de las ribotoxinas, son productos naturales y, por 

tanto, deben ser sintetizados con el fin de que cumplan alguna función 

biológica. Esta función es, de hecho, todavía desconocida pero, parece 

interesante empezar esta Memoria planteando, precisamente, este 

interrogante y, discutiendo las distintas hipótesis existentes. 

 

 



 

 

 

 
 



 

 



 

 

 

 
1.1. Las ribonucleasas microbianas extracelulares y las 

ribotoxinas 

 

Toda una gran variedad de microorganismos producen y 

secretan ribonucleasas al medio extracelular (Hill y col., 1983; Yoshida, 

2001). Estas proteínas han sido ampliamente estudiadas y forman una 

familia de proteínas homólogas (TablaII). La ribonucleasa T1, producida 

por el hongo Aspergillus orizae, es la mejor estudiada; hasta un punto 

tal que que hoy constituye uno de los modelos proteicos más 

estudiados. La RNasa T1 es una proteína ácida de 104 aminoácidos 

(Takahashi, 1985), cuya estructura tridimensional se conoce con detalle 

desde hace mucho tiempo (Pace y col., 1991) (figura 1). Se puede 

hablar, por tanto, de la gran familia de las RNasas de tipo T1, dentro de 

la cual existen, a su vez, distintas subfamilias. La primera sería aquella 

que engloba a las RNasas producidas por organismos procariotas, de 

los géneros Bacillus y Streptomyces (TablaII). La proteína más 

característica de este grupo es la Barnasa o ribonucleasa Ba, producida 

por la cepa H de Bacillus amyloliquefaciens (Hartley, 1997). Se han 

detectado otras ribonucleasas muy parecidas, con más de un 85% de 

identidad de secuencia, en distintas cepas de Bacillus (TablaII). Las 

producidas por Streptomyces constituyen otro grupo que presenta sólo 

alrededor de un 20-25% de identidad con la barnasa, pero que 

mantienen el mismo motivo de plegamiento y actividad. (Herbert y col., 

1998; Pace y col., 1998) 

  



 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 Comparación de estructuras de (izq. a der. y de arriba a abajo) la α-
sarcina y restictocina y las ribonucleasas T1 y U2. Figuras generadas en 
MOLSCRIPT (Kraulis, 1991)  
 

 

El segundo gran grupo de ribonucleasas microbianas 

extracelulares es el de las producidas por microorganismos eucariotas; 

en concreto, por distintos hongos filamentosos (Tabla II). Entre ellos 

hay algún basidiomiceto, como Ustilago sphaerogena, que produce las 

RNasas U1 y U2, o Pleurotus ostreatus, que sintetiza la RNasa Po1. 

Todos los demás son Ascomicetos, como el propio Aspergillus orizae, 

productor de la RNasa T1.  



 

 

Hasta hoy día (año 2002) no se han publicado resultados que 

apunten hacia el carácter tóxico de estas ribonucleasas. Sin embargo, 

existe un grupo más, producidas también por hongos, que poseen 

propiedades citotóxicas y que son precisamente las ribotoxinas. (Tabla I 

y fig. 2I). Como se ha mencionado, la α-sarcina fue la primera ribotoxina 

descubierta (Olson y Goerner, 1965; Olson y col., 1965). 

Seguidamente, a partir de distintas cepas de A. restrictus, se aislaron 

otras dos ribotoxinas, la restrictocina y la mitogilina (Olson y Goerner, 

1966). Ya en los años ochenta se secuenciaron estas tres proteínas 

(Sacco y col., 1983; López-Otín y col., 1984; Fernández-Luna y col., 

1985) tras haberse establecido previamente su extraordinaria 

homología a partir de la comparación de parte de sus secuencias 

(Rodríguez y col., 1982) y de sus características químicas y 

espectroscópicas (Gavilanes y col., 1983). Más tarde, en 1990, se clonó 

y secuenció el gen de un alérgeno de A. fumigatus, AspFI, que resultó 

ser prácticamente idéntico a mitogilina y restrictocina (Arruda y col., 

1990). A partir de entonces se caracterizaron muchos otros genes 

(Wirth y col., 1997, Martínez-Ruiz y col., 1999 a y b), llegándose a la 

conclusión de que las ribotoxinas constituyen un grupo de proteínas 

ampliamente extendido dentro de los hongos filamentosos.  



 

 

 

RNasa         Organismo 

Referencia 
secuencia 
(nº acceso) 

Especi-
ficidad 

nº 
aa 

puentes 
disulfuro 

Bacillus                                                                           
Binasa 
(Bi) 

 
Bacillus intermedius 

 
P00649 

 
    G 

 
113 

 
    0 

Bp Bacillus pumilus P48068     G 109     0 
Bco Bacillus coagulans P37203     G 109     0 
Barnasa 
(Ba) 

Bacillus 
amyloquefaciens 

 
P00648 

 
    G 123     0 

Bci Bacillus circulans P35078     G 110     0 
Streptomicetos     
Sa Streptomyces 

aureofaciens BM-K 
 
P05798 

   
    G  96     1 

Sa3 Streptomyces 
aureofaciens CCM3239 

 
P30289 

 
    G  98       1 

Sa2 Streptomyces 
aureofaciens R8/26 

 
Q53752 

  
    G  96 

 
    1 

St Streptomyces erythraeus P00650     G 101     1 
Hongos Ascomicetos     
Pch1 Penicillium chrysogenum P09647     G 102     2 
Pb1 Penicillium 

brevicompactum 
 
P07446 

     
    G 102     2 

Ms Aspergillus saitoi P00653     G 105     2 
C2 Aspergillus clavatus P00652     G 104     2 
Ap1 Aspergillus palidus 226367     G 104     2 
T1 Aspergillus oryzae P00651     G 104     2 
N1 Neurospora crassa P09646     G 104     2 
F1 Fusarium moniliforme P10282     G 106     2 
Fl1 Fusarium lateritium P16411     G 105     2 
Fl2 Fusarium lateritium P16412     G 105     2 
Th1 Trichoderma harzianum P26875     G 106     2 
Hongos Basidiomicetos     
U1 Ustilago sphaerogena P07736     G 105     2 
Po1 Pleurotus ostreatus AAB32829.1     G 

101     3 
U2 Ustilago sphaerogena P00654   G, A 114     3 

 
Tabla II   RNasas microbianas extracelulares (no se incluye a las ribotoxinas). de 
secuencia conocida perteneciente a la familia de T1, (la referencia corresponde a 
las bases de datos SwissProt, PIR o EMBL), con algunas de sus características. 

”nº aa”: longitud de la secuencia en número de aminoácidos. 



 

 

1.2. Posible función biológica de las ribotoxinas 

   

Los hongos superiores se clasifican en dos grupos principales: 

Ascomicetos y Basidiomicetos. Se caracterizan por poseer un micelio 

tabicado y esporas asexuales exógenas. La familia que engloba al 

género Aspergillus está formada por hongos filamentosos que 

pertenecen al grupo de los Ascomicetos. Concretamente en A. 

giganteus aún no ha sido observada su fase sexual, por lo que de 

momento está catalogado como un Ascomiceto Imperfecto. El micelio 

surge de la germinación y posterior crecimiento de una célula 

reproductora o espora. Después de la germinación la espora emite un 

largo filamento, llamado hifa, que se ramifica repetidamente. Un 

sistema ramificado de hifas constituye el micelio, y a medida que éste 

se extiende, el contenido citoplasmático puede desaparecer en las 

regiones centrales más viejas. Teniendo en cuenta que un hongo es 

incapaz de trasladarse, el hecho de que se extienda sobre un sustrato 

es el resultado de este movimiento interno del citoplasma hacia los 

extremos de las hifas (Wessels 1999; Stanier 1988; Steinberg 2000).  

Esto no está considerado como capacidad de movimiento mecánico ya 

que el citoplasma se encuentra encerrado dentro de su pared.  

 

Cuando las esporas se encuentran en condiciones favorables de 

humedad, temperatura y sustrato, se forma el zigoto. En los 

Ascomicetos el zigoto se desarrolla dentro de una estructura en forma 

de saco (denominada asca). Allí, el núcleo, sufre una meiosis, con 

frecuencia seguida de una o más divisiones mitóticas. En torno a cada 

núcleo y cada citoplasma circundante se forma una pared, originando 

cuatro, ocho o más ascosporas dentro del asca. Una vez maduras las 

ascosporas, el asca se rompe liberando las esporas contenidas.  



 

 

 

El momento en que comienza la producción de α-sarcina, (al 

igual que ocurre con su homóloga en A. restrictus, la restrictocina), 

parece coincidir con aquél en el que los núcleos empiezan a 

diferenciarse, llegando a la máxima concentración en la fase temprana 

de formación de la espora, cuando en torno a cada citoplasma 

comienza a formarse la pared. A partir de ahí, decrece la producción de 

la toxina (Brandhosrt y Kenealy, 1992), siendo prácticamente nula al 

finalizar la maduración de la espora. Esto ha permitido sugerir que este 

tipo de toxinas juegan un papel de protección en la etapa más delicada 

(la conidiación) ya que la formación de esporas supone el éxito 

reproductivo para la futura expansión y propagación, con el 

consiguiente mantenimiento de la especie a lo largo del proceso 

evolutivo. En esta etapa, clave para el hongo, éste puede ser objeto del 

ataque de insectos (Brandhorst y col., 1996 y 2001) o pequeños 

mamíferos  que utilizan las esporas como parte de su dieta. Con la 

producción de α-sarcina las esporas tienen, en ese momento crítico, un 

sistema de protección frente al depredador. Mientras, la espora puede 

comenzar a germinar en su interior. En este sentido, el insecto actuaría 

además, como un vector de la diseminación de esporas. El hecho de 

que no sea necesaria la producción de toxina, cuando ya ha madurado, 

sugiere que una vez formada la espora el riesgo ha sido superado, 

pues ya las condiciones le son favorables. Recordemos que las esporas 

son estructuras resistentes que pueden soportar situaciones 

desfavorables hasta que se den las condiciones necesarias para crecer. 

  

La universalidad de la actividad catalítica de la α-sarcina sobre 

el rRNA del propio hongo plantea la cuestión de cómo se protege éste 



 

 

(Miller y  Bodley, 1988). Inicialmente se pensó en la existencia de un 

inhibidor constitutivo de la especie o en la posibilidad de que se 

sintetizase como una forma inmadura, ribonucleolíticamente inactiva. La 

inexistencia de un sistema de producción recombinante de α-sarcina, o 

de restrictocina, en sistemas heterólogos eucariotas no permitía 

discriminar una u otra opción. Los intentos frustrados de producción en 

S. cerevisae (Yang and Kenealy, 1992a) parecían apoyar la segunda  

hipótesis. Sin embargo, mucho más recientemente, se consiguió clonar 

y producir α-sarcina en la levadura P. pastoris, y además se aisló una 

forma pro-, demostrándose que era enzimáticamente activa (Martínez-

Ruiz y col., 1998). Por tanto, la única posibilidad razonable sería 

entonces que a lo largo de su procesamiento las diferentes formas de 

α-sarcina se encontrasen englobadas en el interior de estructuras 

vacuolares, y no libres en el citoplasma del hongo. Por ello, la 

protección del propio hongo frente a la toxina debe ser reflejo de la 

acción de un sistema secretor fielmente dirigido, basado en un proceso 

de compartimentación vacuolar, que comience en la traducción y se 

extienda hasta las últimas etapas del procesamiento. Antes de ser 

completada su síntesis, la pre-pro-α-sarcina sería confinada al retículo 

endoplasmático. De allí pasaría al Golgi, en vacuolas, donde se 

convertiría en pro-α-sarcina. En esta forma sería secuestrada en largas 

vacuolas y distribuida cerca de la pared celular donde, probablemente, 

se completará su procesamiento en contacto ya con la membrana 

citoplasmática. Datos incompletos que apoyan esta secuencia de 

acontecimientos fueron publicados tras el estudio histológico del 

Aspergillus giganteus productor de la α-sarcina (Endo y col., 1993 a y 

b). 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 Comparación de secuencias entre ribonucleasas. Se destacan en magenta 
los residuos de triptófano de las proteínas de carácter tóxico (ribotoxinas). 

 

 
1.3. Inhibición de la biosíntesis de proteínas 

 

El mecanismo molecular de acción de las ribotoxinas no se 

conocía cuando se evaluaron clínicamente como agentes 

antitumorales. Fue durante la década de los setenta cuando Julian 

Davies, entonces en la Universidad de Wisconsin en Madison (EE.UU.), 

junto con Daniel Schindler, descubrieron que la α−sarcina inhibía la 

biosíntesis de proteínas al probar su efecto sobre extractos de germen 



 

 

de trigo, que usaban para evaluar la acción de diversos antibióticos 

(Schindler y Davies, 1977). La inhibición de esta biosíntesis se debe a 

la escisión de un único enlace en el del rRNA, de mayor coeficiente de 

sedimentación, de la subunidad grande de los ribosomas (Schindler y 

Davies, 1977; Brigotti y col., 1989; Furutani y col., 1992). De este modo 

se producen dos fragmentos, el más pequeño de los cuales se 

encuentra en el extremo 3´ del rRNA y se denomina fragmento-α. Su 

longitud  varía según el organismo, encontrándose en torno a los 350-

400 nucleótidos. Los grupos de David Vázquez y Eric Cundliffe, que 

trabajaban también en la caracterización de sustancias inhibidoras de la 

biosíntesis de proteínas, y colaboraban con Julian Davies, estudiaron 

más en profundidad la acción sobre el ribosoma de la α-sarcina y otras 

ribotoxinas, (Fernández-Puentes y Vázquez, 1977; Conde y col., 1978; 

Hobden y Cundliffe, 1978), confirmándose que su mecanismo de acción 

era el mismo (Conde y col., 1978; Fando y col., 1985). 

 

El siguiente paso en el esclarecimiento del modo de acción de 

las ribotoxinas sobre el ribosoma fueron los estudios del grupo de Ira 

Wool en la Universidad de Chicago, cuando, en una serie notable de 

trabajos (Endo y Wool., 1982; Chan y col., 1983; Endo y col., 1983; 

revisado en Wool, 1984), establecieron en buena medida los detalles de 

la actividad ribonucleolítica específica de la α-sarcina, localizando el 

lugar exacto de corte en el ribosoma y analizaron también las 

actividades no específicas de esta proteína, concretamente su 

capacidad para hidrolizar enlaces fosfodiéster de RNA situados en la 

posición 3' de purinas. Por otro lado, se observó que puede producir 

escisiones sobre el DNA, pero de forma poco eficiente. Estos estudios 

iniciales se han ido completando (Endo y col., 1990; Gluck y Wool 1996; 



 

 

Wool 1997; Yang y col. 2001), por lo que hoy se conoce con bastante 

más detalle, las zonas de reconocimiento y corte de las ribotoxinas en 

el ribosoma. 

 

En definitiva, la α-sarcina es una ribonucleasa muy específica 

que produce la hidrólisis de un único enlace fosfodiéster, entre las 

bases G4325 y A4326 del rRNA (según la numeración de la molécula 

aislada de rata) de la subunidad mayo del ribosoma, localizado en la 

única región conservada evolutivamente del dominio VI del rRNA 28S 

(fig. 3) (Endo y Wool, 1982; Chan y col., 1983; Endo y col., 1983; Wool, 

1984;). La inactivación del ribosoma bloquea la síntesis de proteínas 

provocando la muerte de la célula. Esta acción es tan específica y 

eficiente que la entrada de una única molécula por célula desencadena 

la acción letal observada (Olsnes y Pihl, 1982). 

 

El modo en que α-sarcina inhibe la síntesis de proteínas en la 

célula se encuentra directamente relacionado, por un lado, con el sitio 

de reconocimiento del ribosoma y, por otro, con el lugar donde ejerce 

su acción catalítica, 6 nucleótidos hacia adelante de aquél, (a unos 11 Å 

de distancia) en la secuencia de la subunidad mayor del ribosoma. 

Ambos sitios quedan englobados en una región de 12 nucleótidos 

altamente conservada en todas las especies (fig. 3), que constituye la 

secuencia más larga del RNA ribosómico donde se han conservado sin 

interrupción todas las bases, en todos los organismos estudiados 

(Gutell y Fox, 1988), incluyendo los del propio A. giganteus (Hobden y 

Cundiffe, 1978; Miller y Bodley, 1988).  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3  Representación esquemática del bucle Sarcina/Ricina, única 
secuencia conservada del dominio VI del rRNA mayor de la subunidad grande 
del ribosoma. Se han delimitado los 12 nucleótidos que componen la estructura 
de la horquilla y que se mantiene en todos los organismos vivos. Se compone 
de un tetrabucle GAGA (en verde) y el motivo de la G-prominente (en amarillo). 
El lazo queda unido por contactos Watson-Crick (representados por un punto), 
que forman la hélice 95 en el rRNA 23S. Bases pertenecientes al rRNA de rata, 
y comparación con la secuencia en E.coli (números entre paréntesis). Las 
bases coloreadas en rosa son comunes a ambos organismos.  
 
 

En una base adyacente, la A4324 (del rRNA 28S de rata), es 

también donde se produce la acción catalítica de las RIP de plantas 

(Tabla II), cuya actividad es N-glicosidasa, en lugar de ribonuleolítica 

(Endo y col., 1987, 1988 y 1991; Endo y Tsurugi, 1988; Gluck y col. 

1992; Stirpe y col., 1992). Por ello, esta región se ha denominado Lazo 

Sarcina/Ricina (siglas en inglés SRL). Eso no significa que no sea el 



 

 

lugar de reconocimiento de otras proteínas inactivantes del ribosoma, 

así como de algunas de las propias proteínas ribosomales (Stelzl y col., 

2000; Uchiumi y col., 1999; Hinck y col., 1997; Mueller y col., 2000; Ban 

y col. 2000) cuya principal misión consiste en el mantenimiento de la 

estructura terciaria del rRNA. Dichas proteínas ribosomales, por otra 

parte, no parecen ser necesarias para que la α-sarcina reconozca el 

SRL (Miller y Bodley, 1988; Glück y Wool, 1996). La universalidad de 

esta región se supone deriva del hecho de ser el lugar de interacción 

con factores implicados en la síntesis proteica (Moazed y col. 1988, 

Brigotti y col., 1989). En concreto, los factores de elongación EF-1 y EF-

2 de eucariotas (Correl y col., 1998; Munishkin y Wool 1997), EF-Tu y 

EF-G de procariotas (Ban y col., 2000; Porse y Garret, 1999; Tapio e 

Isakson 1991). 

 

La localización del SRL en la subunidad mayor del ribosoma se 

halla, asimismo, estratégicamente situada debido a encontrarse 

expuesta (Ban y col. 1999 y 2000) y, en el límite de la superficie de 

unión a la subunidad menor del ribosoma (fig. 4). A su vez, muy cerca, 

se encuentra el túnel donde se establecen las uniones codón-anticodón 

entre el mRNA y el tRNA (Chan y col., 2000; Mueller y col., 2000; Stelzl 

y col., 2000; Ban y col., 2000). Todo esto, convierte al SRL en un centro 

neurálgico esencial para la correcta función del ribosoma.  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 Subunidad 50S del ribosoma vista desde la superficie de unión a la 
subunidad menor. Se destaca donde queda situado el motivo de unión a 
Sarcina/Ricina (SRL) en ocre, así como las zonas donde se unen algunas de las 
proteínas ribosomales. El tunel peptídico, lugar donde se están transfiriendo los 
aminoácidos, se muestra a una resolución de 5Å, con su punto de entrada del mRNA 
y el lugar de salida de la cadena peptídica que se está sintetizando. Figura original 
extraída de Ban 1999 y tratada posteriormente con el programa Adobe Photoshop.  
 

 

 

 

 



 

 

1.4. Mecanismo catalítico de la αααα-sarcina 

 

El SRL no es simplemente un lazo de 17 residuos, como se 

habría supuesto en un principio, sino una horquilla compacta en cuyo 

extremo se encuentra un pequeño bucle, formado únicamente por dos 

nucleótidos (fig. 5). Su estructura tridimensional, que ha sido 

determinada mediante RMN (Szewczak y col., 1993; Szewczak y 

Moore, 1995) y cristalografía (Correl y col., 1998 y 1999) se puede 

descomponer en tres pequeños motivos (fig. 3): un tetralazo GAGA, 

una G prominente y una corta hélice de tipo A Los extremos se 

entrelazan mediante uniones tipo Watson-Crick formando la hélice 95 

del rRNA 23S (Mueller y col., 2000; Stelzl y col., 2000; Ban 1999 y 

2000). Esta hélice forma parte del dominio VI (que comprende 161 

nucleotidos) de la subunidad mayor del ribosoma (fig. 6).  

  

Antes de conocerse la estructura tridimensional de este dominio, 

el grupo de Wool ya había empezado a estudiar los elementos 

estructurales mínimos que serían necesarios para que la ricina y la α-

sarcina ejercieran su acción. Para ello, sintetizó un fragmento de 27 

nucleótidos, de secuencia idéntica a la de dicho lazo, y que es 

susceptible de ser hidrolizado por ambos tipo de toxinas. El primer 

resultado sorprendente fue que ambas proteínas actúan de diferente 

modo, en cuanto a su reconocimiento del sustrato. Así, mientras que la 

ricina es capaz de depurinar cualquier tetralazo GAGA que esté cerrado 

por una corta hélice del tipo de Watson y Crick (Endo y col., 1991; 

Glück y col., 1992), la α-sarcina ataca a un residuo adyacente, en el 

SRL, pero reconoce elementos estructurales muy distintos, aunque 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 5  Estructura tridimensional del Dominio Sarcina/Ricina (SRD). A la 
izquierda se puede ver el área expuesta donde contactan los factores de 
elongación (EF del ingles Elongation Factors) y hacia donde queda situada la 
G prominente (G2655) con la que parece interaccionar la α-sarcina. Un giro de 
90º, de esta imagen, permite mostrar también la superficie no accesible (la 
porción mínima de ésta queda englobada en las elipses). La α-sarcina corta 
entre G2661 y A2662 enlace orientado hacia la superficie no accesible. Imagen 
extraída de Correll 1999. 
 
 

en los primeros experimentos no se lograron identificar (Endo y col., 

1990; revisado en Wool y col., 1992; Wool, 1996 y 1997). Sólo después 

de resolverse la estructura tridmensional del sustrato se dirigió la 

atención hacia la ”G prominente” (G10 en la estructura deducida por 

RMN; G15 en el oligo considerado por el grupo de Wool; G4319 en el 

rRNA de rata; G2655 en el rRNA de E.coli; figuras 5 y 6), que ha 



 

 

resultado ser el elemento fundamental de reconocimiento. La deleción 

de esta guanina en el oligonucleotido, o su intercambio por otra base, 

elimina la capacidad de reconocimiento por parte de la α-sarcina, a 

pesar de estar situada a 6 nucleótidos hacia el extremo 5´ del enlace 

que es hidrolizado (Glück y Wool, 1996). De aquí se deriva otra 

conclusión importante del trabajo, obtenida mediante la inserción 

sucesiva de bases entre la guanina, que representa este elemento de 

reconocimiento, y el enlace que es hidrolizado: Parece ser que α-

sarcina emplea como punto de referencia la G prominente para 

orientarse adecuadamente y escindir el enlace que se encuentra a una 

cierta distancia (11.3 Å hacia el extremo 3´ del rRNA), no reconociendo, 

estrictamente hablando, una secuencia concreta a hidrolizar (Glück y 

Wool, 1996). 

 
La acción catalítica específica ocurre en una región esencial 

para el correcto funcionamiento del rRNA, por lo que no resulta extraño 

que esta única escisión produzca una parada en la maquinaria de 

biosíntesis de proteínas en la célula, que se observa tras 18 horas de 

incubación, debido a que desorganiza una estructura de reconocimiento 

que no tiene sustitución en el ribosoma. Esto ha quedado corroborado 

con el diseño de numerosas mutaciones en el rRNA a nivel del SRL 

(Endo y col., 1990 y 1991; Taprich y Dahlberg, 1990; Wool y col.,1992; 

Wool, 1996; O´Connor y Dahlberg, 1996; Chan y col., 2000;).  

 

Aunque la α-sarcina presenta una elevada especificidad de 

sustrato, ésta es dependiente de la concentración de la enzima (Wool, 

1984 y 1997). La estricta especificidad de la α-sarcina sobre la 

subunidad mayor del ribosoma se establece siempre y cuando la 



 

 

concentración de toxina sea inferior a 30nM. Si ésta es superior a dicho 

valor, la α-sarcina comienza a producir cortes inespecíficos en el 

extremo 3' de guaninas  (Endo y col., 1983; Wool, 1984; Endo y col., 

1988). Por ello, se ha propuesto la existencia de dos zonas de 

reconocimiento con distinta afinidad: la G prominente correspondería a 

una elevada afinidad por parte de la proteína, y la hidrólisis inespecífica 

sugiere la existencia de otras zonas de menor afinidad.  

 
 
 
 
 
 
Figura 6  Detalle del dominio VI 
del rRNA 23S que refleja la 
situación del SRL (al final de la 
hélice 95), mostrando su 
proximidad al tunel, o anillo de 
la peptidil transferasa, donde se 
lleva a cabo el proceso de 
traducción. Se han destacado, 
en color, la posición de la G 
prominente donde α-sarcina 
parece unirse y, con una flecha 
(▲), el enlace sobre el que 
ejerce su acción, entre G2661 y 
A2662. Detalle reconstruido en 
Adobe Photoshop 6.0 del mapa 
original de Mueller 2000. 

 

 

En este mismo sentido se ha descrito cómo la α-sarcina puede 

degradar homopolinucleótidos, si se añade a una concentración 

suficientemente alta (1-20 µM) (Endo y col., 1983), manifestando 

preferencia por aquellos compuestos por purinas. Incluso se ha descrito  



 

 

su capacidad para degradar DNA de doble cadena, en presencia de 

Mg2+, si bien este resultado no está suficientemente contrastado. De 

hecho, la actividad ribonucleolítica de la α-sarcina se inhibe por la 

presencia de concentraciones milimolares de Mg2+ y Mn2+ (Endo y col., 

1983; Martínez del Pozo y col., 1989) y molares de cationes 

monovalentes como Na+, K+ o NH4
+ (Endo y col., 1983). 

 

Por último, también se ha demostrado que la α-sarcina es capaz 

de hidrolizar dinucleótidos, como ApA ó GpA, aunque con una muy baja 

eficacia (Lacadena y col., 1998). Dichos estudios permitieron demostrar 

que la α-sarcina es una ribonucleasa ciclante con un pH óptimo ácido 

(Pérez-Cañadillas y col., 1998; Lacadena y col., 1999). Es decir, que se 

comportaría en términos generales de acuerdo con el mecanismo 

descrito por Takahasi (1970) para la RNasa T1. Si bien el 

comportamiento enzimático de la RNasaT1 es sensiblemente diferente 

frente al ApA (Osterman y Walz, 1978), ambas enzimas comparten un 

mecanismo muy similar. En él, dos residuos de la proteína participarían 

directamente en la hidrólisis ácido-base del enlace fosfodiester, según 

se muestra en la figura 7. En el caso de la α-sarcina, la His-137 es el 

residuo que participa como ácido en la primera etapa, mientras que es 

el Glu-96 el que actúa como base (Pérez-Cañadillas y col.,1998; 

Lacadena y col., 1999). El resultado es la formación de un fosfodiéster 
cíclico, unido por 2´ y 3´ a la ribosa. En la segunda etapa el papel de los 

residuos mencionados se invierte con la consiguiente hidrólisis del 

intermedio cíclico (fig. 7). 

 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 Secuencia de reacciones del mecanismo de transfosforilación de 
ribonucleasas ciclantes. El modo de acción se ha simplificado para un 
dinucleótido, siendo A el residuo que actúa como ácido, B la base y C es la 
histidina que no participa directamente.  

 

 
1.5. Estructura tridimensional de la αααα-sarcina 

 

Cuando se determinó la estructura primaria de la α-sarcina se 

observó la gran similitud de secuencia que presentaba con otras 

RNasas microbianas como la T1 o la U2 (Sacco y col., 1983), lo que 

hacía pensar que podían presentar un plegamiento similar. En este 

sentido, se conoce la estructura tridimensional de la RNasaT1 (Pace y 

col., 1991), así como numerosas características catalíticas y de 

plegamiento (Campbell y Ts'o, 1971; Heineman y col., 1980; 

Heinemann y Saenger, 1982; Ding y col., 1991; Grunert y col., 1991; 

Grauzin y col., 1992). También se han resuelto las estructuras 

tridimensionales de otras dos proteínas de la misma familia, las RNasas 
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Ms (Nonaka y col., 1993) y F1 (Vassylyev y col., 1993) apareciendo 

posteriormente la de la RNasa U2 (Noguchi y col., 1995).  

 

La similitud de secuencia se concentraban en algunas zonas 

que correspondían a los residuos del centro catalítico y las hebras β de 

la lámina principal de las RNasas de la familia de la T1. Se comprueba 

asimismo que  las ribotoxinas presentaban bucles entre las hebras β 

notablemente más largos  y ricos en residuos básicos que las 

ribonucleasas (Martínez del Pozo y col., 1988; Lamy y col., 1992; 

Mancheño y col., 1995 a). Ha sido propuesto que las ribotoxinas 

presentarían un mismo patrón de plegamiento en torno a una lámina β 

central bastante hidrofóbica en la que se situarían los residuos 

catalíticos. Los residuos extra con respecto a las RNasas no tóxicas 

serían lazos en los que abundarían giros β o estructuras no ordenadas, 

y en los cuales se encuentran la mayoría de los residuos básicos de la 

proteína, y serían los responsables del componente electrostático de la 

interacción con vesículas lipídicas (Mancheño y col., 1995a). Al mismo 

tiempo, Kao y Davies (1995) postularon una estructura similar para la 

restrictocina, basándose en un alineamiento parecido, aunque 

centrando su explicación en la especificidad de la actividad 

ribonucleolítica de las ribotoxinas, de la que también responsabilizaban 

a los lazos extra (Kao y Davies, 1995; Campos-Olivas y col. 1996; Chin 

y col., 1999; Pérez-Cañadillas y Varani 2001). 

 

La colaboración de nuestro grupo con el de Espectroscopía de 

RMN del Instituto de Química-Física Rocasolano (CSIC, Madrid) 

permitió determinar, la estructura tridimensional de la α-sarcina, 

mejorando sucesivamente la resolución y refinando la estructura hasta 

resolver incluso las zonas más desordenadas (Campos-Olivas y col., 



 

 

1996a y b; Pérez-Cañadillas y col., 1998 y 2000). Durante este tiempo, 

se publicó, asimismo, la estructura de la restrictocina, resuelta mediante 

difracción de rayos X (Yang y Moffat, 1996). Su plegamiento, al menos 

en lo que se refiere a los elementos de estructura secundaria ordenada, 

coincide con lo que se había predicho (fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
Figura 8 Estructura tridimensional de α-sarcina resuelta por RMN. Se 
resaltan en color las áreas de estructura secundaria ordenada (α-hélice en 
rojo y láminas β en ocre), asimismo se destacan las cadenas laterales de 
los dos residuos de triptófanos que contiene la proteína: posiciones 4 
(lámina β N-terminal) y  51 (arriba, lámina β-principal). Figura realizada en 
MOLSCRIPT (Kraulis, 1991). 



 

 

La estructura de la α-sarcina (Tabla III) en disolución, está 

representada en el Banco de Datos de Proteínas (Protein Data Bank; 

código de acceso 1DE3) por un conjunto de 20 confórmeros (Campos-

Olivas y col. 1996 b; Pérez Cañadillas y col., 1999, 2000). Su 

plegamiento global corresponde a una estructura de tipo α/β formada 

por una lámina antiparalela de 5 hebras (β3 a β7), conectadas con 

topología -1, -1, -1, -1. Empaquetada con  la lámina se encuentra una 

α-hélice de aproximadamente tres giros (α1). El extremo amino de 26 

residuos forma una larga horquilla β en la que las dos hebras se 

pueden considerar partidas por una «bisagra» que separaría dos 

pequeñas láminas. El resto de los residuos formarían cinco largos 

bucles, que son los que conectan los elementos de estructura 

secundaria regular. De ellos, al menos el bucle 2 puede considerarse 

separado en dos partes, 2A y 2B, separadas por un giro de hélice, α2 

(Pérez-Cañadillas y col., 2000).  

 

El plegamiento de la α-sarcina es muy similar al de la 

restrictocina (fig. 1), con los elementos de estructura secundaria regular 

prácticamente idénticos. Sólo se aprecian orientaciones ligeramente 

diferentes en las regiones correspondientes a la secuencia Ser 83--Asp 

91 de la α-sarcina y el bucle 5. En cuanto al centro activo de ambas 

proteínas también es muy similar, y sólo se diferencian en la orientación 

de la cadena lateral de la arginina (121 en la α-sarcina y 120 en la 

restrictocina), probablemente debido a la presencia de un ión fosfato en 

la estructura cristalográfica (Pérez-Cañadillas y col., 1999). Se ha 

demostrado que precisamente este residuo de Arg es clave para el 

mantenimiento de la capacidad citotóxica de la α-sarcina (Masip y col., 

2001).   Hay   que   destacar   que   una   parte  de   la   horquilla  β   del  



 

 

 



 

 

extremo amino no ha podido ser resuelta en el cristal de la restrictocina, 

por lo que no se tiene información sobre esta zona, que en los 

confórmeros de la α-sarcina presenta una gran flexibilidad (Pérez 

Cañadillas, 1999). El papel clave de esta región sobre la capacidad de 

las ribotoxinas para interaccionar con membranas y para reconocer 

específicamente el rRNA de los ribosomas ha sido demostrado 

recientemente (García-Ortega y col., 2001 y 2002).  

 

En cuanto a la comparación con las estructuras de las RNasas 

T1 y U2, las ribotoxinas muestran un alto grado de similitud en las 

regiones de estructura secundaria regular (aunque la hélice α1 de las 

ribotoxinas es menor), centrándose las principales diferencias en la 

menor longitud de los bucles de conexión y de la horquilla β, que 

presenta una sublámina adicional (fig. 1). Los residuos catalíticos de las 

tres enzimas se encuentran en posiciones equivalentes, con una ligera 

diferencia en cuanto a la cadena lateral de la arginina (residuo 121 en 

α-sarcina). La diferente actividad ribonucleolítica se puede explicar por 

la distinta orientación del bucle 5 y de los cambios en el sitio de 

reconocimiento de la base, y por la menor accesibilidad de la histidina 

catalítica de las ribotoxinas, que justifica su menor eficacia catalítica 

frente a nucleotidos (Pérez Cañadillas, 1999; Pérez  Cañadillas y col., 

1998 y 2000; Lacadena y col., 1999). 

 

Desde el punto de vista del trabajo presentado en esta Memoria, 

es muy importante destacar el hecho de que la mayoría de las 

ribotoxinas contienen tres triptófanos, manteniéndose conservados en 

todas ellas los correspondientes al Trp 4 y al Trp 51 de la α-sarcina (fig. 



 

 

2). Por otra parte, las otras RNasas mirobianas como, por ejemplo, T1 y 

U2, sólo poseen uno (Trp 98 en T1, y Trp 95 en U2).  

 

Se debe, asimismo hacer mención de la localización de estos 

dos Trp de la α-sarcina, pues su sustitución por Phe constituye la base 

del trabajo presentado en esta Memoria. El Trp-4 se encuentra en la 

primera hebra (β1A, residuos 2-6) que constituye la horquilla β-amino-

terminal y muy próximo a la Cys-6, que a su vez forma un puente 

disulfuro con la Cys-148, manteniendo muy próximos los dos extremos 

de la cadena polipeptídica (fig. 9). El Trp-51 forma parte de la hebra β-3 

(residuos 50-52), que constituye uno de los elementos de la lámina β-

central (fig. 9), y es contiguo a la His-50, que forma parte del centro 

activo y participa en la reacción ribonucleolítica estabilizando el estado 

de transición (Lacadena y col., 1999). 

 

Los dos residuos de triptófano (Killian y von Heijne 2000, 

Kuznetsova y Turoverov, 1998; Yau y col., 1998, Schiffer y col., 1992, 

Chen y Barkeley, 1998) presentan valores bajos de accesibilidad al 

disolvente (entre el 5 y el 15%) (Pérez-Cañadillas, 1999) y sus cadenas 

laterales están bien definidas en la estructura obtenida por RMN 

(Pérez-Cañadillas y col., 2000). 

 

En cuanto a su disposición espacial, el Trp 4 parece participar 

en la formación de un pequeño núcleo hidrofóbico, junto con la Phe 131 

y la Ile 134, mientras que el Trp 51 establece interacciones directas con 

la His 82 (bucle2Β) y el Asp 41 (bucle1) (fig. 9). Esta interacción se 

traduce en un valor alterado del pKa intrínseco de la mencionada His 82 

(Pérez-Cañadillas y col., 1999; Pérez-Cañadillas y col., 1998 y 2000).  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9  Entrono de los residuos de triptófano en la estructura tridimensional 
de la α-sarcina. Arriba extremo N-terminal (Val-2) y núcleo hidrofóbico que 
forma el Trp-4 con Ile 134 y Phe 131, también se destacan las cisteínas que 
establecen el puente disulfuro 6-148. Abajo puede observarse como quedan 
enfrentados los anillos imidazol de la His-82 e indol del Trp-51, se incluyen 
también las cadenas laterales de Asp-41 y Thr-53.  



 

 

Finalmente, en el modelo de interacción propuesto (fig. 10) para 

explicar el reconocimiento del SRL por parte de la α-sarcina (Pérez-

Cañadillas y col., 2000), las bases adyacentes al sitio de corte 

quedarían cercanas al segmento Trp 51-Gly 55 y también al bucle 5 

(fig. 10). La secuencia que se extiende entre la Phe 52 y el Asp 57 

formaría parte del sitio de reconocimiento del sustrato y de hecho, los 

aminoácidos homólogos de Asn54 en RNasaT1 (Asn44) y restrictocina 

(Asn53) parecen determinantes en la estabilización del sitio de 

reconocimiento de Guanina (la base específica del punto de corte de 

RNasaT1), al hallarse formando enlaces de hidrógeno con moléculas 

de agua cuando no existe ligando (Loris y col., 1999).  

 
1.6. Interacción con membranas  

 
Puede parecer obvio que, dado que las ribotoxinas son toxinas 

extracelulares que ejercen su actividad citotóxica en el citosol de 

determinadas células diana, esta acción requierae varias etapas. 

Concretamente, previa a la acción catalítica sobre el ribosoma ha de 

producirse la entrada de la toxina al interior celular (Parker y Pattus, 

1993; Lacy y Stevens, 1998; Ladokhin y White 1999;  Epand y Vogel 

1999; Falpnes y Sandvig  2000). Dado que la actividad inactivante del 

ribosoma se dirige hacia una estructura evolutivamente conservada, 

ésta podría tener lugar, en principio, en todo tipo de células. Por tanto, y 

ya que las ribotoxinas son tóxicas sólo para determinados tipos 

celulares y organismos, es lógico pensar que la selectividad de la 

acción citotóxica podría residir precisamente en la distinta capacidad 

para entrar en las células diana (Ladokhin y Holloway 1995; Park y col., 

1998;  Malenbaum y col. 1998; Ladokhin 1999; La Rocca y col. 1999; 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10  Modelo de interacción del Dominio Sarcina/Ricina del RNA 28S 
(representado por varillas, esqueleto fosfodiester coloreado en rojo) con la α-
sarcina (representada por superficie electrostática, el azul simboliza densidad de 
carga positiva y el rojo negativa). La base de reconocimiento (G4319) se muestra 
en verde y, los dos nucleótidos que forman el bucle del dominio S/R en amarillo. 
En la proteína se ha destacado la posición central del bucle 3 (que contiene las 
lisinas 111, 113 y 114), que contactaría con la G prominente, así como dos áreas: 
la comprendida entre el Trp-51 y Gly-55, y la del bucle 5, ambas se situaran 
próximas al sitio de corte (G4325-A4326) en la interacción. También se ha señalado 
el lugar que ocupará la lámina N-terminal en dicho modelo. La figura ha sido 
extraída de Pérez-Cañadillas 2000.  



 

 

Sharpe y London 1999; Ren y col., 1999; Kuprakar y col., 1999; Xia y Sui, 

2000). Esta “actividad” de entrada en las células también las diferencia 

del resto de ribonucleasas microbianas extracelulares, que no 

presentan carácter tóxico. En esta etapa de la entrada en células es 

donde se ha centrado tradicionalmente el estudio de las bases 

moleculares de la citotoxicidad de la α-sarcina por parte de nuestro 

grupo de investigación. 

 

No se ha encontrado ningún receptor para las ribotoxinas, que 

ayude a su entrada en las células, a pesar de numerosos intentos de 

búsqueda (Lin, A. y Wool, I.G., resultados sin publicar, citado en Wool, 

1997). De hecho, las conclusiones que se han obtenido en nuestro 

laboratorio sugieren que la α-sarcina presenta en su propia estructura la 

capacidad para interaccionar con la membrana celular y translocarse al 

citosol. Como ya se ha dicho, esto es una diferencia clara con las RIP 

de plantas de tipo II, como la ricina, que sí utilizan elementos de las 

células como receptores (Stirpe y col., 1992; Lord y col., 1994); incluso 

parece que utilizan la maquinaria de translocación de proteínas 

defectuosas en el retículo endoplásmico, para conseguir que la cadena 

catalítica entre al interior celular (Wesche y col., 1999; Argent y col., 

2000). 

 

La aproximación que ha permitido estudiar la capacidad de la 

α-sarcina para atravesar membranas ha sido tanto la de emplear 

sistemas modelos de membrana (Hope y col., 1995), formados por 

vesículas lipídicas (revisado en Gasset y col., 1994; Mancheño y col., 

1994 a), como la de utilizar cultivos de células tumorales (Olmo y col., 

1993, 2001; Turnay y col., 1993).  



 

 

 

En primer lugar, la α-sarcina muestra una elevada afinidad por 

fosfolípidos ácidos, habiéndose descrito su capacidad para 

interaccionar con vesículas modelo compuestas por ellos (Gasset y col., 

1989; Oñaderra y col., 1989; Mancheño y col., 1998 b). Como 

consecuencia de la interacción, la α-sarcina produce la agregación de 

vesículas (Gasset y col.,1990). Esta agregación es dependiente de la 

relación molar proteína:lípido, alcanzándose la saturación cuando ésta 

es de 1:50. Los fosfolípidos ácidos son imprescindibles, detectándose 

interacción tanto cuando se utilizan vesículas de fosfatidilglicerol (PG; 

Gasset y col., 1990) como de fosfatidilserina (PS; Mancheño y col., 

1994 b y 1998 b), pero no de fosfatidilcolina (PC; Gasset y col., 1990), 

un fosfolípido zwiteriónico. De esta forma, se detecta la existencia de un 

componente electrostático en la interacción. De hecho, variaciones en 

la fuerza iónica del medio suponen modificaciones en la extensión de la 

agregación, pero no revierten la interacción una vez establecida, 

demostrando que también existe un componente hidrofóbico 

importante. Este resultado está también de acuerdo con lo observado al 

estudiar la influencia de la α-sarcina sobre el comportamiento 

termotrópico de las vesículas (Gasset y col., 1989, 1990, 1991a y b, 

1995 a y b). 

 

Se ha descrito también la capacidad de la α-sarcina para 

producir fusión de vesículas lipídicas (Gasset y col., 1990). Para ello, se 

midió la mezcla de lípidos entre diferentes vesículas, en un ensayo 

clásico de transferencia de energía por resonancia (Gasset y col., 1990; 

Mancheño y col., 1994 b). Este proceso implica la agregación de 

vesículas, mediada por interacciones entre moléculas de proteína tal y 



 

 

como se ha determinado por estudios de cinética rápida mediante 

técnicas de flujo detenido (Mancheño y col., 1994b). La capacidad 

fusogénica de la α-sarcina también se ha detectado por estudios de 

microscopía electrónica por criofractura, observándose grandes 

estructuras multilamelares cuya existencia corroboraría los estudios 

espectroscópicos (Gasset y col., 1990 y 1991b). 

 

La interacción de la α-sarcina con vesículas lipídicas supone 

también una protección de la proteína frente a hidrólisis tríptica, a pesar 

de su alto contenido en residuos de lisina y arginina (Gasset y col., 

1989; Oñaderra y col., 1989). Además, se ha descrito su capacidad 

para translocarse al interior de estos sistemas modelo (Oñaderra y col., 

1993). Esto se demostró mediante dos tipos de ensayos: degradación 

de tRNA encapsulado en vesículas de asolectina, tras incubación con 

α-sarcina; y degradación de la α-sarcina por incubación con vesículas 

conteniendo tripsina en el medio intravesicular. En ambos casos se 

utilizaron controles para descartar la liberación espontánea de las 

moléculas encapsuladas, y por tanto una degradación extravesicular. 

De esta forma, se demostró que la α-sarcina es capaz de translocarse 

al interior de las vesículas en un estado enzimáticamente activo. Estos 

ensayos no permiten determinar si la proteína α-sarcina penetra 

totalmente al interior vesicular, o si permanece unida en la cara interna 

de la membrana pero con su centro activo accesible al interior de las 

vesículas. También se pudo determinar mediante este tipo de ensayos 

la presencia de formas oligoméricas de la α-sarcina asociadas a la 

interacción con las vesículas lipídicas y a su translocación a través de la 

bicapa (Oñaderra y col., 1998). 

 



 

 

Esta translocación de la α-sarcina, junto con el resto de los 

resultados comentados, se explica suponiendo que la existencia del 

componente electrostático  en la interacción permite su unión a 

membranas lipídicas, mientras que el componente de naturaleza 

hidrofóbica desestabiliza las bicapas, posibilitando su paso al interior de 

las vesículas. Este esquema general de interacción se ha propuesto en 

otros sistemas (Honig y Nicholls, 1995; Epand y col., 1995; Dathe y col., 

1996;  Ben-Tal y col. 1997; Dathe y col., 1997; Wieprecht y col., 1997a; 

Ren y col., 1997; Murray y col., 1999;  Sitaram y Nagarag, 1999;  Dathe 

y Wieprecht, 1999; Ren y col., 1999; Magnet-Dana, 1999). El 

componente electrostático de la interacción sería atribuido al gran 

número de residuos básicos que tiene esta proteína y que permitiría la 

interacción con las cabezas polares de los fosfolípidos ácidos, mientras 

que el componente hidrofóbico requeriría la existencia de zonas 

hidrofóbicas en la proteína que afectasen a la zona de las cadenas de 

acilo de la bicapa. Esta zona hidrofóbica, que no era evidente al 

observar la secuencia primaria de la α-sarcina (Sacco y col., 1983; 

Martínez del Pozo y col., 1988), se predijo que podía ser una lámina β 

central que sería equivalente a la lámina β central de las RNasas T1 y 

U2 (Mancheño y col., 1995a), cuya existencia se confirmó después al 

resolver la estructura tridimensional de la proteína (Campos-Olivas y 

col., 1996 a y b; Pérez-Cañadillas y col., 2000). Así, para comprobar el 

papel de la lámina β en dicha interacción con las bicapas lipídicas, se 

sintetizó un péptido, αS (116-139), que correspondería a dos de las 

hebras de la lámina β. Este péptido origina efectos similares a los 

producidos por la proteína completa en su interacción con vesículas, 

adoptando una conformación β tras la interacción, lo cual es consistente 

con la hipótesis planteada acerca del papel de la mencionada lámina β 

(Mancheño y col., 1995 b). Asimismo, se han sintetizado péptidos de 



 

 

menor tamaño correspondientes a la misma zona de la estructura de la 

α-sarcina, estableciendo que un péptido de nueve aminoácidos, 

correspondiente a los residuos 131-139 de la α-sarcina es suficiente 

para producir dichos efectos (Mancheño y col., 1998a). Se debe 

resaltar, por su relevancia respecto a los resultados presentados en 

esta Memoria que el Trp-51 forma parte de esta lámina β, como ya se 

ha comentado (fig. 8).  

 

Por otro lado, la interacción de la α-sarcina con vesículas se 

traduce en una disminución en la estabilidad de la proteína (Gasset y 

col., 1995 b). Se han realizado también ensayos de interacción 

utilizando α-sarcina reducida y carboxiamidometilada (Gasset y col., 

1995 a), de manera que, aunque ésta sólo contendría parte de su 

estructura β y giros β como ordenaciones periódicas, y aunque se 

encuentra mayoritariamente desestructurada, como sugiere su espectro 

de dicroísmo circular, sigue produciendo sobre las vesículas efectos 

similares a los obtenidos con la proteína nativa. Por tanto, la estructura 

nativa de la α-sarcina no es imprescindible para el establecimiento de 

su interacción con vesículas. Este resultado estaría también de acuerdo 

con la existencia de la lámina β hidrofóbica como soporte del 

componente hidrofóbico de la interacción, puesto que el porcentaje de 

este tipo de ordenación periódica es elevado en el complejo 

proteína-lípido que se forma, como se ha comprobado por 

espectroscopía de infrarrojo (Gasset y col., 1995 a y b). 

 

En definitiva, todos estos estudios de interacción de la α-sarcina 

con vesículas modelo, ponen de manifiesto la capacidad intrínseca de 

la proteína para interaccionar con membranas. Hay que recordar que la 



 

 

α-sarcina presenta capacidad citotóxica frente a numerosas líneas 

celulares de tumores humanos, sin que medie ningún tipo de 

permeabilización anterior de la membrana (Olson y col., 1965; Olmo y 

col., 1993 a y 2001; Turnay y col., 1993). Por tanto, parece que la 

α-sarcina se transloca al interior celular a través de su interacción con 

los fosfolípidos de las membranas. En este sentido, los diferentes 

fosfolípidos actuarían como una nueva familia de receptores (Leenhouts 

y col., 1995; van Voorst y de Kuijff, 2000; Epand, 1998; Lee, 2000). 

 
1.7. Citotoxicidad de la αααα-sarcina 

 
Si bien las ribotoxinas fueron descubiertas y estudiadas gracias 

a sus propiedades antitumorales (Olson y col., 1965; Goldin y col., 

1966), los primeros estudios que se hicieron a nivel molecular acerca 

de su efecto sobre sistemas celulares parecieron revelar que la proteína 

sólo mostraba su carácter citotóxico frente a células previamente 

permeabilizadas por la infección viral (Fernández-Puentes y Carrasco, 

1980; Carrasco y Esteban, 1982; Muñoz y col., 1985; Otero y Carrasco, 

1987; Liprandi y col., 1997;) o por algún otro agente (Otero y Carrasco, 

1986, 1987 y 1988). 

 

Sin embargo, más recientemente se ha demostrado cómo 

también la α-sarcina presenta actividad citotóxica frente a líneas 

celulares de tumores humanos (Turnay y col., 1993; Olmo y col., 1993 y 

2001), corroborando así la caracterización inicial que condujo a su 

descubrimiento (Olson y col., 1965). De hecho, la proteína modifica el 

patrón de proliferación de las células, produciendo la inhibición de su 

crecimiento y, finalmente, la muerte celular. Todos estos efectos son, 



 

 

probablemente, consecuencia de la inhibición de la síntesis de 

proteínas, que se observa tras 18 horas de incubación, recordando que 

basta una única molécula por célula para causar un efecto letal (Olsnes 

y Pihl, 1982). 

 

Teniendo en cuenta el análisis cinético de esta inhibición, se 

pueden observar dos fases; una estacionaria respecto a la 

concentración de α-sarcina, seguida de otra fase que conlleva una 

disminución de la síntesis de proteínas de primer orden respecto a la 

concentración de la ribotoxina. Esto indicaría la existencia de un 

componente cinético saturable, previo a la inactivación de los 

ribosomas, que correspondería con el paso de la proteína a través de la 

membrana celular (Turnay y col., 1993). Ya fue observado en su día 

(Olmo, 1993) que, α-sarcina no producía una alteración significativa de 

la membrana, ya que no existía liberación de lactato deshidrogenasa 

(marcador citosólico). Mucho más recientemente, se ha observado que 

el proceso de transporte de α-sarcina en el citosol no aparece asociado 

a vesículas cubiertas de clatrina, y es dependiente de ATP lo que indica 

que alcanza el citosol a través de un mecanismo de endocitosis en el 

que se hallan implicados endosomas ácidos (Olmo y col., 2001). En 

este mismo trabajo se muestra que la distorsión provocada por 2 

ionóforos (monesina y nigericina) sobre el aparato de Golgi produce 

una disminución  acusada en su IC50, sugiriendo que también se halla 

implicado dicho orgánulo en su camino para alcanzar el citosol. 

  

Respecto a los efectos que causa su acción sobre células, se ha 

descubierto recientemente, que la incubación de las células con α-

sarcina a una concentración inferior a su IC50 induce fragmentación 



 

 

internucleosomal del DNA, la reversión de la asimetría de la membrana 

(apareciendo una mayor cantidad de PS en el lado externo), la 

activación de la cascada caspasa-3 y la rotura de la poli (ADP-ribosa) 

polimerasa, demostrando que su actividad catalítica provoca apoptosis, 

de la que son reflejo dichos efectos (Olmo y col., 2000). Estudios con 

inhibidores de caspasas sugieren  que, sin embargo, este mecanismo 

es tal que la α-sarcina sería capaz de inducir la muerte celular a través 

de una forma de apoptosis independiente de caspasas o por 

mecanismos no apoptóticos pero, eso sí, siempre como consecuencia 

de su actividad catalítica sobre el ribosoma y la consecuente inhibición 

de la biosíntesis de proteínas. 

 

Finalmente, merece la pena resaltar el hecho de que la α-

sarcina reconozca fosfolípidos ácidos, especialmente PS 

(fosfatidilserina) y PG (fosfatidilglicerol), y no interaccione con los de 

naturaleza neutra, PC (fosfatidilcolina). Se ha descrito la asimetría en la 

distribución de los fosfolípidos en las membranas plasmáticas, 

predominando generalmente PS y fosfatidiletanolamina (PE) en la 

monocapa interna, y PC y esfingomielina (SM) en la externa (Connor y 

col., 1989; Devaux, 1993; Zachowski, 1993; Devaux y Zachowski, 1994; 

Williamson y Schlegel, 1994). Esta asimetría se mantiene gracias a la 

acción de varias enzimas transportadoras de distintos tipos de 

fosfolípidos, (a las que se conoce como “flipasas”) (Smit y col., 1993; 

Tang y col., 1996; van Helvoort y col., 1996; Epand 1998). En las 

células tumorales aparece una inversión de dicha asimetría, 

encontrándose PS mayoritariamente en la monocapa externa (Connor y 

col., 1989; Utsugi y col., 1991; Denisov y col., 1998). Se ha observado 

que la predominancia de PS en la cara externa es un detonante del 

inicio del proceso de apoptosis por macrófagos, que presentan en su 



 

 

superficie receptores de fosfatidilserina y activan la endocitosis en la 

célula (Fadok y col., 1992a y b). Siendo PS un fosfolípido ácido puede 

entenderse la mayor especificidad que mostrará α-sarcina para invadir 

líneas tumorales frente a células normales. 

 
1.8. Inmunotoxinas: bactericidas y anticancerígenos 

 

 Las primeras pruebas clínicas de las ribotoxinas como agentes 

antitumorales supusieron un fracaso (Goldin y col., 1966; Roga y col., 

1971). Aún así se ha intentado su utilización en aplicaciones clínicas, 

pero dirigiendo su acción de forma local y específica hacia las células 

que se quiere inactivar, para limitar su efecto citotóxico. Así, se han 

construido diversas inmunotoxinas, en las que las ribotoxinas utilizadas 

se unían a anticuerpos monoclonales que reconocen células tumorales 

(Orlandi y col., 1988; Conde y col., 1989; Wawrzynczak y col., 1991; 

Better y col., 1992; Rathore y Batra, 1996, 1997a y b; Rathore y col., 

1997; Wang y col., 2000). Otro enfoque sería el de producir la ribotoxina 

localmente en los tumores, mediante la utilización de terapia génica, 

evitando, así, que se vean afectadas otras células del organismo. Esto 

se está intentando actualmente a través de una colaboración 

establecida con nuestro laboratorio. 

 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

OBJETIVO 
 

El objetivo principal del presente trabajo se puede resumir en el 

estudio de la contribución de los dos residuos de triptófano, 

aminoácidos conservados en todas las ribonuceasas de la familia, en la 

estructura y función de α-sarcina. Este objetivo general se puede 

concretar a su vez en dos objetivos concretos:  

 

Caracterización estructural mediante las técnicas 

espectroscópicas de emisión de fluorescencia, dicroísmo circular (tanto 

en la región del ultravioleta próximo, como en el lejano), así como por 

resonancia magnética nuclear, de variantes de α-sarcina con uno o 

ninguno de los residuos de triptófano, los cuales serán sustituidos por 

fenilalaninas. Este objetivo necesariamente demanda, en primer lugar, 

el diseño de vectores de expresión adecuados para la producción de 

las distintas proteínas recombinantes, así como su posterior 

purificación. 

 

Caracterización funcional de las distintas variantes de α-sarcina. 

Este estudio se enfocará desde dos perspectivas considerando las dos 

actividades de esta toxina. Por un lado, se analizarán los efectos de las 

correspondiente mutaciones en la actividad ribonucleasa de la α-

sarcina, tanto en lo referente a su actividad específica, sobre 

ribosomas, como a su actividad inespecífica, sobre polinucleótidos y, 

por otro lado, su capacidad para interaccionar con bicapas lipídicas. 

Este último análisis es especialmente interesante en tanto que puede 

arrojar información relevante sobre regiones concretas de la proteína 

que interaccionan con la bicapa. 
 



 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. CEPAS BACTERIANAS 
 

 Las diferentes cepas celulares de E.coli empleadas se 

presentan agrupadas según la finalidad para la que fueron utilizadas: 

 

2.1.1 Aislamiento y producción de plásmidos  

 
HB101: {F- supE44 hsdS 20( r-

B m-
B) recA13 ara-14 ∆(gpt-proA) 62 

leuB6 lacY1∆(mcrC-mrr) galK2 rpsL20 (Strr) xyl-5 mtl-1 } 

 Se trata de un híbrido (E.coli K12 x E. coli B) altamente 

transformable. Se utilizó en ocasiones simplemente porque es una cepa 

“estándar” de E. coli que no posee la RNA polimerasa del fago T7. 

 
DH5ααααF': {[F'] endA1 hsdR17 (r-

K m+
K) supE44 thi-1 supE44 thi-1 recA1 

gyrA (NaIR) relA1 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR [Ø80 dlac ∆(lacZ) M15]} 
 Se empleó para la amplificación de plásmidos, pues la mutación 

en el gen endA elimina la actividad inespecífica endonucleasa tipo1. 

 
TG1: {F' traD36 lacIq ∆(lacZ) M15 proAB+/supE ∆(hsdM-mcrB)5 (rk

- mk
+ 

McrB-) thi ∆ (lac-proAB)} 

 Al ser restricción –, sirve como cepa soporte para el crecimiento 

de fagos y vectores.  

 Ambas cepas son F´, mantienen los genes implicados en la 

formación del pili, siendo susceptibles a la infección por el fago f1, paso 

obligado en la preparación de DNA de hebra simple.  

 



 

 

 
2.1.2. Mutagénesis dirigida por oligonucleótido 

 
BW313: {HfrKL16 po/45 [lysA (61-62)] dut1 ung1 thi1 relA1} 

Presentan una tasa de mutación espontánea baja. Son susceptibles a 

la infección por fagos filamentosos pequeños. Su genotipo ung1 y dut1, 

resulta ideal para la selección por uridina ya que, permiten su 

incorporación al DNA.  

 

2.1.3. Producción de proteínas recombinantes 

 
RB791: {W3110 lacIq L8}  

Cepa RecA+ derivada de HB101. Gracias a lacIq consiguen un aumento 

en los niveles del represor lac, permitiendo la expresión controlada de 

genes que se encuentran bajo el promotor lac. Utilizada para expresar 

pINPG 

 
BL21 (DE3): {F' ompT [lon] hsdB (r-

B m-
B)}   

Sirve para obtener un alto nivel de expresión de genes clonados en 

vectores que contienen el promotor Φ10 del bacteriófago T7, ya que 

lleva la secuencia codificadora de la RNA polimerasa de T7 integrada 

en el cromosoma. Es deficiente en las proteasas lon y OmpT.  



 

 

2.2. MEDIOS DE CULTIVO 
 

Todos los medios descritos a continuación se utilizaron tras 

esterilización en autoclave, durante un ciclo de 20 minutos a 120ºC, 
excepto la glucosa que se esterilizó por filtración. Cuando fue necesario 

se añadió ampicilina (100 µg/ml) o/y cloramfenicol (34 µg/ml) al medio. 

 

2.2.1. Medios para A. giganteus 

 

Mantenimiento en medio sólido: Se preparó un medio que contenía 

agar 15 g/l NaNO3  2 g/l, Na2HPO4x12H2O 1 g/l  MgSO4x5H20 0.5 g/l 

FeSO4 0.01 g/l KCI 0.5 g/l y sacarosa 20 g/l. Alternativamente, también 

se utilizó un medio a base de dextrosa y extracto de patata (PDB) de 

DIFCO, a 24 g/l, suplementando con agar a 15 g/l. 

 

Cultivo en medio líquido: El aislamiento y purificación de la α-sarcina 

fúngica requiere el cultivo del hongo en un medio cuya composición es 

peptona al 2% (p/v), almidón de maíz 2% (p/v) NaCI 0.5% (p/v) y 

extracto de carne de vaca 1.5% (p/v). 

 

 2.2.1. Medios para E.coli 
 
LB (Sambrook y col., 1989) Como medio general para el mantenimiento 

de cepas y purificación de plásmidos a pequeña o gran escala. 

Contiene bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCI 10 g/l. 

El pH se ajustó a 7.0. Para prepararlo como medio sólido se añadió 

agar a 15 g/l. Para la selección de transformantes de E. coli resistentes 



 

 

a ampicilina o cloramfenicol, se añadieron dichos antibióticos a las 

concentraciones ya mencionadas. 

 

YT (Sambrook y col., 1989) Soporte para el crecimiento de cepas de E. 

coli destinadas a la obtención de ssDNA. Este es un medio más rico 

que el LB y contiene bactotriptona 16 g/l, extracto de levadura 10 g/l y 

NaCI 5 g/l, finalmente se suplementa con glucosa al 0.2% (p/v). 

 

Medio mínimo (Sambrook y col., 1989) se utilizó para la producción de 

α-sarcina recombinante y de las diferentes formas mutadas. Este medio 

contiene la mezcla de sales M9 1x, MgSO4 1mM, glucosa 0.2 (p/v) y 

CaCI2 0.01 mM. El empleo de este medio mínimo supone el crecimiento 

más lento de las células, favoreciendo el plegamiento de las proteínas, 

lo que facilita su purificación. 

    

ΨΨΨΨBroth se empleó para la obtención de células competentes de E. coli 

y posterior transformación con DNA plasmídico. Contiene bactotriptona 

2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), MgS04 0.4% (p/v) y KCI 10 

mM. El pH del medio se ajustó a 7.6 utilizando KOH.  

 



 

 

2.3. VECTORES 
 
2.3.1. Vector para mutagénesis  

 
pEMBL 18 (+): (Dente y Corsese, 1987)  Se empleó para la obtención 

del DNA de hebra simple rico en uridina (ssDNA-U), al contener un sitio 

de iniciación de la replicación para el fago f1 (ori F1). Permite realizar 

los ensayos de mutagénesis dirigida por oligonucleótido, así como 

detectar la mutación por secuenciación, ya que, flanqueando la zona de 

multiclonaje posee secuencias de hibridación con los oligonucleótidos 

más habituales utilizados en las reacciones de secuenciación.  

 

2.3.2. Vectores para producción y expresión 

 

pET11b: A partir de este vector, se construyó el sistema de expresión 

pET11bαS. Los genes que se clonan en los vectores pET se 

encuentran bajo el control del promotor del fago T7 permitiendo, así, un 

control específico de la expresión (Rosenberg y col., 1987). En 

ausencia de la RNA polimerasa del fago T7 (Studier y col., 1990) , la 

transcripción y, por tanto, la expresión de los genes es prácticamente 

inexistente. Esta característica convierte a estos vectores en sistemas 

de expresión muy útiles para la producción de proteínas tóxicas, como 

es el caso de la α-sarcina. Consecuentemente, la manipulación del 

DNA durante el clonaje en este sistema, se realizó utilizando cepas de 

E. coli, como la HB101, que no contienen el gen de la RNA polimerasa 

del fagoT7. Cuando se requirió la expresión de los genes se emplearon 

cepas de E. coli que contienen el gen de la RNA polimerasa de dicho 

fago, como la BL21 (DE-3).  



 

 

 

 
Figura 11  Representación esquemática de los diferentes plásmidos 
empleados durante la realización de los experimentos descritos en esta 
Memoria. 

 
 



 

 

pINPG: Es un plásmido derivado de pINIIIOmpA1 (Ghrayeb y col., 

1984) que se encuentra modificado en la zona codificante del péptido 

señal de la proteína OmpA de E. coli, (se sustituyó Val18 por una Ser, y 

Glu 20 por una Leu). De esta forma la α-sarcina se secreta al 

periplasma, en cultivos a gran escala, sin resultar tóxica para la célula, 

consiguiéndose, así, una mejora en la eficiencia del procesamiento 

(Lacadena y col., 1994). El plásmido contiene detrás de esta región un 

sitio de multiclonaje, que permite la introducción del inserto. Contiene, 

además, el complejo promotor/operador lac, permitiendo la expresión 

de genes por inducción con IPTG. El gen marcador confiere resistencia 

a ampicilina.  

 

pT-Trx: (Yasukawa y col., 1995) Se trata de un pACYC (que lleva el 

replicón p15A, y un marcador de resistencia a cloramfenicol) modificado 

por la inserción de trx (que codifica para tioredoxina). La tiorredoxina 

favorece un ensamblaje adecuado de los puentes disulfuro de las 

moléculas de la proteína, a medida que ésta se va procesando, 

aumentando la cantidad de proteína soluble en detrimento de los 

cuerpos de inclusión. Se halla bajo el control del promotor T7, por lo 

que es inducible con IPTG. Para ello se empleó la cepa BL21(DE-3). 

Células competentes que incluían pT-Trx, hicieron posible la 

introducción y expresión de pINPGα-S en esta cepa (García-Ortega y 

col., 2000). De esta forma se consiguió aumentar el rendimiento de α-

sarcina soluble en la fracción periplásmica. 

 

 

 

 



 

 

2.4. OLIGONUCLEOTIDOS 
 

 Los oligonuleótidos empleados fueron encargados a Pharmacia 

a través del Servicio de Secuenciación de DNA de la Universidad 

Complutense de Madrid. 

 

 2.4.1. Oligonucleótidos comerciales para secuenciación 

 

Universal Mx13 (-20):  5´- GTA AAA CGA CGG CCA GT  - 3´ 

 

Reverse (-48):    5´- AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA – 3´ 

 

 2.4.2. Oligonucleótidos mutagénicos 

 

Sonda W4F:    5´- CA GCG GTG ACC TTT ACC TGC TTG - 3´ 

 

Sonda W51F:  5´- GC TAT CCT CAC TTT TTC ACC AAC – 3´ 

 



 

 

2.5. TAMPONES Y DISOLUCIONES DE USO HABITUAL 
 En este apartado se describe la composición de las disoluciones 

de uso general en el laboratorio durante la realización del trabajo 

presentado en esta Memoria: 

Cloroformo:metanol (2:1) 

Cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) 

Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) 

Medio mínimo: Mezcla de sales M9 (10x): Na2HPO4 0.21M, KH2PO4 

0.11M, NaCI 43mM, NH4Cl 93mM, pH 7.4 
MOPS: 50mM Mops, NaCI 0.1M EDTA 1mM, pH 7.0 

PBS: NaCI 0.14 M, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, Na2HPO4 8.1 mM 
Tampón de aplicación 1x (Electroforesis de proteínas): Tris 50 mM pH 

7.6, EDTA 2 mM, SDS 1% (p/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 

0.02% (p/v) 

Tampón de aplicación 6x (Electroforesis de DNA): azul de bromofenol 

0.25% (p/v), cianol de xileno 0.25% (p/v), glicerol 30% (v/v) 

Tampón de desarrollo de PAGE-SDS (Tris-glicocola): Tris 0.125M, 

glicocola 0.1M, SDS 0.5% (p/v) 

Tampón de lisis (selección de colonias): Tris-HCl 1 M pH 7.4-8.0, 

EDTA 0.5 M, NaOH 10 N, SDS 20% (p/v) 

Tampón de transferencia: Tris 48 mM, Gly 39 mM, SDS 0.0375% 

(p/v), metanol 20% (v/v)  

TAE 1x: Tris-Acetato 0.045 mM, EDTA 0.001 M pH 8.0 

TBE 1x: Tris-Borato 0.045 mM, EDTA 0.001 M pH 8.0 

TE: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5-8.0 

TfB1: RbCl2 100mM, MnCl2 50mM, acetato potásico 30mM, CaCl2xH2O 

10mM, glicerol 15% (v/v) pH 5.2 (se ajusta con AcH 0.2 M)    
TfB2: MOPS 10mM, RbCl2 10mM, CaCl2xH2O 75mM, glicerol 75% (v/v) 

pH 7.0 (se ajusta con NaOH) 



 

 

2.6. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE DNA  
 
2.6.1. Purificación de plásmidos a partir de células de E.coli.  
 
 El DNA plasmídico se purificó siguiendo el método comercial de 

Promega “WIZARD MINIPREPS”. Para ello, se creció una colonia 

aislada de bacterias transformadas en 5ml de medio LB durante 16 

horas a 37ºC. Tras centrifugar las células y resuspenderlas en Tris 

50mM pH 7.5, EDTA 10mM y RNasa A 100mg/ml, se lisaron con NaOH 

0.2M, SDS 1%. Posteriormente, se neutralizó el pH con acetato 

potásico 1.32 M, y se centrifugó para eliminar los restos celulares. El 

sobrenadante, conteniendo el DNA plasmídico, se puso en contacto con 

la resina comercial, a la que se une. Después, se procedió a lavar con 

NaCl 200mM, Tris-HCl 20mM pH 7.5 y EDTA 5mM diluido 1:1 en etanol 

95%. Por último se eluyó el DNA con H2O ó TE. Se analizó mediante 

electroforesis, valorándose si el grado de pureza era suficiente para el 

posterior análisis de restricción y secuenciación.  

 

 Cada vez que se preparó un nuevo plásmido, cuando éste 

estuvo suficientemente caracterizado, (análisis con enzimas de 

restricción, comportamiento en electroforesis de agarosa, 

secuenciación), se purificó a mayor escala, para su conservación, 

empleando esta vez “WIZARD MAXIPREPS” método similar al anterior 

pero adaptado a 500ml de cultivo inicial de bacterias. 

 

2.6.2. Purificación de DNA de hebra simple (ssDNA)  

 

 El clonaje de un fragmento de DNA en un plásmido que 

contenga en su secuencia un origen de replicación de un plásmido 



 

 

filamentoso, permite la obtención de ssDNA. Gracias a las células 

empleadas este ssDNA se obtuvo enriquecido en uridina, lo cual es 

necesario para ensayos posteriores de mutagénesis dirigida por 

oligonucleótido. 

 

 Esta técnica se realizó de acuerdo con Messing (1983) y 

basándose en lo descrito por Merola y col. (1989). Se partió de células 

de E. coli, pertenecientes a la cepa BW313, transformadas con el vector 

pEMBL18(+), que llevaba clonado el inserto adecuado en cada caso.  

  Esta cepa, susceptible a la infección por fagos filamentosos pequeños, 

presenta un genotipo dut- (dut1) y ung- (ung1), necesario para la 

incorporación y estabilidad de la uridina al DNA del plásmido, y una 

tasa de mutación espontánea baja. Tras crecer las células 

transformadas en placas de LB con ampicilina y uridina  se inocularon 2 

ml de YT con glucosa al 0.2% y Amp y uridina (1mg/ml), y se incubaron 

a 37ºC hasta una DO600nm de 0.42. En este punto de la fase exponencial 

de crecimiento, se añadió el fago F1 para transfectarlas (40µl de 

1.5x1012p/ml) y replicar, así, el vector. De esta manera las bacterias 

secretan la hebra no codificadora del pEMBL18(+), rica en uridina 

(ssDNA-U), en forma de partícula vírica. La incubación se mantuvo 

durante 5 horas centrifugándose finalmente a 10000xg. Al 

sobrenadante con los fagos y las partículas víricas, se le adicionó una 

cantidad de polietilglicol (PEG) y NaCl suficiente para alcanzar unas 

concentraciones finales de 2.5% (p/v) y 2.5M, respectivamente, 

manteniéndolo, al menos 2 horas a 4ºC. Tras centrifugar y eliminar el 

sobrenadante, el sedimento se resuspendió en 200 µl de TE 

conteniendo Rnasa A al 0.5% (p/v). La muestra se extrajo, entonces 

con 200µl más de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico, lavándose 



 

 

después la fase acuosa, varias veces, con éter etílico. Por último, el 

ssDNA-U de la fase acuosa se precipitó con 1/10(v/v) de Li Cl 4M, 

MgCl2 0.1M y 2.5 volúmenes de etanol frío, lavándose el precipitado 

con etanol al 70% y disolviéndose TE ó H2O. La pureza y el rendimiento 

del proceso se estimaron con una electroforesis en gel de agarosa. 

 
2.6.3. Mutagénesis dirigida con DNA plasmídico enriquecido en 

uridina 

 
 Para la obtención de formas mutantes de la α-sarcina, se 

empleó el método descrito por Kunkel y col. (1987), partiendo de 

oligonucleótidos sintéticos que hibridaban con diferentes zonas del 

ssDNA y en los que se habían sustituido las bases necesarias (veáse el 

apartado de materiales). 

 

 La reacción de mutagénesis consistió en mezclar el ssDNA-U, 

obtenido previamente, con el oligonucleótido mutagénico fosforilado, a 

una relación molar 1:10 respectivamente, y en mantenerla 2 minutos a 

70ºC. Tras dejarla enfriar lentamente hasta 25ºC, la mezcla de reacción 

se puso en hielo y se añadieron los componentes para la síntesis y 

ligación del DNA. Esto se llevó a cabo en HEPES 200mM pH7.8, DTT 

2mM y MgCl2 10mM, adicionando una mezcla de dNTPs 5mM, ATP 

1mM, 1-3 unidades de DNA polimerasa Klenow y 2-5 unidades de la 

DNA ligasa del fago T4. El proceso completo necesitó una incubación 

de 5 minutos a temperatura ambiente y 2 horas a 37ºC. De esta forma 

se facilitaba la hibridación y posterior acción de la DNA polimerasa 

Klenow y de la ligasa. La reacción finalizó por adición de EDTA a una 

concentración final de 15mM. Después de transformar con la mezcla 



 

 

mutagénica células DH5αF´ o TG1 de E.coli, seleccionar las que 

llevaban el vector con el inserto y purificar el plásmido, se determinó la 

existencia única de la mutación deseada, por secuenciación del DNA. 

 
2.6.4. Secuenciación automática del DNA 

 
 Los vectores pEMBL con los insertos previamente mutados se 

secuenciaron haciendo uso del servicio de secuenciación de la 

Universidad Complutense. Para ello se utilizaron los oligonucleótidos 

Universal M13 (-20) o (reverse primer) Reverso (-48).  En el proceso se 

empleó el sistema ABI PRISM (Perkin Elmer) con la DNA polimerasa 

Ampli Taq FS. Esta enzima es una forma doble mutante de la Taq 

polimerasa, que carece de actividad exonucleasa 5’→ 3’ y tiene una 

mutación en el dominio polimerasa, lo que permite una menor 

discriminación frente a dNTPs respecto a la enzima original. La 

amplificacion se realiza en un termociclador de gradiente. La mezcla de 

reacción se preparó utilizando el protocolo comercial  ABI PRISM 

dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, y está 

compuesta por: el DNA plasmídico (100ng/ml), oligonucleótidos 

(5pmol/ml), mezcla de 4 terminadores de la reacción que están 

marcados con 4 fluorocromos distintos, mezcla de dNTPs, Tris-HCl 

80mM pH 9.0, MgCl2 2mM, y la enzima. Una vez realizada la 

amplificación a la temperatura de hibridación del oligonucleótido 

empleado, se precipitó el DNA con una mezcla de etanol absoluto y 

MgCl2. El sedimento con el DNA se resuspendió en 4ml de formamida 

desionizada (5:1), azul de dextrano (50mg/ml) y EDTA 25mM pH 8.0, 

tras lo cual se aplicaron 1.5 (ml) de esta muestra en el gel. La 

electroforesis se realizó en un gel desnaturalizante, compuesto por urea 

y acrilamida Long Ranger, de alta resolución, a 1680 V, 50 mA y 150 W 



 

 

durante 8 horas. Según migran los fragmentos de DNA, pasan por un 

laser que excita a los fluoróforos. La emisión producida por éstos es 

recogida e interpretada en el aparato quedando asignados los 

nuceótidos que determinan la secuencia.    

 
2.6.5. Reacciones enzimáticas sobre el DNA 

 
 Tienen como objetivo, la consecución de los fragmentos de 

interés así como la obtención de construcciones útiles para la clonación 

y expresión de los genes de α-sarcina o sus mutantes. 

 

 Las digestiones enzimáticas se llevaron a cabo en cada caso 

empleando un tampón adecuado en el cual las enzimas pudieran 

ejercer su acción con una eficacia del 100%, BSA (1mg/ml) y RNasa A 

(0.5mg/ml). Cuando eran preparativas las digestiones se dejaban toda 

la noche a 37ºC, para asegurar que la reacción era cuantitativa. En los 

casos en que se utilizaba una baja cantidad de DNA (digestiones 

analíticas) era suficiente con una hora. Por último la enzima se 

inactivaba calentando a 65ºC la mezcla durante 10 minutos. El 

rendimiento de las digestiones se determinó por electroforesis en geles 

de agarosa.  

 

 Las reacciones de ligación eran llevadas a cabo por la DNA 

ligasa del bacteriófago T4. La mezcla de ligación contenía, además, el 

tampón de ligasa y ATP 1mM para favorecer la reacción. El proceso se 

efectuaba dejando la mezcla a 20ºC, o bien a 14ºC, durante 1 hora o, 

toda una noche, respectivamente. Alguna vez se utilizó el sistema de 

Boehringer “Rapid DNA ligation Kit” que permite realizar la ligación en 5 



 

 

minutos a temperatura ambiente, siguiendo el protocolo de dicho 

sistema. 

 
2.6.6. Fosforilación de oligonucleótidos mutagénicos 

 

 Se siguió un protocolo estándar (Sambrook y col., 1989), basado 

en la utilización de la polinucleótido quinasa del fago T4. Para ello se 

incubó en un volumen total de 30µl de Tris 0.1M pH 8.0, MgCl2 10mM, 

DTT 5mM y ATP 0.1mM, 10 unidades de la enzima y el oligonucleótido 

a una concentración final de 25pmol/ml. La reacción tuvo lugar en un 

baño de agua a 37ºC durante 45 minutos.  Por último la enzima se 

inactivó calentando la mezcla a 65ºC durante 10 minutos. 

 
2.6.7. Electroforesis en geles de agarosa 

 

 Se prepararon los geles al 0.7% (p/v), de agarosa en TAE. El 

porcentaje de agarosa dependía del tamaño del DNA que se quería 

detectar o purificar. Las electroforesis de desarrollaron a 100 V y 

temperatura ambiente, ó a 80 V y 4ºC en el caso de agarosa con bajo 

punto de fusión (para fragmentos pequeños de DNA, 100-800pb). Las 

muestras se aplicaron en tampón 6x para este fin, y el patrón de peso 

molecular fue el correspondiente a la digestión con HindIII del fago 

λ . Para la detección de las bandas con luz UV se utilizó bromuro de 

etidio, a una concentración final de 0.5 µg/ml.  

 
 

 

 



 

 

2.6.8. Purificación del DNA a partir de geles de agarosa 

 

DNA de mayor tamaño (1.5 -10 kb) 
Para purificar fragmentos de un tamaño comprendido entre 1.5 y 10 

kilobases se utilizó el sistema comercial GENE CLEAN Kit Bio 101 Inc. 

Tras electroforesis en gel al 0.7% de agarosa, se recortó el bloque que 

contenía el fragmento deseado, al que se añadieron 3 volúmenes de 

NaI 3 M. La mezcla se calentó a 55ºC, se enfrió y se le añadió el 

volumen adecuado de “glassmilk” (5 µl por 5 µg, de DNA y 1 µl más por 

cada 0.5 µg de DNA adicional), resina que presenta afinidad por el 

DNA, incubándose la mezcla de reacción durante 15 minutos en hielo. 

Tras centrifugar el sedimento (DNA-glassmilk) se resuspendió y se lavó 
con 700 µl de su solucion de lavado (“new wash”) centrifugando 30”. El 

lavado se repitió 2 veces.  Por último, se añadió un volumen igual al de 

resina, de TE o de H2O, y se calentó a 55ºC durante 3 minutos, para 

favorecer la disociación del complejo DNA-glassmilk. Una 

centrifugación de 30” permite la obtención del DNA libre, que 

permanece en el sobrenadante purificado. La elución se repitió para 

aumentar el rendimiento y el grado de  pureza se determinó por 

electroforesis en geles de agarosa. 

 

DNA de menor tamaño (100-1500pb) 
Para fragmentos de DNA comprendidos entre 100 y 1500 pb se empleó 

el método comercial “WIZARD PCR PREPS” partiendo de un gel de 

agarosa de bajo punto de fusión, al 1%. Tras fundir el bloque de 

agarosa durante 5 minutos a 55-65ºC, se añadió la resina, contenida en 

este sistema, y se aplicó un protocolo esencialmente igual al descrito 

para la purificación de los plásmidos.  



 

 

2.6.9. Purificación del DNA a partir de geles de poliacrilamida al 

4% (p/v)  

 

 En algún caso se empleó este sistema para aislar fragmentos 

entre 200 y 10000 pb. Se llevaron a cabo a 100V en geles de acrilamida 

al 0.4% en TBE. El proceso a seguir, tras la electroforesis, consiste 

detectar la banda de DNA, tiñendo con azul de metileno al 0.01% (p/v) y 

recortar la banda de interés. El correspondiente fragmento de 

acrilamida se traslada a un “tip” estéril, al que se ha fundido la punta y, 

se le ha colocado un poquito de lana de vidrio. Entonces se le añaden 
400µl de H2O estéril y se trocea. Se cierra con “parafilm” y se deposita 

en un tubo estéril donde se mantiene agitándose durante 17h a 37ºC. 

Pasado este tiempo, se eluye a través de la lana de vidrio, cortando la 

punta, y centrifugando. Para precipitar el DNA, se añade 1/10 del 

volumen de sales LiCI 4M, MgCl2 0.1M así como 2.5 vol. y ½ de etanol, 

dejándolo 20 minutos a -20ºC. Se centrifuga 15 minutos a 4ºC y se lava 

con 1 ml de etanol frío al 70%. Se elimina el etanol centrifugando de 

nuevo 5 minutos y, se deja secando a temperatura ambiente. Por último 

se disuelve en TE o H2O. 

 
 
2.7. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE BACTERIAS 

 
2.7.1. Preparación de células competentes 

 

 El protocolo seguido se basó en el metodo de Hanahan (1983), 

con una modificación que implica el empleo de RbCI2. Consistió en 

inocular en 5 ml de ψBroth una colonia reciente de las células deseadas 

e, incubarlas a 37ºC, con agitación, hasta una DO600nm de 0.3. Las 



 

 

células, en esta fase de crecimiento temprana, fueron inoculadas de 

nuevo en 100 ml de medio fresco, creciéndose, esta vez, hasta 

alcanzar una DO600nm de 0.48. Entonces, fueron sedimentadas por 

centrifugación a 2500xg y resuspendidas en 30 ml de TfB1 frío, 

manteniéndolas en hielo durante 90 minutos. Este paso se repitió 

empleando 4 ml de TfB2 frío. En este tampón se hicieron alícuotas (a 

razón de 200µl/vial) y se congelaron a –80ºC.  

 
2.7.2. Transformación de células de E.coli 

 

 Las células competentes se descongelaron y mantuvieron en 

hielo durante 10 minutos. A continuación se añadió el DNA plasmídico, 

o la mezcla de ligación deseada (1-100ng de DNA), y se dejaron otros 

15 minutos en hielo. Seguidamente la mezcla se sometió a un choque 

térmico de 4 minutos a 37ºC en baño de agua. Inmediatamente se 

devolvieron al hielo, enfriándose durante 2 minutos. A continuación se 

añadieron 4 volúmenes de ΨBroth, incubándose a 37ºC durante 1 hora, 

para facilitar la recuperación de la membrana así como la expresión de 

los genes de resistencia. Finalmente, fueron sembradas en placas de 

LB, con los antibióticos adecuados, para una selección directa de las 

células transformadas. 

 
2.7.2. Selección de colonias según el tamaño del plásmido 

 

 Esta técnica, (conocida en lenguaje coloquial como “minis de 

colonias”), parte de la siembra de cada colonia, obtenida de la 

transformación, en una placa fresca de LB-agar con el antibiótico 

adecuado, con objeto de aumentar su masa celular (al tratarse de un 



 

 

ensayo cualitativo no es necesario que en todas se aplique la misma 

cantidad). Seguidamente se recogió una muestra de cada una con un 

asa de siembra y se rompieron las células con 40 µl de tampón de lisis  

(ver soluciones de uso habitual) (Tris-HCl 1 M pH 7.4-8.0, EDTA 0.5 M, 

NaOH 10 N, SDS 20% (p/v), después se neutralizaron con 3 µl de HCl 1 

N, y se añadieron 5 µl de tampón de aplicación 6x. La mezcla se 

congeló a –80ºC durante 15 minutos, lo que hace precipitar el SDS, 

arrastrando al DNA cromosómico. El sobrenadante, con el DNA 

plasmídico, obtenido mediante centrifugación a 4ºC, es analizado 

electroforéticamente en geles de agarosa, distinguiéndose los 

plásmidos sin inserto de los que lo hubiesen incorporado, por su 

diferente movilidad electroforética. 

 

 

2.8. TÉCNICAS DE PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACION DE 
PROTEíNAS 
 
2.8.1. Aislamiento de αααα-sarcina fúngica fúngica 

 

 Las diferentes etapas de la purificación de la α-sarcina fúngica 

(Lacadena y col., 1994) se basan en las descritas cuando se purificó 

por primera vez esta proteína (Olson y Goerner, 1965; Olson y col., 

1965). Primeramente, el hongo A. giganteus MDH 18894, se creció en 

el medio líquido adecuado (ver apartado “Medios de cultivo”) a 30ºC 

durante 70-90 horas. La producción de α-sarcina se registró midiendo la 

absorbancia a 280 nm y el pH de las alícuotas del medio de cultivo 

tomadas a diferentes tiempos, así como mediante su análisis 

electroforético en geles de poliacrilamida en presencia SDS. La α-

sarcina se secretaba al medio extracelular que, una vez separado del 



 

 

micelio (por filtración en un embudo Büchner con dos capas de papel 

Whatman 3M), se dializó exhaustivamente frente a fosfato sódico 

50mM, pH 7.0. La purificación de la proteína comenzó, entonces, 

mediante una primera cromatografía de intercambio iónico en una 

resina de Amberlita IRC-50, seguida de dos cromatografías de 

penetrabilidad en un Biogel P10 (1.5X120cm, rango de faccionamiento: 

1.5-20 kDa) y Biogel P2 (2x15 cm, rango de fraccionamiento: 100-1800 

Da). La Amberlita, con la α-sarcina unida (15ml:5mg de proteína) se 

lavó con el tampón de retención (fosfato sódico 50mM, pH 7.0) y con el 

mismo tampón conteniendo NaCI 0.2 M. Posteriormente, se eluyó la 

proteína conteniendo NaCI 0.6 M. El conjunto de fracciones que 

contenían α-sarcina se concentró mediante liofilización, previa diálisis, y 

se aplicó en una columna de Biogel P10, equilibrada en Tris-HCI 50mM, 

pH 7.0, NaCI 0.1M. Las fracciones correspondientes a la α-sarcina se 

recogieron, y liofilizaron, para posteriormente desalarse en el Biogel P2, 

equilibrado en NH4HCO3 50mM, pH 7.0. El rendimiento de la 

purificación osciló entre (5-50mg/l) de medio de cultivo.  

 
2.8.2. Purificación de formas recombinantes de αααα-sarcina y 

mutante 

 

 Para la producción de α-sarcina se utilizaron dos vectores de 

expresión diferentes: pET11b (Rosenberg y col., 1987), y pINPG, una 

forma modificada de pINIIIOmpA (Ghrayeb y col., 1984). Las principales 

características generales de estos plásmidos se describen en el 

correspondiente apartado de materiales.  

 

 



 

 

Vector de expresión pINPGααααS  

El sistema de expresión pINPGαS permitió la obtención de α-sarcina 

nativa y de sus diferentes formas mutantes. Para ello, en general, se 

crecieron bacterias RB791 conteniendo dicho plásmido en medio 

mínimo con ampicilina. La incubación se realizó a 30ºC, durante 16 

horas tras la inducción de la expresión por adición de IPTG a 2 mM. 

Este sistema de expresión produce una proteína de fusión formada por 

el péptido señal de la OmpA y la α-sarcina, secretándose ésta ya 

madura, al espacio periplásmico (Lacadena y col., 1994). Una vez 

finalizado el cultivo, las células se sedimentaron por centrifugación de 

20 min a 5000xg. Las células resuspendidas en Tris 33mM, EDTA 33 

mM, pH 7.0 (5 ml/g de células), se sometieron a choque osmótico 

mediante una primera incubación con sacarosa al 40% (5ml/g de 

células) a temperatura ambiente y posterior centrifugación; y una 

segunda incubación en agua fría. De esta forma se rompía la pared 

celular, separándose la fracción periplásmica del sedimento celular 

mediante centrifugación. Por último se lisaron las células mediante 

sonicación obteniéndose la α-sarcina de la fracción soluble (Lacadena y 

col., 1994). Recientemente, este método de producción se ha mejorado, 

mediante la coexpresión de la α-sarcina con tiorredoxina (García-

Ortega y col., 2000). Para ellos se utiliza un plásmido denominado pT-

Trx, que confiere resistencia a cloranfenicol y sobreproduce tiorredoxina 

(Yasukawa y col., 1995). Esto se traduce en un entorno redox que 

permite multiplicar hasta por 5 veces la cantidad de α-sarcina soluble 

producida (García-Ortega y col., 2000). El protocolo empleado es el 

mismo, con la única variación de que se utilizan células BL21(DE3), que 

albergan tanto pINPGαS como pT-Trx, y que se añade, además de la 

ampicilina, cloranfenicol (34µg/ml).  



 

 

La purificación de la α-sarcina soluble, a partir de las diferentes 

fracciones obtenidas, se llevó a cabo mediante una primera etapa 

cromatográfica de intercambio iónico en Amberlita IRC-50, seguida de 

dos cromatografías de penetrabilidad en Biogel P-10 y P-2, idénticas a 

las descritas para la purificación de la variedad fúngica. Las fracciones 

del eluido correspondientes a la a-sarcina se concentraron mediante 

centrifugación a 4ºC, utilizando el sistema Centriprep-10 de Amicon, 

hasta lograr el volumen adecuado en cada caso. El rendimiento 

obtenido en la purificación fue de 1.5-2 mg por L de cultivo, y de 8-10 

mg/L si se incluye el plásmido pT-Trx (García-Ortega y col., 2000).  

 

Vector de expresión pET11bααααS 
A partir del vector comercial pETT11b, se construyó el sistema de 

expresión pET11bαS. Los genes que se clonan en los vectores pET se 

encuentran bajo el control del promotor del fago T7 (Rosemberg y col., 

1987). Así, en ausencia de la RNA polimerasa del fago T7 la 

transcripción y, por tanto, la expresión de los genes, es prácticamente 

inexistente. Característica que convierte a estos vectores en sistemas 

de expresión muy útiles para la producción de proteínas tóxicas, como 

es el caso de la a-sarcina. Consecuentemente, la manipulación del 

DNA durante el clonaje en este sistema, se realizó empleando cepas de 

E.coli, como la HB101, que no contienen el gen de la RNA polimerasa 

del fago T7. 

 

Para la expresión con pET11bαS se utilizó la cepa BL21(DE3), que 

contiene el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del  promotor 

lacUV5. De esta forma, la inducción de la expresión se realiza por 

adición de IPTG, a una concentración final de 0.4 mM, a un cultivo en 



 

 

LB de células con una OD600 en torno a 1.0, e incubación del mismo a 

37ºC, durante 4 horas. La expresión en células BL21(DE3) conteniendo 

el vector pET11bαS permite la obtención, al igual que con pINPGαS, de 

α-sarcina nativa y soluble en la fracción periplásmica. Además, tras el 

proceso de purificación y caracterización, el rendimiento obtenido es 

igual al del caso anterior. Sorprendentemente, este sistema no se pudo 

compatibilizar con la expresión de tiorredoxina (García-Ortega y col., 

2000), a pesar de que, en principio, el plásmido pT-Trx fue diseñado 

para ser coexpresado con los vectores de la serie pET (Yasukawa y 

col., 1995).  

 
2.8.3. Reducción y carboxiamidometilación de αααα-sarcina 

 
Los puentes disulfuro de la α-sarcina se redujeron y los grupos 

tiólicos se carboxiamidometilaron del siguiente modo: Una disolución de 

α-sarcina (10mg/ml) disuelta en tampón de desnaturalizante (Tris-HCl 1.0 

M, EDTA 2mM, cloruro de guanidinio 6M, pH 8.0) se mantuvo a 37ºC 

durante 1hora, tras lo cual se añadió ditiotreitol sólido hasta una 

concentración final de 70 mM (exceso 10 veces molar sobre residuos de 

cisteína). Tras ser gaseada con nitrógeno, la disolución se mantuvo a 

37ºC durante 90 minutos. Finalmente, se añadió iodoacetamida sólida 

hasta una concentración final de 0.7M y se incubó en oscuridad a 37ºC 

durante 60 minutos. La proteína, así tratada, se aisló mediante una 

cromatografía de penetrabilidad en una columna de Biogel P2 (2x15 cm) 

equlibrada en (AcH 50 mM, pH 7.0). Las fracciones con proteína se 

recogieron y se liofilizaron. La extensión de la modificación se verificó 

mediante hidrólisis ácida de la proteína y posterior análisis de 

aminoácidos. 



 

 

2.8.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de 

SDS 

 
La preparación de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la 

electroforesis se llevó a cabo en un sistema Mini-Protean II de Bio-Rad. 

La dimensión de cada gel fue de 6 x 9 x 0.07 cm. El porcentaje de 

acrilamida utilizado en el gel separador fue del 15-20% 

(acrilamida:bisacrilamida 30:1), en presencia de SDS al 0.1% (p/v). El gel 

concentrante contenía poliacrilamida al 4% (p/v). 

 

Las muestras se aplicaron desnaturalizadas (15-20 minutos entre 

80-90ºC en baño de bloques) y, cuando fue oportuno reducidas con β-

mercaptoetanol al 0.5% (v/v). La electroforesis se desarrolló a 

temperatura ambiente empleando tampón tris-glicocola y, manteniendo 

una intensidad constante de 25mA por gel. 

 

La tinción de los geles se realizó con azul de Coomassie R-250 

al 0.255% (p/v) en un sistema metanol-acético-agua en proporción 

40:10:40 (v/v/v); la eliminación del exceso de colorante se llevó a cabo 

con una disolución de metanol-acético-agua 20:10:70 (v/v/v). 

 
2.8.5. Electrotransferencia e inmunodetección 

 
Tras una electroforesis en geles de poliacrilamida, y en presencia 

de SDS, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF 

(Inmobilón, Milipore) mediante un aparato de transferencia LKB 

(Pharmacia). Su desarrollo se completó al cabo de 1 hora aplicando una 

corriente de 0.9 mA/por cm2 de gel, en tampón de transferencia [Tris 48 

mM, Gly 39 mM, SDS 0.0375% (p/v), metanol 20% (v/v).  



 

 

Posteriormente la membrana se saturó en (PBS) con leche 

desnatada en polvo al 3% (p/v) durante 2 horas. A continuación se incubó 

durante 3 horas con anticuerpos frente a α-sarcina, convenientemente 

diluidos en PBS-leche en polvo al 0.1% (p/v) (1/30000). Tras un lavado 

con agua, seguido de otro con PBS-Tween al 0.5% (v/v), la membrana se 

incubó con un anticuerpo específico para la fracción constante de las IgG 

de conejo, conjugado con peroxidasa, diluido 1/3000 en PBS-leche al 

0.1% (p/v), durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar la 

membrana, siguiendo el mismo procedimiento antes descrito, se realizó el 

revelado, por adición de una disolución que contiene tetrahidroclorato de 

3-3´-diaminabencimidina (DAB) 0.03% (p/v) y H2O2 0.016% (v/v) en PBS, 

el cual adquiere color por la reacción enzimática asociada a la peroxidasa. 

Una vez aparecidas las bandas, la reacción se paró por inmersión de la 

membrana en agua destilada.  

 
2.8.6. Análisis de aminoácidos 

 
Se llevaron a cabo en un analizador automático Beckman modelo 

6300. Las muestras (alrededor de 25µg) se hidrolizaron empleando un 

volumen total de 0.1 ml de HCl 5.7 N, conteniendo fenol al 0.1% (p/v), 

durante 24 horas a 110ºC, en tubos Pyrex cerrados a vacío. 

Posteriormente, las muestras fueron secadas y, a continuación, se 

sometieron a dos lavados con 200µl de agua destilada. Los hidrolizados 

secos se disolvieron en 50µL de tampón Na-S (Beckman). La muestra se 

pasó a un tubo cónico de teflón, de 4cm de longitud y 0.3 cm de diámetro, 

y se centrifugó durante 5 minutos a 10000 rpm, analizándose, 

posteriormente, un volumen fijo del sobrenadante de cada muestra (entre 

10 y 30 µl). Dicho análisis se efectúa mediante cromatografía de 

intercambio iónico de la mezcla de aminoácidos, que ha resultado de la 



 

 

hidrólisis ácida anterior, en las condiciones de funcionamiento estándar 

del equipo citado. Una reacción colorimétrica, llevada a cabo en régimen 

de flujo continuo, y empleando ninhidrina, permite la detección y 

cuantificación de los aminoácidos. El número de nmoles de cada uno de 

ellos se calcula mediante integración del área del correspondiente pico 

cromatográfico, empleando como estándar interno una cantidad conocida 

de nor-leucina. 

 

 

2.9. TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 

 
2.9.1. Espectros de absorción en la región ultravioleta 

 

Los espectros de absorción ultravioleta de α-sarcina se 

obtuvieron indistintamente en un espectofotómetro Beckman DU-7 ó 

Uvikon 930. Se emplearon cubetas de cuarzo de 0.1-1.0 cm de paso 

óptico (según volumen y concentración de la muestra), a una velocidad 

de barrido de 300 nm/min. La concentración molar de α-sarcina se 

determinó a partir de su coeficiente de extinción a 280 nm E0.1% (280nm, 

1 cm)=1.34 (Gavilanes y col., 1983) y su masa molecular de 17KDa. En 

los mutantes dicho coeficiente hubo de calcularse para cada uno de 

ellos, a partir de disoluciones de las proteínas purificadas cuya 

concentración fue evaluada mediante análisis de aminoácidos.  

 
2.9.2. Espectros de dicroísmo circular 

 
Los espectros de dicroísmo circular se obtuvieron con un 

espectropolarímetro JASCO J-715. Para los espectros registrados en la 



 

 

región del UV-lejano (195-250 nm) se empleó una cubeta de cuarzo de 

0.1 cm de paso óptico y, la concentración de proteína se encontraba entre 

0.1-0.5 mg/ml; en el UV-próximo (250-350 nm) el paso óptico fue de 1cm 

y la concentración osciló entre 0.5-1.0 mg/ml. Los espectros son el 

resultado de mediciones cada 0.2 nm, a una velocidad de barrido de 50 

nm/min. La temperatura de la muestra se controló mediante un baño de 

agua circulante Neslab RTE-111. Y los tampones utilizados fueron fosfato 

sódico 50 mM pH 7.0, NaCl 0.1 M o ácido acético 50 mM pH 5.0, NaCl 0.1 

M.  

 

Los resultados se expresan en valores de elipticidad molar por 

residuo de aminoácido (ΘMRW), en unidades  de gradoxcm2xdmol-1 

considerando 113 como  masa molecular promedio por residuo para la α-

sarcina (Sacco y col., 1983) y para los mutantes. Todos los espectros 

considerados de este trabajo son el resultado de, al menos, 4 

acumulaciones individuales.  

 

El método empleado para evaluar los porcentajes de estructura 

secundaria a partir de los espectros de dicroísmo circular obtenidos en el 

UV-lejano fue CCA (Convex Constrain Analysis, Perczel y col., 1991 y 

1992). 

 
2.9.3. Espectros de fluorescencia 

 
Los espectros de emisión de fluorescencia se obtuvieron en un 

espectrofluorímetro SLM Aminco 8000C, equipado con un arco de Xenon 

de 450 W. Se empleó un paso óptico de excitación/emisión de 0.2x1 cm. 

La concentración de proteína se mantuvo alrededor de 0.1 mg/ml, 

ajustándose el voltaje de los canales del fotomultiplicador para obtener 



 

 

una señal dentro de los límites aconsejados. Las anchuras de rendija para 

los haces de excitación y emisión de luz fueron de 4 nm en los dos casos. 

Los espectros de emisión de proteína se registraron en un intervalo de 

longitudes de onda comprendido entre 280 - 420 nm, y 300 - 420 nm, tras 

excitación a 275 nm y 295 nm, respectivamente. La temperatura de la 

muestra se mantuvo constante al valor seleccionado (25ºC) mediante un 

baño de agua circulante Polystat (Haber).  

 

En todos los casos la señal de fluorescencia de la muestra se 

dividió por la señal de emisión del canal de referencia, para compensar 

posibles variaciones debidas a fluctuaciones en la tensión eléctrica. 

Cuando el ensayo lo requirió se emplearon polarizadores de calcita Glan-

Thompson con una orientación 90º/0º (el correspondiente a excitación se 

colocó horizontalmente y el de emisión en posición vertical). De esta 

forma se consigue minimizar la contribución de la dispersión de luz debida 

a la turbidez de alguna de las preparaciones.  

 

Las unidades porcentuales en que se expresan son arbitrarias, 

tomando como 100% el valor máximo en el espectro de emisión para la 

excitación a 275 nm de la proteína no mutada. Todos los espectros fueron 

corregidos para el factor de respuesta instrumental del aparato y sustraida 

su línea base correspondiente. 

 
2.9.4. Desnaturalización térmica de proteínas 

 
La desnaturalización térmica de las proteínas se estudió mediante 

dicroísmo circular, en las regiones del enlace peptídico y de los residuos 

aromáticos para cada proteína en disolución, y mediante espectroscopía 



 

 

de fluorescencia, tanto para las proteínas en disolución como para cada 

una de ellas en presencia de lípidos.  

 
Dicroísmo circular: las curvas de desnaturalización térmica de las 

diferentes muestras se obtuvieron midiendo de forma continua la variación 

de la elipticidad a 210nm (en el UV-lejano), y a 292 nm (en el UV-

próximo). La temperatura de la cubeta fue controlada mediante un baño 

Neslab RTE-111 (Newington, NH). El intervalo de temperatura osciló entre 

25 y 85ºC, siendo la velocidad de barrido de 0.5ºC/min. 

 
Espectroscopía de fluorescencia: las medidas se llevaron a cabo 

registrando los espectros de emisión de fluorescencia, excitando a 275 ó 

295 nm, a diferentes temperaturas. Las cubetas fueron termostatizadas 

mediante un baño de agua circulante Polystat (Huber), en un intervalo 

comprendido entre 25 y 65ºC. Los espectros se registraron aumentando 

progresivamente la temperatura cada 0.5ºC, dejando un periodo de 10 

minutos para su estabilización antes de empezar a medir.  

 

La estabilidad de una proteína viene determinada por la 

variación de energía libre (∆G) asociada al equilibrio entre el estado 

nativo (N) y el desnaturalizado (D). Normalmente, la estabilidad 

conformacional se define como el valor de ∆G25 °C. Es por ello que la 

temperatura a la que se desnaturaliza una proteína no es el único 

parámetro que determina su estabilidad. No obstante, se puede obtener 

una valiosa información acerca de la estabilidad de una proteína a partir 

de sus curvas de desnaturalización térmica, obtenidas mediante 

medidas de CD o de emisión de fluorescencia, muy especialmente 

cuando se trata de formas mutadas de una misma molécula. En el caso 
de las formas mutantes W4F, W51F y W4/51F de la α-sarcina, el 



 

 

análisis se efectuó a partir de las gráficas de CD, obtenidas con un 

menor error experimental que las de emisión de fluorescencia. Todos 

los cálculos posteriores se basan en la aproximación de que la 

desnaturalización responde a un equilibrio entre dos estados nativo (N) 
y desnaturalizado (D)  N ↔ D. Para el caso de la α-sarcina, esta 

posibilidad ya ha sido verificada previamente mediante medidas de 

calorimetría diferencial de barrido (DSC) (Gasset y col., 1995b) y, 

previsiblemente, también se cumple para sus mutantes de Trp. Esto no 

ocurre con la proteína asociada a vesículas lipídicas (Gasset y col., 

1995b), por lo que los mencionados cálculos se han efectuado sólo 

para las proteínas en ausencia de lípidos. 

 

En una desnaturalización entre dos estados se cumple: 

 

   fN + fD = 1            (1) 

 

siendo fN y fD las fracciones molares de proteína presente en cada uno 

de los dos estados. Por ello, cualquier variable espectroscópica (y) se 

puede expresar en función de dichas fracciones: 

 

   y = fN yN + fD yD            (2) 

 

siendo yN e yD los valores de dicha variable correspondientes al estado 

nativo y desnaturalizado, respectivamente. Estos valores se pueden 

calcular a partir de la correspondiente gráfica de desnaturalización 

térmica, obtenida como medida de la variación de y con la temperatura 

(Tabla X). En el caso de la α-sarcina y de sus mutantes de Trp, y fue la 

elipticidad a 210 nm  
 



 

 

La constante del equilibrio de desnaturalización, K = fD/fN, según 

las ecuaciones (1) y (2), tiene el valor: 

    

   K = (y - yN)/(yD - y)   (3) 

 
De donde podemos estimar ∆G, habida cuenta que: 

    

   ∆G = -R T lnK = ∆H - T ∆S  (4) 

 

donde R es la constante de los gases (R = 1.987 cal/° K/mol) 

 

De este modo, el análisis de las curvas de desnaturalización 
térmica, y versus T, permite obtener la representación gráfica de ∆G 

versus T. Esta gráfica proporciona con mayor exactitud el valor de Tm, 

(temperatura media de la transición a la que fN = fD y, por tanto, K =1 y 
∆G = 0). Además, la pendiente de dicha gráfica a T = Tm es -∆Sm 

(cal/°K/mol). En efecto, de la ecuación (4) se deduce que a T = Tm se 

cumple: 
 

∆Gm = 0 = ∆Hm - Tm ∆Sm 

 
Los valores de Tm y ∆Sm permiten  calcular la variación de 

entalpía a dicha temperatura: 
    ∆Hm = Tm ∆Sm  (5) 

 
Asimismo, la ecuación de van´t Hoff, d(lnK)/d(1/T) = -∆H/R,  

permite calcular el valor de ∆Hm, gracias a la representación gráfica de 

lnK versus 1/T. (K calculada según la ecuación (3)). La pendiente de la 



 

 

curva  para 1/T = 1/Tm  resulta ser de –∆Hm/R. La coincidencia de los 

valores de ∆Hm según se determina por un método u otro es una 

prueba de que la hipótesis de la existencia de un equilibrio entre dos 

estados es correcta. 

 
Por otro lado, d(∆H)/dT = ∆Cp = Cp (N) - Cp (D), con lo que una 

representación de ∆H versus T, determinados en diferentes condiciones 

(por ejemplo, a partir de curvas de desnaturalización obtenidas a 
distintos valores de pH), proporciona el valor de ∆Cp como su 

pendiente. De este modo, la estabilidad conformacional de la proteína, 

(∆G25 °C) resulta ser: 

 

∆G25°C = ∆Hm (1 - T/Tm) - ∆Cp [(Tm - T) + T ln(T/Tm)] (6) 

 

Este cálculo viene afectado de mucho error si se ha hecho uso 

sólo de curvas de desnaturalización térmica y no de medidas 

calorimétricas. Sin embargo, el error es pequeño cuando se trata de 

análisis comparativos, cosa que ocurre al estudiar formas mutantes de 

una proteína, cual es el caso que se está tratando. Becktel y Schellman 

(1987) han mostrado que el valor de la variación en estabilidad 

producida por una mutación generada en una proteína se puede 

aproximar por: 
 

∆(∆G) ≈ ∆Hm ∆Tm/Tm  (7) 

 



 

 

siendo  ∆Hm y Tm los valores correspondientes a la forma silvestre y ∆Tm 

= Tm (mutante) - Tm (silvestre). 

 
 
2.9.5. Resonancia Magnética Nuclear de protones 

 
Las muestras para realizar los espectros de Resonancia 

Magnética Nuclear fueron preparadas mediante disolución, de la proteína 

liofilizada, en H2O/D2O (9/1 v/v) a una concentración aproximada de 0.5 

mM, y el pH fue ajustado a 3.7 (no corregido para los efectos del isótopo).  

 

El espectro de RMN fue obtenido en un espectofotómetro Bruker 

AMX600 a una Tª de 25ºC empleando un pulso de secuencias estándar 

con pre-saturación de la señal de agua. Los ensayos fueron realizados en 

el Instituto de Química-Física Rocasolano (CSIC) por el equipo de 

resonancia magnética  nuclear de Manuel Rico. 

 

 

2.10. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

 
2.10.1. Sobre ribosomas 

 
La actividad ribonucleolítica de la α-sarcina se determinó por la 

liberación del fragmento α, partiendo de un lisado de reticulocitos de 

conejo libre de células (Promega), como describen Lamy y Davies 

(1991). Para ello se trataron 50µl de este sustrato con la proteína a 

ensayar (40-100ng) en tampón Tris-HCl 40mM, KCl 40mM, EDTA 

10mM pH 7.5 durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reacción 

se paró por adición de 250 µl de Tris-HCl 50 mM pH 7.5,  SDS 0.5% 



 

 

(p/v), incubándose la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente se extrajo el RNA con fenol saturado en agua, y 

precipitándolo con alcohol isopropílico. El análisis de RNA se llevó a 

cabo por electroforesis en gel de agarosa al 2.4% (p/v) en Mops 0.2M, 

acetato sódico 50mM, EDTA 10mM pH 7.0 y formaldehído  al 16% (v/v), 

visualizándolo, mediante tinción con bromuro de etidio, tras la 

irradiación del gel con luz UV. La cuantificación de las bandas 

correspondientes, se realizó mediante la integración del volumen de 

cada una. Para ello se empleó un sistema de fotodocumentación UVI-

tech, con el software UVI-soft UVI-band Windows Aplication V97.04. 

 
2.10.2. Sobre poli(A) (zimograma) 

 

La detección in situ de la actividad de enzimas previamente 

separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida, se ha 

empleado desde hace varias décadas para  enzimas muy distintas. 

Este tipo de ensayos se conocen con el nombre de “zimogramas” pues 

un sólo ensayo puede servir para analizar, además de la cantidad de 

enzima presente, su homogeneidad o su posible contaminación por 

actividades similares, aunque estén presentes en muy pequeña 

cantidad. Además, se puede usar tanto para extractos biológicos crudos 

como para las enzimas purificadas. 

 

La actividad ribonucleolítica de la α-sarcina, y la de los 

mutantes, frente a este sustrato, se estudió mediante el desarrollo de 

una electroforesis en PAGE-SDS que contenía 0.3 mg/ml de poli(A). La 

longitud del homopolinucleótido le impide moverse en el gel bajo la 

acción del campo eléctrico.  



 

 

 

Las muestras no se redujeron previamente para que la 

desnaturalización inducida por el SDS fuera reversible. El umbral de 

detección se encuentra en 0.1µg de proteína, aplicándose, por ello, 

entre 0.5 y 1 µg de proteína. Finalizada la electroforesis se procedió a 

renaturalizar la proteína tratando el gel como se describe en Blank y 

col.. (1982): se lavó el gel dos veces con Tris-HCl 10mM, pH7.5 durante 

15 minutos, otras dos con isopropanol al 25% y, por último, de nuevo 

con el tampón inicial. Posteriorrmente, se incubó el gel durante 2 horas 

con Tris-HCl 0.1M pH 7.5 a 37ºC terminando con un lavado igual a los 

primeros. La detección se llevó a cabo tiñendo con azul de toluidina al 

0.2%, que se une a ácidos nucleicos. La degradación de poli(A) se 

observó tras sucesivos lavados con agua, pues la hidrólisis de éste 

impide que la zona del el conteniendo la enzima activa se tiña de color 

azul. En este caso, la cuantificación de las bandas del gel, 

convenientemente desteñido, se llevó a cabo como se describe en el 

apartado anterior, con la única diferencia de que en este caso se 

empleó luz blanca para su irradiación.  

 

 

2.11. INTERACCIÓN CON VESÍCULAS LIPíDICAS 

 
2.11.1. Formación de vesículas de fosfolípidos  

 
La preparación de vesículas conlleva la hidratación de una 

película lipídica, obtenida por evaporación a vacío de una disolución del 

correspondiente lípido en cloroformo/metanol (2:1 v/v). La hidratación 

se realiza durante 1h,  en el tampón seleccionado, a una temperatura 

superior a la Tm del fosfolípido. En el caso del  DMPG esta Tm es de 



 

 

23ºC. La suspensión de lípidos, constituida por vesículas 

multilamelares, se somete a cinco ciclos sucesivos de extrusión en un 

Extruder (Lipex Biomembranes, Inc) a través de dos filtros de 

policarbonato (Nuclepore, Costar) de 100 nm de diámetro de poro. La 

extrusión se realizó a 37ºC y se consiguió aplicando una presión de 

200b al aparato. Con esta metodología se obtiene una población de 

vesículas unilamelares con un diámetro promedio igual al diámetro del 

poro del filtro (Mayer y col., 1985, 1986; Hope y col., 1985). Para 

aquellas vesículas que fueron marcadas con antraceno, éste se 

incorporó a la película lipídica mediante previa mezcla de la disolución 

del lípido con la sonda disuelta, asimismo, en cloroformo:metanol 

(2:1v/v). La relación molar antraceno:lípido fue de 1/100, aunque en 

algunos casos también se empleó 1/200. A partir de aquí el protocolo 

fue idéntico al descrito anteriormente. En el caso del DPH también se 

actuó de igual manera, añadiéndose esta sonda fluorescente a una 

relación 1:100 con respecto a la cantidad de fosfolípido presente.  

 
2.11.2. Ensayos de unión proteína-vesícula 

 
Los estudios de unión de α-sarcina a vesículas lipídicas se 

llevaron a cabo mediante ultracentrifugación. Las muestras 

correspondientes a diferentes relaciones molares lípido-proteína (que 

oscilaron entre 1/10 y 1/130 DMPG/sarcina) se incubaron a 30ºC 

durante 1h en tampón Mops 50mM pH 7.0, NaCl 0.1 M, EDTA 1mM. La 

concentración de proteína se mantuvo constante en todos los tubos a 
18.75 µg/ml. Como control se utilizó proteína sin lípido. De acuerdo a 

los análisis electroforéticos, en las condiciones del ensayo, la 

sedimentación de proteína libre, en ausencia de vesículas, es nula; y no 

hay indicios de vesículas en el sobrenadante (esto último ya había sido 



 

 

puesto a punto en su día mediante el uso de fosfolípidos marcados 

radiactivamente). El complejo lípido-proteína se sometió a un campo 

centrífugo de 160000xg (90000 rpm) en una AIR-FUGA (Beckman 

Airfuge) empleando un rotor A-110, durante 60 minutos, a 4ºC. Tras la 

ultracentrifugación se determinó el contenido en proteína del 

sobrenadante, así como el de fósforo. Para cuantificar la unión de los 

diferentes muestras se valoró la cantidad de proteína libre que quedaba 

en suspensión, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y, 

posterior, cuantificación de las bandas empleando el sistema de 

fotodocumentación UVI-tech, con el software UVI-soft UVI-band 

Windows Aplication V97.04. 

 
2.11.3.Valoración de fósforo 

 

 Para calcular la concentración de fosfolípido en los ensayos que 

se describen a continuación se utilizó el metodo descrito por Barlett 

(1959), pero introduciendo algunas pequeñas variaciones. El reactivo 

de Fiske-Subbarow se preparó disolviendo 6.25 mg de ácido 1-amino-2-

naftol-4-sulfónico (ANSA) y 5g de bisulfito sódico en agua destilada 

hasta completar 25 ml de disolución. La reacción se basa en la 

reducción de molibdeno hexavalente del complejo fosfomolibdato 

amónico, con el reactivo de Fiske-Subbarow para formar un complejo 

de color azul. El protocolo consiste en añadir 0.3 ml de ácido sulfúrico 

10N a la muestra a valorar, dejándola 2 horas a 190-200ºC. 

Posteriormente, y tras dejarla enfriar, de adicionan 3 gotas de H202 al 

30%, agitando y volviendo a dejarla otras 2 horas. Por último, se diluye 

la muestra con 0.3 ml. de agua destilada y se añaden 0.2 ml. de 

disolución de molibdato amónico al 5% y 0.2 ml. del reactivo, agitando y 



 

 

calentando a 80-90ºC hasta la aparición de color azul. Se mide la 

absorbancia a 830nm y los valores resultantes se interpolan en una 

recta de calibrado obtenida a partir de disoluciones de KH2PO4 con 

cantidades comprendidas entre los 50 y 1000ng. 

 
2.11.4. Ensayos de agregación a vesículas 

 
Se llevaron a cabo midiendo la variación de absorción a 360 nm 

en función del tiempo de una suspensión de vesículas de DMPG recién 

preparadas (concentración final de 20µg/ml) tras añadir proteína a 

diferentes concentraciones (de 0-24 µg/ml), manteniendo el volumen de la 

mezcla de reacción en 1 ml. Las medidas se realizaron en un 

espectrofotómetro Beckman DU-640 equipado con portacubetas múltiple 

termostatizado. En todos los estudios se consideraron controles en 

ausencia de proteína a una temperatura de 30ºC. Los ensayos se 

realizaron en Mops 50mM (ó Tris 15mM) pH 7.0, NaCl 0.1 M, EDTA 1mM. 

 
2.11.5. Ensayos de mezcla de lípidos 

 
La mezcla de lípidos entre las vesículas se estudió observando la 

variación de la transferencia de energía de resonancia entre sondas 

fluorescentes de acuerdo a lo descrito previamente (Struck y col., 1981). 

Para ello se prepararon vesículas de  DMPG conteniendo incorporadas 

en la membrana las sondas fluorescentes NBD-PE al 1% (que actúa de 

donador) y Rh-PE al 0.6% (como aceptor). En estas condiciones la 

densidad superficial de sondas es tal que permite una elevada 

transferencia de energía por resonancia entre ellas. 

 



 

 

En un ensayo típico después de añadir la proteína (5-35 µg/ml 

final) a una suspensión de vesículas de DMPG (50µg/ml) formada por 

vesículas marcadas fluorescentemente y sin marcar en una proporción 

1:9, se observó el aumento de la emisión de fluorescencia a 530nm tras 

excitar la muestra a 450nm. Una vez se alcanzó un valor estable en la 

emisión, se registró un espectro en el intervalo 470-610nm. Estos 

espectros presentaron dos máximos centrados alrededor de 530nm 

(debido al NBD-PE) y de 585nm (debido a la Rh-PE). La disminución de la 

densidad superficial de sondas como consecuencia de la fusión con 

bicapas carentes de ellas se traduce en una disminución lineal de la 

eficacia de la transferencia de energía entre las sondas. La eficacia de 

transferencia se definió como:  

 

%RET= (1-F/F0) x 100   

 

donde F es la intensidad de fluorescencia a 530 nm de la mezcla, y Fo la 

de una suspensión de vesículas marcadas sólo con NBD-PE al 0.1% a la 

misma concentración total de lípido que la empleada en los anteriores 

ensayos. 

 

Todas las medidas se realizaron en un espectrofluorímetro SLM 

Aminco 8000, equipado con polarizadores Glan-Thompson. 

 
2.11.6. Medidas de polarización de fluorescencia 

 

 Las medidas de polarización de fluorescencia de la sonda 1,6 

difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) se llevaron a cabo en un 

espectrofluorímetro SLM Aminco 8000C, en cubetas de 0.2 cm de paso 



 

 

óptico de excitación y 1cm. de emisión. Para ello se emplearon 

polarizadores de calcita Glan-Thompson. Las vesículas fueron 

marcadas con DPH de acuerdo a Gavilanes y col. (1985). La relación 

DPH/lípido fue de 1/1000. El tampón empleado fue Mops 50mM pH7.0, 

NaCl 0.1M, EDTA 1mM, siendo la concentración total de lípido de 

80µg/ml. Las medidas de emisión de fluorescencia a 425 nm, tras 

excitar a 365nm, se realizaron previa estabilización de los complejos 

proteína:lípido a la temperatura seleccionada. 

  

 El espectrofluorímetro empleado está equipado con dos 

fotomultiplicadores que permiten registrar simultáneamente, para cada 

muestra y temperatura utilizadas la luz polarizada emitida tanto vertical 

como horizontalmente. Los resultados se expresan en forma de 

anisotropía de fluorescencia. Los complejos estudiados se formaron 

inicialmente incubando las vesículas y la correspondiente proteína 

durante 60 minutos a 30ºC.  

 
2.11.7. Ensayos de Transferencia de Energía entre Triptófano y 

Antraceno 

 
Aprovechando el solapamiento que existe entre el espectro de 

absorción del triptófano y el espectro de emisión del antraceno, se diseñó 

un ensayo de transferencia de energía sin radiación. En este caso el 

espectro de absorción del antraceno solapa con el espectro de emisión 

del triptófano confiriendo a este par la posibilidad de tranferirse energía.  

Para ello, se incorporó antraceno en la bicapa de vesículas de DMPG, y 

se  realizaron los espectros de emisión de fluorescencia a los 

correspondientes complejos de proteína-lípido. Dichos complejos se 

formaron  a una relación molar proteína:DMPG de 1:100, mediante 



 

 

adición de proteína (3µM concentración final)  a vesículas de DMPG (0.3 

mM concentración final de lípido) que contenían antraceno incorporado, a 

una relación molar 1:100 sonda:DMPG. La mezcla proteína:lípido: sonda 

se incubó a 30ºC durante 1 hora, antes de obtener el espectro de emisión 

correspondiente. El mismo ensayo se repitió a una temperatura de 55ºC. 

Los espectros se registraron en el intervalo, de longitudes de onda, 300-

440 nm, tras excitar la muestra a 295 nm. En todos los ensayos 

realizados fue registrada la línea base correspondiente a vesículas 

marcadas con antraceno. La eficiencia de energía de transferencia se 

definió, de nuevo, como:  

 

%RET= (1-F/F0) x 100  

 

en este caso, F es la intensidad de fluorescencia a 340 nm de los 

complejos proteína:lípido:antraceno y, F0 el valor medio para los mismos 

complejos, a esta longitud de onda, en ausencia de antraceno. 

 

Todas las medidas se realizaron en un espectrofluorímetro SLM 

Aminco 8000 empleando polarizadores de calcita Glan-Thompson 

(90º/0º), y equipado con un baño de agua circulante Polystat (Haber). Se 

emplearon cubetas de cuarzo de 0.2 cm de paso óptico de excitación y, 

1cm de paso óptico de emisión. 

 

 
 

 

 

 

 



 

 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL 
 
 3.1.1  Aislamiento y purificación  

Todas las proteínas analizadas en este estudio se purificaron a 

homogeneidad, si bien sus rendimientos fueron muy variados (Tabla 

IV). Los criterios empleados para evaluar su grado de pureza fueron su 

comportamiento electroforético en PAGE-SDS, así como su 

composición de aminoácidos (Tabla V). Esta última fue consistente en 

todos los casos con las mutaciones planteadas. No es fácil encontrar 

una explicación razonable para justificar el bajo rendimiento de los 

aislamientos correspondientes al doble mutante de triptófano (W4/51F), 

si bien, probablemente esto es debido a su menor estabilidad y al papel 

crucial de estos residuos en el plegamiento y/o estabilidad de la 

proteína, como se discutirá más  adelante. Este hecho dificultó la 

realización de algunos de los análisis que requerían grandes cantidades 

de proteína; en concreto, la mayoría de los experimentos de interacción 

con vesículas de fosfolípidos.  

 

 
 
Tabla IV Rendimientos obtenidos tras la 
purificación. Los resultados se expresan 
en miligramos de proteína por litro de 
cultivo, de igual forma para α−sarcina 
(WT) y sus mutantes de triptófano. 
 

  
Rendimiento  

      
     WT 

    
    4-8 mg 

     
    W4F 

    
    1-2 mg 

    
   W51F 

    
    1-2 mg 

   
  W4/51F 

   
  < 0.1 mg 



 

 

Tabla V  Composición de aminoácidos de las 4 proteínas.  
 n.d. : aminoácidos no detectables por el método empleado. 

aminoácido       WT      W4F      W51F    W4/51F 

   Asx      21.7      22.0      22.1      22.2 

    Thr      10.2      10.3      10.3      10.8 

    Ser       8.2       8.6       8.5       8.7 

    Glx       9.4       9.6      10.3       9.9 

    Pro      13.8       12.7      12.6      13.3 

    Gly      13.5      13.8      13.7       13.9 

    Ala       5.3       5.4       5.9       5.9 

    Cys       n.d.       n.d.       n.d.       n.d. 

    Met       0.2       0.2       0.1      0.07 

    Ile       3.5       3.6       3.9       3.3 

    Leu       9.4       9.7       9.8       9.6 

    Tyr       8.3       8.5       8.1       8.0 

    Phe       6.3     7.6     7.5     8.2 

    Trp       n.d.       n.d.       n.d.       n.d. 

    His       8.3       8.9       8.4       8.8 

    Lys      20.0      20.0      20.0      20.0 

    Arg       4.0       4.0       4.6       4.0 



 

 

 3.1.2.  Caracterización enzimática  

 La α-sarcina es una exquisita ribonucleasa, que presenta una 

alta actividad enzimática, pero muy específica, cuando se utilizan 

ribosomas como sustrato. Ya se ha comentado cómo a concentraciones 

nanomolares (15-40nM) produce el fragmento α (Wool, 1984; Endo y 

col., 1983; Lacadena y col., 1999), al romper un único enlace del rRNA. 

Sin embargo, también es capaz de degradar completamente RNA, de 

forma inespecífica, si se emplean mayores concentraciones. En 

concreto, si se ensayan del orden de 1-5 µg de proteína en un 

zimograma frente a poli(A) (veáse el apartado de Métodos) se detecta 

una banda incolora, tras el correspondiente proceso de tinción-

desteñido, producida por la fragmentación de este homopolinucleotido. 

Esta actividad inespecífica es, obviamente, mucho menor y, tal vez, no 

tenga significación biológica, pero permite asegurarse de que las 

proteínas empleadas mantienen las características esenciales de una 

ribonucleasa y es muy útil para detectar la presencia de otras 

actividades contaminantes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla VI Porcentajes de actividad 
enzimática: específica, frente a 
ribosomas, e inespecífica, frente a 
poli-(A). Datos relativos a la 
proteína silvestre (WT).

  
ribosomas 

 
   poli-A 

 
     WT 

 
     100 % 

 
   100 % 

 
    W4F 

 
     100 % 

 
   100 % 

 
   W51F 

 
      50 % 

 
     50 % 

 
 W4/51F 

 
      50 % 

 
     50 % 



 

 

 

Como se recoge en la Tabla VI, las tres variantes de α-sarcina 

eran enzimáticamente activas. Producían la inactivación de los 

ribosomas, originando el fragmento-α de 400 nt a partir del  RNA 

ribosomal 28S. Sin embargo, mientras esta actividad era idéntica para 

la α-sarcina y el mutante sencillo W4F, en  las variantes  que afectaban 

al Trp-51 estaba reducida al 50%. Resultados similares fueron los que 

se obtuvieron frente al mencionado poli(A). Es decir, en los tres 

mutantes estudiados se conservaba la actividad enzimática. Este 

resultado era previsible a la vista del mecanismo catalítico de la enzima 

y de la geometría y localización de los residuos que constituyen su 

centro activo. Hasta el momento, se han identificado inequívocamente 

cuatro de ellos (His50, Arg121, Glu96 e His137) cuya sustitución por 

Gln anula la capacidad de la α-sarcina para hidrolizar tanto los 

ribosomas, como poli(A) (Lacadena y col., 1995, 1999; Campos-Olivas 

y col., 1996b; Pérez-Cañadillas y col., 1998; Masip y col., 2001).  

 

 

                                                   

Figura 12 Se muestran los 4 
residuos catalíticos que forman 
el centro activo de α-sarcina, 
contigüo a uno de ellos se 
encuentra el Trp-51, se 
destaca también la cadena 
lateral del Trp-4 (lámina N-
terminal). 



 

 

En la figura 12, en la que semuestra la disposición de estos 

residuos catalíticos en la lámina β principal de la α-sarcina, se puede 

observar cómo el Trp4 se localiza en el extremo amino-terminal, alejado 

de dicho centro activo, lo que explicaría que su sustitución por Phe no 

afecte apenas a la actividad enzimática de la α-sarcina. Por el contrario, 

el Trp-51 sí se halla localizado en las proximidades del centro activo 

(Campos-Olivas y col., 1996a y b, Pérez-Cañadillas y col., 2000) (fig. 

12) y es contiguo a la His50, por lo que la disminución de la actividad 

específica de las variantes mutadas que implican a este residuo puede 

ser explicada considerando las perturbaciones locales producidas 

alrededor de dicho aminoácido catalítico. 

 

3.2. CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL Y ESPECTROSCÓPICA 

 
3.2.1.  Espectros de absorción ultravioleta 

Los espectros de absorbancia en la región del UV de las tres 

variantes de triptófano fueron coherentes con las sustituciones 

realizadas, como se puede apreciar en la figura 13. Los valores que 

experimentalmente se determinaron para E0.1% a 280 nm y aquellos 

predichos, coincidían con una diferencia de un 5%, excepto para la 

variante W4/51F, donde la diferencia era significativamente mayor 

(13%) (Tabla VII). Esto no resulta sorprendente si  se considera que la 

estimación de los coeficientes de extinción con el método empleado es 

menos exacta para proteínas carentes de residuos de triptófano (Pace y 

col., 1995). 



 

 

 
 

Figura 13   Espectros de absorbancia de α−sarcina (—), W4F (●), 
W51F (––––    ––––) y W4/51F ( )  a una concentración de 0.1mg/ml.  

 
 
 
 
 
 
Coeficientes de 
extinción  

 
 Wild-type 

 
 W4F 

 
  W51F 

 
 W4/51F 

      
   E0.1%  teórico 

 
    1.32 

 
  1.03 

 
   1.03 

 
   0.73 

       
  E0.1%  experimental 

 
    1.34 

 
  1.07 

 
   1.09 

 
   0.82 

 

Tabla VII Coeficientes de extinción, a 280nm, real y predichos de las cuatro 
proteínas estudiadas. 
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3.2.2.  Espectros de dicroismo circular 

Los espectros de dicroísmo circular de las tres variantes 

modificadas y de la proteína fúngica silvestre se muestran en la figura 

14. En principio cabe esperar que los residuos de fenilalanina no 

contribuyan de manera significativa a la señal de CD en la región del 

UV-próximo porque, entre otras cosas, este residuo no absorbe apenas 

a longitudes de onda superiores a los 275 nm. Por ello, el espectro de 

los distintos mutantes podía ser utilizado, además de para evaluar el 

grado de plegamiento de cada uno de ellos, para descomponer la 

contribución de los triptófanos sustituidos. Sorprendentemente, la 

sustitución del Trp-4 produjo cambios muy pequeños, tanto en el UV-

próximo como en el UV-lejano (fig 14), mientras que la sustitución del 

Trp-51 dio lugar a variaciones muy pronunciadas. La contribución de 

cada residuo de Trp fue estimada por sustracción del correspondiente 

espectro de la proteína con un triptófano mutado del espectro de la 

proteína fúngica natural (fig. 14). Es notable, asimismo, que la suma de 

estas contribuciones individuales de ambos triptófanos coincida con el 

espectro diferencia obtenido tras sustraer la señal del doble mutante 

W4/51F del correspondiente a la silvestre. Por tanto, dado que las 

contribuciones a la señal de dicroísmo de otros componentes, 

diferentes de los propios residuos de triptófano, son coincidentes para 

las tres variantes, se puede presumir que poseen la misma 

conformación.  



 

 

 
Figura 14  Espectros de dicroísmo circular en el  UV-próximo (A) y en el 
lejano (B) de los mutantes simples y doble de triptófano, así como de α-
sarcina nativa (WT, del inglés wild-type). Por sustracción de cada 
espectro simple al de α-sarcina se han obtenido las contribuciones de 
cada triptófano al espectro de la proteína nativa,  apareciendo indicadas 
también. 

 

Aparte de lo ya discutido, la conclusión más obvia de estos 

resultados sería que la contribución del Trp-51 al espectro de dicroísmo 

circular en el UV-próximo de la proteína nativa es mayor que la del Trp-

4. Esto sugiere que la movilidad del Trp-51 se halla muy restringida en 

un entorno marcadamente anisotrópico. Curiosamente, el Trp-51 se 

encuentra en la hebra β3 (que comprende los residuos 50-52) (Tabla III 

de la Introdución), localizada en la lámina β central de la proteína, y lo 

suficientemente próximo a algunos residuos de tirosina como para 

poder interaccionar con ellos (fig. 15). Esta lámina β, además, es la 

región de menor movilidad dinámica, como se infiere de los estudios de 
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relajación de RMN-15N (Campos-Olivas y col., 1996 a y b; Pérez- 

Cañadillas y col., 2000). El Trp-4, sin embargo, se halla en la hebra β1 

(posiciones 2-12) (Tabla III de la Introdución) relativamente lejos de 

cualquier residuo de tirosina  (Pérez-Cañadillas y col., 2000) (fig. 15).  

Figura 15 Se indican los dos triptófanos y las 8 
tirosinas que contiene α-sarcina.  Figura realizada en 
el programa MOLMOL (Koradi 1996). 

Todo ello concordaría con el hecho de que el Trp-51 se 

encuentra en un entorno mucho más rígido y asimétrico que el Trp-4 y, 

también, con la interpretación de los espectros de fluorescencia que se 

discuten más adelante. Se debe también destacar cómo la contribución 

de ambos triptófanos en la región del UV-próximo muestra bandas 

positivas a longitudes de onda mayores de 280nm, transiciones 

correspondientes a Lb, y contribuciones negativas entre 250-280 nm, 

que se deberían a transiciones La.   Estas últimas transiciones están 

caracterizadas por bandas más anchas, que normalmente no muestran 



 

 

ninguna estructura vibracional. Este comportamiento difiere del que se 

habría esperado a la vista de que, mediante cálculos teóricos, se ha 

predicho que los Trp muestran una preferencia por bandas positivas 

para las transiciones La (Woody, 1978). De esta manera, las dos 

bandas presentes alrededor de 285 y 295 nm podrían ser asignadas a 

los dos componentes vibracionales de la transición 1Lb del triptófano 

(Havel 1996; Lacowicz, 1999), los cuales pueden ser positivos o 

negativos, pero no tener un carácter mixto (Perzcel y col., 1992). 

Consideraciones similares a las anteriores pueden hacerse con 

los espectros obtenidos en la región del UV-lejano. Así, mientras la 

contribución esperada del Trp-4 es despreciable, la del Trp-51 muestra 

un valor extremo a 220 nm de -1,900 gradosxcm2xdmol-1. Este valor es 

bastante significativo para un espectro como el de la α-sarcina, que 

muestra una señal relativamente modesta debido, probablemente, a su 

bajo contenido en α-hélice. Obviamente, esta contribución debe afectar 

al cálculo sobre el contenido de estructura secundaria de la proteína. 

De hecho, la estimación de estructura secundaria (Perczel y col., 1991) 

a partir del espectro de la variante W4/51F, que carece de la 

contribución de los triptófanos, ofrece unos resultados (7% de α-hélice y 

un 37% de estructura-β) que concuerdan notablemente bien con los 

calculados a partir de la estructura tridimensional (6.7% y 31.3% de α-

hélice y estructura β, respectivamente) (Pérez- Cañadillas y col., 2000). 

Esto no es así en el caso de la proteína silvestre (Tabla VIII) y ahora se 

puede afirmar que es debido a la distorsión que introduce la 

contribución del Trp51. 



 

 

 3.2.3.  RMN de protones 

Con la intención de descartar cambios conformacionales de 

carácter no local inducidos por las mutaciones que afectan al Trp-51, y 

que podrían poner en tela de juicio algunas de las conclusiones 

anteriores, también se llevó a cabo un análisis estructural cualitativo de 

la variante W51F, mediante espectroscopía de resonancia magnética 

nuclear (RMN). Se eligió este mutante porque su espectro de dicroísmo 

en el lejano era sensiblemente distinto al de la forma silvestre, como se 

acaba de discutir. La resonancia magnética nuclear de protones es un 

método particularmente sensible para el análisis de la conformación de 

proteínas en solución acuosa (Wütrich, 1986). Es bien conocido que la 

complejidad del espectro de RMN de proteínas globulares surge 

principalmente por la dispersión de los desplazamientos químicos 

dependiente de la conformación de la cadena polipeptídica. Esta 

dispersión de los desplazamientos químicos es consecuencia de los 

diferentes entornos en los que un mismo grupo químico de una proteína 

puede localizarse, dependiendo de su grado de exposición al disolvente 

y de la presencia de otros grupos en su entorno. Es por ello que el 

espectro de 1H RMN de una proteína nativa muestra una significativa 

dispersión de las señales y un buen número de resonancias bien 

resueltas que son característicos de una conformación plegada.  

En la figura 16 se muestran los espectros de protón de la α-

sarcina nativa y del mutante W51F. La comparación de ambos permite 

asignar fácilmente varios protones en el espectro del mutante W51F. 

Como ejemplo algunos de ellos aparecen marcados en dicha figura 16. 

Además, una inspección global del espectro revela, en primer lugar, 

que la mutación W51F no produce cambios significativos en la  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16   Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (1H RMN) de la 
α−sarcina (arriba) y el mutante W51F (abajo) a concentraciones de 1.2mM y 
0.5 mM respectivamente. Se indican las  regiones correspondientes a los 
átomos de NH y Hα; asimismo algunos picos bien resueltos se han marcado 
como referencia: HNε Trp4, HN Phe71, HN Cys6, Hγ y Hγ´ Pro 98 y CH3γ Thr 
53. Los espectros fueron registrados a 35ºC y a  pH  3.5.  

 

dispersión de las señales de proteína. Como puede verse, la dispersión 

de los desplazamientos químicos en distintas regiones del espectro 

correspondientes a protones HN, alfa y de residuos alifáticos se 

conserva en el espectro del mutante. Los protones gamma de Pro-98, 

que tienen valores inusuales de desplazamientos químicos (-0.3 y -0.8 

ppm) debido a su proximidad espacial a los anillos aromáticos 

pertenecientes a Tyr-48 y Phe-97, tampoco se ven afectados. Por otra 



 

 

parte, teniendo en cuenta la estructura tridimensional de la α-sarcina 

(Pérez-Cañadillas y col., 2000), queda claro que el grupo metilo de Thr-

53 se encuentra muy cerca de la cadena lateral del Trp-51 (fig. 17). 

Efectivamente, las sustituciones de este triptófano por fenilalanina 

ocasionan una perturbación en el entorno local de este grupo metilo, 

produciendo un cambio en su desplazamiento químico (fig. 16).  

 

 

 

 
Figura 17            Detalle  
mostrando la proximidad  
del   grupo   metilo   de  
treonina-53 a la posición  
51 de α-sarcina silvestre. 
 
 

También es conocido que los desplazamientos químicos de 

protones son extremadamente sensibles a la cercanía de los anillos 

aromáticos, y que pequeñas variaciones en la orientación relativa de 

éstos pueden causar cambios dramáticos en los desplazamientos 

químicos de los protones cercanos. Así pues, el completo acuerdo en 

los desplazamientos químicos de Hγ Pro-98 en la proteína nativa y el 

mutante W51F, junto con los cambios esperados en la posición del 

grupo metilo de Thr-53, son buenos indicadores de la preservación de 



 

 

la estructura tridimensional de la proteína mutante. Por último, la 

similitud entre los desplazamientos químicos de los protones NH de las 

diferentes zonas de la estructura de la proteína (Cys-6 y Phe-71) 

también corroboran la coincidencia estructural entre el mutante y la 

proteína nativa. Considerando estos resultados, se puede asumir que la 

sustitución de Trp-51 por Phe solamente ocasiona cambios locales 

menores en el entorno del citado aminoácido. 

 3.2.4. Desnaturalización térmica 

La desnaturalización térmica de las variantes mutadas fue 

estudiada mediante dicroísmo circular en la región del enlace peptídico. 

Para ello, se midió la variación de la elipticidad a 210 nm al aumentar 

gradualmente la temperatura. Se eligió esta longitud de onda porque la 

proteína nativa y las tres formas mutadas exhibían el mismo valor de 

elipticidad a esta longitud de onda en condiciones nativas (fig. 14). 

Como puede verse en la figura 18, en todos los casos se observan 

transiciones térmicas únicas, lo que, unido al hecho de que todas ellas 

mostraban un espectro idéntico tras la desnaturalización (fig. 18), 

facilita notablemente su comparación. Estas curvas de 

desnaturalización térmica (Pace y col., 1998), permiten además 

considerar que en los cuatro casos el proceso transcurre según un 

mecanismo entre dos estados: nativo y desnaturalizado. Por ello, se 

puede aplicar el tratamiento matemático descrito en el apartado de 

Métodos para calcular los diferentes parámetros termodinámicos. Los 

valores de temperatura correspondientes al punto medio de la 

transición (Tm) aparecen en las Tablas IX y X. El valor correspondiente 



 

a la proteína fúngica natural coincide con el obtenido por calorimetría 

diferencial de barrido (DSC)  (Gasset y col., 1995b)  lo  que  refuerza  la 
 

 
Figura 18  Curvas de desnaturalización térmica de la proteína α−sarcina 
(WT) (●) y de sus 3 mutantes de Trp: W4F (○), W51F (■) y W4/51F (□). 
Los valores de elipticidad fueron registrados de forma continua a 210nm. 
La figura insertada muestra el espectro de dicroismo circular en el UV-
lejano de las proteínas desnaturalizadas térmicamente (a 65ºC); las 4 
proteínas mostraban idéntico espectro.  

confianza en la validez de estos resultados. Estos valores coinciden, 

asimismo con aquellos que se obtuvieron mediante medidas de 

espectroscopía de fluorescencia, como se discute más adelante. La 

principal conclusión que se puede extraer de este análisis es que todas 
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las mutaciones suponían un efecto desestabilizador, lo cual no era 

necesariamente previsible considerando que los residuos de triptófano 

de la α-sarcina habían sido reemplazados por fenilalanina, 

precisamente para minimizar dicho efecto desestabilizador de la 

conformación nativa debido a la sustitución. Así pues, cada cambio de 

Trp por Phe produjo una disminución de aproximadamente 4ºC en el 

valor de la Tm con respecto a la proteína nativa, y de 9ºC en el doble 

mutante.  

Tabla IX  Valores de temperatura media de desnaturalización (en ºC) 
determinados por (DC) dicroísmo circular y (F) fluorescencia en ausencia y 
presencia de vesículas de DMPG, a una relación molar prot/lípido de 1:100. La 
formación de agregados, que, a esa relación prot/lípido, provocan una elevada 
dispersión en la muestra, impide la medición en presencia de vesículas 
lipídicas por dicroismo circular. SD: +

- 1ºC y +
- 2ºC para CD y medidas de 

fluorescencia, respectivamente. Los valores obtenidos por DSC para la 
�sarcina silvestre, libre y unida a DMPG, fueron 52.6ºC y 49.1ºC, 
respectivamente (Gasset y col., 1995b). nd: no determinado. 

 

Los resultados del análisis termodinámico de las curvas de 
desnaturalización, según se describe en el apartado de Materiales y 
Métodos,  aparecen  en la Tabla X.   Estos   resultados  se  traducen en 

 

     
   WT 

     W4F   
   W51F 

   
   W4/51F 

 
     DC (libre) 

 
     52 

 
      48 

 
      49 

 
      43 

 
     F (libre) 

 
     51 

 
      46 

 
      48 

 
      nd. 

 
     F (unida) 

 
     47 

 
      35 

 
      42 

 
      nd. 



 

 

cambios de la entalpía que oscilan entre 140-145 kcal/mol para las 

proteínas estudiadas y, que también coinciden razonablemente con el 

valor obtenido para la α-sarcina silvestre (136 kcal/mol) mediante DSC 

(Gasset y col., 1995). En términos generales se puede concluir que las 

mutaciones producen un marcado descenso en la estabilidad de la 
proteína, como se puede apreciar en el descenso del valor de ∆G 

(Tabla X) y que se traduce en un aumento en el valor de K25°C de un 

orden de magnitud para los mutantes simples, pero de tres órdenes 

para el mutante doble. Por último, es muy importante destacar cómo 

también desde este punto de vista las mutaciones producen efectos 

que se pueden considerar independientes. Es decir, dentro de los 

límites de error de la experimentación empleada, la desestabilización 

provocada por la mutación doble en términos de ∆(∆G), no es muy 

diferente del valor obtenido tras la suma de los valores 

correspondientes a las dos mutaciones individuales. 

 
 

 
Tm (°C) 

 
Tm (°K) 

 
∆Sm 

(cal/°K/mol) 

 
∆Hm 

(kcal/mol) 

 
∆(∆G)a 

(kcal/mol) 

 
∆(∆G)b 

(kcal/mol) 
 
   WT 

 
52 

 
325 

 
439 

 
142 

 
 

 
 

 
  W4F 

 
48 

 
321 

 
436 

 
140 

 
- 1.7 

 
- 1.7 

 
 W51F 

 
49 

 
322 

 
448 

 
144 

 
- 1.3 

 
- 1.3 

 
W4/51F 

 
43 

 
316 

 
459 

 
145 

 
- 3.8 

 
- 4.0 

  
Tabla X Variables termodinámicas correspondientes a la desnaturalización de los 
mutantes de Trp de α-sarcina. 
a Calculados a partir del valor de ∆Hcal = 136 kcal/mol (determinado por DSC; 
Gasset y col., 1995). 
b Calculados según la ecuación (7).   



 

 

3.2.5. Emisión de fluorescencia 

Los espectros de emisión de fluorescencia de la α-sarcina 

silvestre y de los mutantes de Trp estudiados en este trabajo se 

muestran en la figura 19. Este resultado, a priori, debería ser 

especialmente significativo pues el triptófano suele ser el fluoróforo 

cuya emisión predomina en proteínas. Por ello, se emplearon dos 

longitudes de onda de excitación diferentes, 275 y 295 nm. Así, tras la 

correspondiente normalización, este planteamiento permite 

descomponer la contribución de Tyr y Trp al espectro (fig. 19). De 

acuerdo con estos espectros, concretamente, de la longitud de onda del 

máximo de emisión, se puede afirmar que el entorno en el que se 

localizan dichos residuos de triptófano es relativamente hidrofóbico, lo 

cual es cosistente con los valores de accesibilidad (Pérez-Cañadillas y 

col. 2000) al solvente calculados a partir de la estructura tridimensional 

de la proteína (8% y 11% para Trp-4 y Trp-51, respectivamente). 

El resto de los resultados obtenidos, si bien son explicables a la 

vista de la estructura tridimensional de la α-sarcina, y de los espectros 

de dicroísmo ya discutidos en las páginas precedentes, también 

resultaron relativamente sorprendentes. Lo primero que llama la 

atención es que la sustitución del Trp-51 por Phe apenas si tiene reflejo 

sobre el espectro de emisión, mientras que el cambio del Trp-4 por Phe 

prácticamente anula la fluorescencia. El doble mutante, como era de 

esperar, no mostraba emisión de fluorescencia cuando se empleaba 

una longitud de onda de excitación 295 nm. A esta longitud de onda, la 

emisión de fluorescencia de Phe puede considerarse nula así que todo 

ello, en su conjunto, era consistente con el hecho de que el Trp-4,  
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Figura 19   Espectros de emisión de fluorescencia de α−sarcina (WT) y sus tres 
variantes de Trp: W4F, W51F y W4/51F. Se emplearon dos longitudes de onda 
diferentes: 275nm (A, C y E) y 295nm (B, D y F). Los valores de intensidad de 
fluorescencia están expresados en unidades arbitrarias, siendo los mismos en los 6 
paneles mostrados. Espectros de emisión de fluorescencia en condiciones nativas, A 
y B; en presencia de Urea 6M, C y D; y con los dos puentes disulfuro reducidos 
carboxiamidometilados, E y F. Todos los espectros fueron realizados a una 
temperatura de 25ºC 



 

 

 precisamente por ser poco accesible al disolvente, no se halle 

sometido a un alto grado de desactivación no radiativa de carácter 

colisional.  

Asimismo tampoco parece sufrir desactivación estática, lo que 

indica que las interacciones que pueda establecer con otros residuos de 

la proteína no tienen una gran influencia sobre su rendimiento cuántico 

en condiciones nativas. Todo ello concordaría también con que posea 

un grado de libertad conformacional lo suficientemente grande como 

para que no se reflejase en el espectro de dicroísmo de UV-próximo. El 

Trp-51, por el contrario, se encontraría fuertemente apagado, y 

esencialmente inmóvil, debido a su interacción con otros residuos de la 

proteína por lo que su rendimiento cuántico es prácticamente nulo y su 

señal de dicroísmo muy intensa. Al observar la estructura tridimensional 

de la α-sarcina se puede apreciar que en el estado nativo, las cadenas 

laterales de Trp51 y His82 se encuentran cercanas y prácticamente 

apiladas (figuras 9 y 20) (Pérez-Cañadillas y col., 2000). Este 

apilamiento aromático se encuentra favorecido por la carga positiva del 

anillo imidazólico, hecho que queda reflejado en un elevado pKa de His-

82 (pKa=7.3) (Pérez-Cañadillas y col., 1998). Por todo ello, se propone 

la existencia de una interacción catión−π, que aparece con bastante 

frecuencia como un elemento estabilizador de la conformación de las 

proteínas (Ma y Dougherty, 1997). El orbital π de las cadenas laterales 

de los aminoácidos aromáticos da lugar a la existencia de dos zonas de 

elevada densidad electrónica por encima y por debajo del anillo 

aromático, que define regiones de densidad de carga negativa, 

mientras que el plano definido por los núcleos atómicos del anillo posee 

una densidad de carga positiva. Gracias a esta distribución electrónica, 

dichas estructuras aromáticas poseen un momento cuadrupolar 



 

 

susceptible de interaccionar electrostáticamente con otros cuadrupolos, 

cargas puntuales, dipolos permanentes o, en general, cualquier 

estructura que posea una distribución de carga no esférica. En las 

proteínas, este tipo de interacciones suelen implicar las cadenas 

laterales de aminoácidos aromáticos y grupos NH (Scrutton, y Raines, 

1996). La distancia entre el centro del anillo aromático y el grupo NH 

involucrado suele situarse entre 3.5 y 6.0 Å, y la disposición geométrica 

que adopta el grupo NH es aproximadamente perpendicular al plano del 

anillo, para evitar el contacto con la zona de densidad de carga positiva 

del mismo. Si el grupo NH no está cargado, como ocurre en Asn y Gln, 

la interacción es mucho más débil y contribuye mucho menos a la 

estabilidad general de la proteína. En la Barnasa, por ejemplo, la 

protonación de un residuo de His favorece la interacción con un Trp 

cercano e incrementa la estabilidad de la proteína alrededor de 1.0 

Kcal/mol (Lowenthal y col., 1992). Un caso similar sería el que aquí se 

discute. La cadena lateral del Trp-51 interaccionaría con el imidazol de 

la His-82 y su sustitución también supondría una importante 

desestabilización. 

En cuanto a la contribución de las tirosinas (cuyo máximo de 

emisión se encuentra situado alrededor de 300 nm cuando se excita a 

275nm), ésta es casi coincidente en la proteína silvestre y en la variante 

W4F, y mucho menor que la de los mutantes W51F y W4/51F, 

revelando la posible existencia de transferencia de energía desde 

alguna de ellas al Trp-51 (fig. 19). En la conformación nativa de la α-

sarcina se encuentran más residuos de tirosina próximos al Trp-51, que 

al Trp-4, (fig. 15). Particularmente, Tyr-93 y Tyr-56 son las cadenas 

laterales de tirosinas más cercanas al Trp-51, como se pone de 

manifiesto al constatar que los átomos (Cδ1) de W51F y Tyr-93 se 



 

 

encuentran separados por 3.6 Å (fig. 20) (Pérez-Cañadillas y col., 

2000). Por ello, estos dos residuos de tirosina serían los principales 

candidatos implicados en la transferencia de energía observada. 

 

 

 

 

 

 

La interpretación del espectro de emisión de fluorescencia de 

proteínas nativas puede resultar difícil debido a las numerosas 

interacciones locales en las que participan los fluoróforos y que pueden 

afectar a dicha emisión. Con objeto de conseguir un entorno lo más 

homogéneo posible para los fluoróforos de la α-sarcina y sus variantes, 

se llevó a cabo un estudio similar al expuesto anteriormente pero en 

presencia de urea 6.0 M. En estas condiciones la α-sarcina silvestre se 

encuentra desnaturalizada y cabría esperar que el entorno de todos los 

fluoróforos fuese muy parecido. 

La curva de desnaturalización por urea de la α-sarcina nativa 

puede ser explicada en términos de una transición entre dos estados 

con un punto medio a 4.5 M urea (fig.21), de forma que la proteína 

Figura 20  Orientación relativa de 
las cadenas laterales de tirosinas 
próximas al Trp-51, así como del 
anillo   imidazol   de  His-82.  Las 
distancias  interatómicas   entre 
éste y  el indol  del  triptófano  se 
mantienen alrededor de los 3.2Å 
en la estructura de α-sarcina.  



 

 

estaría completamente desnaturalizada en presencia de urea 6.0 M. Así 

pues, el espectro de emisión de la α-sarcina y sus variantes de Trp 

fueron también registrados en presencia de este agente 

desnaturalizante. Como era de esperar, la emisión de fluorescencia los 

residuos de tirosina fue idéntica para las cuatro formas proteicas (fig. 

19), lo cual es coherente con la ausencia de procesos de transferencia 

de energía en el estado desnaturalizado y de la eliminación de las 

interacciones en las que participan este tipo de residuos en el 

mantenimiento de la estructura tridimensional. Por otra parte, la emisión 

de fluorescencia del Trp-51 (fig. 19) se incrementó, lo cual confirmaba 

la existencia del apagamiento estructural que afecta a este residuo en 

la conformación nativa y que sería abolido por la desnaturalización de la 

proteína. 
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Figura 21 Desnaturalización de α−sarcina en función de 
la concentración de urea (M) seguida por fluorescencia, 
excitando a 275nm y registrando la emisión a 340nm. 

 



 

 

No es probable que una interacción tipo catión-π se mantenga 

en el estado desnaturalizado (Ma y Dougherty, 1997). Así que, en 

definitiva, todos los indicios volvían a apuntar como principal 

responsable del apagamiento de la emisión del triptófano-51 a la His-82 

en la conformación nativa. Sorprendentemente, la contribución a la 

emisión de fluorescencia del triptófano-4 (mutante W51F) disminuía en 

presencia de 6.0 M urea (fig. 19). Este residuo de triptófano se 

encuentra en las proximidades de uno de los dos puentes disulfuro de 

la α-sarcina, el establecido entre los residuos de cisteína 6 y 148 (fig. 9 

de la Introducción) (Campos-Olivas y col., 1996 a y b), con lo que 

quizás este Trp podría encontrarse afectado por dicho enlace. Para 

analizar esta posibilidad, la proteína silvestre, así como las variantes 

W4F y W51F, fueron reducidas y carboxiamidometiladas. Este 

tratamiento ya había sido realizado con anterioridad con la proteína 

nativa y proporcionaba un espectro de CD en el UV-lejano que era 

reflejo de una elevada contribución de estructura desordenada (Gasset 

y col., 1995). El espectro de emisión de fluorescencia de estas 

proteínas modificadas químicamente también se muestra en la figura 

8R. La contribución de triptófano, esta vez, era prácticamente idéntica 

para W4F y W51F como era de esperar, pues ambas proteínas 

contienen un único residuo de este tipo. Ello parecía confirmar la 

influencia del puente disulfuro al espectro de las proteínas en presencia 

de 6.0 M urea. La contribución de tirosina (fig. 19) resultaba ser igual 

que la observada en presencia de 6.0 M urea (fig. 19). Por lo tanto, el 

mencionado puente disulfuro parece apagar la  emisión de fluorescecia 

del Trp-4 en condiciones desnaturalizantes. Varios casos sobre el 

apagamiento de la emisión de triptófanos por puentes disulfuro han sido 

descritos con anterioridad a este trabajo. Como ejemplo se puede citar 

el incremento observado tras la reducción del disulfuro en el sitio activo 



 

 

del dominio de tiorredoxina de la proteína DsbA de E.coli  donde la 

emisión de fluorescencia del triptófano se triplica, incluso cuando los 

residuos de triptófano de la proteína no se encuentran en contacto con 

los puentes disulfuro (Henecke y col., 1997). Por otro lado, el triptófano 

resulta eficazmente apagado en la tiorredoxina oxidada ya que se ha 

observado un incremento de 3.5 veces de su fluorescencia en 

condiciones reductoras, lo que ha sido interpretado como la eliminación 

del apagamiento de la fluorescencia de triptófano por un puente 

disulfuro (Holmgren, 1972).  

 

 
 

 
Tm (°C) 

 
Tm 

(°K) 

 
∆Sm 

(cal/°K/mol) 

 
∆Hm 

(kcal/mol) 

 
∆(∆G)a 

(kcal/mol) 

 
∆(∆G)b 

(kcal/mol) 
 
   WT 

 
52 

 
325 

 
439 

 
142 

 
 

 
 

 
  W4F 

 
48 

 
321 

 
436 

 
140 

 
- 1.7 

 
- 1.7 

 
 W51F 

 
49 

 
322 

 
448 

 
144 

 
- 1.3 

 
- 1.3 

 
 W4/51F 

 
43 

 
316 

 
459 

 
145 

 
- 3.8 

 
- 4.0 

 
Tabla X Variables termodinámicas correspondientes a la desnaturalización de los 
mutantes de Trp de α-sarcina. 
a Calculados a partir del valor de ∆Hcal = 136 kcal/mol (determinado por DSC; Gasset 
et al., 1995). 
b Calculados según la ecuación (7).   

 



 

 

3.3. CARACTERIZACIÓN DE LA INTERACCIÓN CON 
MEMBRANAS 

La citotoxicidad de la α-sarcina reside en su actividad 

ribonucleolítica específica, la cual es ejercida sobre ribosomas una vez 

que la proteína ha llegado al citosol (Turnay y col., 1993). Este paso 

crítico de llegar al citosol está directamente relacionado con la habilidad 

de la α-sarcina para interaccionar con los fosfolípidos cargados 

negativamente, promoviendo la agregación de liposomas ácidos y la 

fusión de membranas (Gasset y col., 1989; Mancheño y col., 1994a y b 

y 1995a y b). Estos efectos se traducen en una translocación operativa 

de la toxina a través de la membrana de vesículas de asolectina en 

ausencia de agentes permeabilizantes (Oñaderra y col., 1993). Ambas 

características funcionales, la habilidad para perturbar la membrana y la 

actividad ribonucleolítica, pueden ser desacopladas pues ha sido 

probado que un mutante carente de actividad enzimática obtenido por 

sustitución de His-137 induce los mismos efectos sobre vesículas 

lipídicas que la proteína nativa (Lacadena y col., 1995), mientras que no 

es capaz de inducir la muerte celular por apoptosis que produce la α-

sarcina fúngica natural (Olmo y col., 2001).  

Por ello se llevó a cabo una caracterización de la capacidad de 

los mutantes individuales (W4F y W51F) para interaccionar con 

vesículas modelo.  



 

 

3.3.1. Unión a vesículas de DMPG 

En primer lugar, se estudió la capacidad de la α-sarcina y sus 

mutantes individuales de Trp para unirse a vesículas formadas por 

fosfolípidos ácidos. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de 

ultracentrifugación de mezclas de proteína:vesículas como se describe 

en el correspondiente apartado de Métodos. En todos los casos, los 

resultados fueron idénticos entre sí, y, a su vez, indistinguibles de 

aquellos obtenidos para la α-sarcina silvestre (fig. 22). Siendo la 

relación molar de saturación de 100:1 (lípido/proteína).  
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Figura 22 Curvas de unión proteína−vesícula lipídica que muestran el 
porcentaje de proteína unida (por cuantificación en gel de la proteína libre que 
queda después de ultracentrifugar), frente a la relación molar DMPG/proteína. 
(●) α−sarcina, (∆) W4F y (■) W51F. 



 

 

 
3.3.2. Agregación de vesículas 

Las variantes W4F y W51F también promovieron la agregación 

de vesículas compuestas por el fosfolípido ácido DMPG (fig. 23), un 

proceso que se halla gobernado principalmente por interacciones 

electrostáticas (Oñaderra y col., 1989; Gasset y col., 1990). Este efecto 

se analizó midiendo  la variación a lo largo del tiempo de la absorbancia 

aparente a 360 nm de una suspensión de vesículas, tras la adición de 

diferentes cantidades de proteína. El aumento en esta absorción 

aparente se debe a la agregación de las vesículas producida por la 

formación de los complejos lípido-proteína (Gasset y col., 1989 y 1990; 

Mancheño y col., 1994b). Al igual que en el apartado anterior, se obtuvo 

la misma curva de titulación, ∆A360 versus relación molar 

proteína/fosfolípido, para las dos variantes sencillas de triptófano y para 

la α-sarcina silvestre (fig 23).  

El análisis de las cinéticas de agregación, y no sólo el valor final 

de la absorbancia aparente, puede contribuir al esclarecimiento del 

mecanismo por el cual transcurre la interacción de la proteína con las 

membranas plasmáticas. Por ejemplo, mientras que la α-sarcina 

silvestre da lugar a cinéticas de agregación monofásicas, algunos 

mutantes individuales (García-Ortega y col., 2001) y de deleción 

(García-Ortega y col., 2002) de la horquilla β amino-terminal, producen 

curvas bifásicas, sin que se altere la estequiometría del complejo, ni la 

magnitud de la cantidad de luz dispersada una vez alcanzado el estado 

final. Ello se ha interpretado mediante a la asignación a dicha región de 

la proteína de un papel determinante a la hora de establecerse las 



 

 

 interacciones proteína-proteína que dan lugar a la agregación de las 

vesículas (Mancheño y col., 1994b y 1998a y b).  

 

 
Figura 23  Curvas de variación de absorbancia a 360nm frente a la relación 
molar de proteína/DMPG. (-∆-) W4F, (■) W51F y (▪●▪) WT.  

En el caso que nos ocupa, el mutante W51F y la proteína 

silvestre dieron lugar a cinéticas de la misma naturaleza, mientras que 

en el caso de la variante W4F se observaron  sólo ligeras variaciones. 

Estas, aunque pequeñas, podían interpretarse de acuerdo con el hecho 

de que, en definitiva el Trp-4 forma también parte de la horquilla β 

amino-terminal. 
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3.3.3. Mezcla de lípidos y comportamiento termotrópico  

La desestabilización de la membrana producida por la α-sarcina 

da lugar, entre otras cosas, a la mezcla de fosfolípidos de distintas 

bicapas (Gasset y col., 1990, Mancheño y col.,1994b). En este caso, 

este comportamiento fue analizado utilizando un ensayo de 

transferencia de energía de resonancia. Así, vesículas que contienen 

dos sondas fluorescentes, que constituyen un par donador/aceptor, se 

mezclaron con vesículas carentes de sondas, en una proporción 1:9, 

respectivamente. Si tiene lugar la mezcla de lípidos entre bicapas 

marcadas y no marcadas, se produce una disminución de la 

transferencia de energía de resonancia, debido a la dilución de los 

pares de sondas donador/aceptor en las membranas fusionadas (Struck 

y col., 1981). Una vez más, el comportamiento de los mutantes W4F y 

W51F fue prácticamente indistinguible del correspondiente a la proteína 

nativa (fig. 24). Por tanto estos resultados sugerían que las variantes 

W4F y W51F de la α-sarcina no sólo interaccionarían 

electrostáticamente con los fosfolípidos de igual forma que la proteína 

silvestre sino que además conservarían también el componente 

hidrofóbico que contribuye a incrementar su habilidad para perturbar las 

bicapas lipídicas, tal y como previamente había sido descrito para esta 

toxina en su versión original (Gasset y col., 1990). Dicho componente 

hidrofóbico se puede poner de manifiesto estudiando el comportamiento 

termotrópico de las vesículas, en presencia y ausencia de las distintas 

proteínas. Para ello, se midió la polarización de la fluorescencia de 

vesículas marcadas con la sonda DPH en función de la temperatura. De 

este modo, se vio que las variantes simples volvían a producir las 

mismas modificaciones que la proteína nativa (Gasset y col., 1995 a y 

b, 1991). Por ejemplo, las tres proteínas inducían aproximadamente la 



 

 

misma disminución en la amplitud de la transición de fase, produciendo 

un pequeño aumento de la temperatura de dicha transición. Este efecto 

fue interpretado en términos de un cambio en el grado de la movilidad 

de las cadenas de acilo de los lípidos, lo cual efectivamente sugiere la 

penetración de la proteína en la zona hidrofóbica de la bicapa (Gasset y 

col.,1989; Oñaderra y col., 1993). La dependencia de este efecto con la 

concentración de proteína resultaba asimismo, prácticamente idéntica 

en los tres casos (fig. 24). A la vista del conjunto de todos estos 

resultados se concluyó que ambas variantes sencillas de triptófano de 

la α-sarcina retenían las características moleculares propias de esta 

proteína para interaccionar con bicapas de fosfolípidos, promoviendo 

los mismos efectos sobre las vesículas de DMPG, que la α-sarcina 

silvestre.  

 
Figura 24 Porcentaje de transferencia de energía de resonancia, por 
fluorescencia, entre las sondas NBD-PE y Rh-PE en vesículas de DMPG a 
medida que se eleva la concentración de moléculas de proteína en las 
vesículas, para (●) α-sarcina (WT), (∆) W4F y (■) W51F. 
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3.3.4. Emisión de fluorescencia de proteínas en presencia de 

vesículas de DMPG 

Es de sobra conocido que la emisión de fluorescencia de los 

residuos de triptófano es altamente sensible a la polaridad del entorno, 

lo que convierte a este residuo en una herramienta muy útil para 

registrar la interacción de proteínas con la región hidrofóbica de las 

membranas (Mcknight y col., 1991; Doring y col., 1995; Ladokhin y 

Holloway, 1995; Martin y col., 1996; Chen y Barkley, 1998; Yau y col., 

1998; Ladokhin, 1999; Clayton y Sawyer, 1999; Killian y von Heijne, 

2000). En este sentido, ya había sido demostrado que la emisión de 

fluorescencia de la α-sarcina se veía modificada por la interacción con 

vesículas lipídicas (Gasset y col., 1991b) pero no se conocía la 

contribución individual de cada triptófano. Para llevar a cabo esta 

descomposición se registraron también los cambios en la emisión de 

fluorescencia de las variantes W4F y W51F, tras su interacción con 

vesículas de DMPG. En la figura 16R se puede ver un resumen de los 

resultados obtenidos.  

La emisión del Trp-51 (variante W4F) se incrementó más de 7 

veces debido a su interacción con las membranas cuando se utilizaron 

relaciones molares DMPG/proteína saturantes (100:1), mientras que la 

del Trp-4 (variante W51F) resultaba sólo ligeramente modificada en 

idénticas condiciones (fig. 25). Se debe recordar que la cantidad de 

proteína unida a vesículas era la misma en ambos casos (fig. 22) por lo 

que los cambios mencionados no se debían a que la capacidad de 

interacción de ambas proteínas fuese diferente. El incremento de la 

fluorescencia del Trp-51 era muy similar al observado tras la 

desnaturalización de la proteína, tanto en presencia de urea 6.0 M, 



 

 

como tras el proceso de reducción y carboxiamidometilación (fig. 19), y 

recuérdese que dicho aumento fue interpretado como debido a la 

pérdida del apilamiento entre los anillos aromáticos del Trp-51 y la His-

82 en condiciones desnaturalizantes. Así pues, el incremento de la 

fluorescencia en presencia de vesículas de fosfolípidos podría ser 

también interpretado en el mismo sentido; es decir, como un cambio 

conformacional que afectaría a la interacción entre estos dos residuos, 

de manera que la His-82 dejaría de afectar a la fluorescencia del Trp-

51. 
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Figura 25 Medidas de variación de la anisotropía, de la sonda 
DPH, con la temperatura (ºC) de las distintas proteínas. (●) α-
sarcina, (∆) W4F, (■) W51F y (○) control de vesículas de DMPG. 



 

 

Cuando se realizó este mismo experimento con la proteína 

silvestre se observó un incremento en la fluorescencia emitida de 1.6 

veces en presencia de una concentración de vesículas saturante (fig. 

26). El valor absoluto de este incremento coincidía con la suma de los 

correspondientes al W4F y W51F, lo que sugería que los cambios 

conformacionales correspondientes a cada variante mutada también 

tenían lugar en la proteína nativa. 

Se ha descrito que la interacción de la α-sarcina con las 

vesículas se traduce, entre otras cosas en la desestabilización térmica 

de la proteína (Gasset y col., 1995b). Por este motivo se pensó en 

llevar a cabo este mismo estudio con las variantes de Trp 

caracterizadas en este trabajo. Ya se ha demostrado en las páginas 

anteriores cómo la desnaturalización de estas proteínas puede 

analizarse mediante el registro de su elipticidad en el UV-lejano en 

función de un aumento de la temperatura. Este análisis, sin embargo, 

no se pudo realizar en presencia de lípidos. La agregación de las 

vesículas, promovida por las proteínas, dio lugar a muestras muy 

turbias cuyo espectro de dicroísmo circular no se podía registrar con 

suficiente exactitud. 

Por otra parte, la emisión de fluorescencia es una técnica mucho 

más sensible, que permite trabajar con disoluciones de proteína muy 

diluidas y, por ello, con unos niveles de turbidez mucho menores. De 

acuerdo con esta idea, también las medidas de emisión de 

fluorescencia fueron utilizadas para analizar el efecto de las vesículas 

de DMPG sobre el proceso de desnaturalización térmica de los 

mutantes de α-sarcina. Es importante señalar que la temperatura de 

fusión (Tm) de estas vesículas lipídicas es de 23ºC (fig. 25) y, por tanto, 



 

 

se encuentran en estado fluido a la temperatura a la que se realizaron 

los ensayos por encima de 30ºC. Es decir, los resultados obtenidos no 

se encuentran afectados por el componente térmico de la transición de 

fase del lípido.  
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Figura 26 Espectros de emisión de fluorescencia de α−sarcina (WT), W4F y 

W51F excitando a una longitud de onda de 295nm. (A) en ausencia y (B) en 

presencia de vesículas lipídicas a una relación molar de 100:1 DMPG/PROT.  

d: realizados a 65ºC donde todas las proteínas están desnaturalizadas. La 

intensidad de fluorescencia está expresada en las mismas unidades que la 

figura 19. 

   



 

 

En primer lugar, se analizó el comportamiento de la α-sarcina 

fúngica natural. En la parte A de la figura 26 se muestra cómo la 

desnaturalización de la proteína dio lugar a un desplazamiento hacia el 

rojo de la banda de emisión del Trp, provocado, muy probablemente, por 

la exposición de estos residuos a un medio más polar, como es el del 

disolvente. La representación de la relación de intensidades de 

fluorescencia F340/F370 en función de la temperatura es equivalente a 

representar una curva de desnaturalización. En el caso de la proteína 

silvestre, la disminución de este valor observada (fig. 27), debida al 

desplazamiento hacia mayores longitudes de onda del máximo de 

emisión, se tradujo en una curva de la que se deducía un valor de Tm 

prácticamente idéntico al obtenido mediante dicroísmo (Tabla X) o 

calorimetría diferencial de barrido (Gasset y col., 1995b). La 

coincidencia de ambos resultados confirman la validez del método 

empleado. 

Un resultado equivalente se obtuvo cuando se realizó este 

mismo experimento con la variante W51F (fig. 27 y Tablas IX y X). Algo 

más compleja fue la situación del mutante W4F de la α-sarcina. Esta 

variedad contiene un único triptófano, el 51, que, como se ha discutido 

anteriormente, se encuentra apagado por su interacción con la cadena 

lateral de la His-82. Por ello, en este caso la desnaturalización no se 

traducía tanto en un desplazamiento del espectro, que también tenía 

lugar (fig. 27), como en un aumento generalizado del rendimiento 

cuántico, debido a la desaparición de la interacción entre los dos 

residuos mencionados al desnaturalizarse la proteína. De la inspección 

de la parte A de la figura 27, se deduce que a la hora de estudiar la 

desnaturalización térmica de la variante W4F era mucho más exacto 
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Figura 27 Variación térmica de la relación de intensidades de emisión de 
fluorescencia F340/F370, excitando a 295 nm, (○) α-sarcina wild-type, (□) W51F y 
(∆)W4F.  (▲) Intensidad de emisión fluorescencia a 340nm de la variante W4F. 
Valores obtenidos (A) en ausencia, y (B) en presencia de vesículas lipídicas a 
una relación molar 100:1 DMPG:proteína. La intensidad de fluorescencia está 
expresada en las mismas unidades que en la figura 5. 

 



 

 

registrar este aumento en la fluorescencia a cualquier longitud de onda 

cercana al máximo de emisión, que representar la relación de 

intensidades a 340 y 370 nm. Esta representación permitió también 

calcular una Tm equivalente a la deducida mediante el registro de la 

elipticidad a 210 nm (fig. 27 y Tabla IX). 

El espectro de emisión de fluorescencia de las proteínas 

desnaturalizadas era prácticamente idéntico al observado en presencia 

de 6.0 M urea (fig. 19) incluyendo el apagamiento del Trp-4, observado 

en la variante W51F desnaturalizado, y que ha sido asignado a la 

proximidad del puente disulfuro establecido entre las Cys 6 y 148.  

Cuando el mismo tipo de experimentos se realizó en presencia 

de vesículas de fosfolípidos, se observó que éstas promovían una 

disminución en los valores de Tm de todas las proteínas estudiadas (fig. 

27 y Tabla IX). El análisis mediante calorimetría diferencial de barrido 

de la desnaturalización de la proteína nativa ya había revelado que esta 

disminución del valor de Tm está acompañada por una disminución de 

la entalpía calorimétrica, lo cual evidencia una desestabilización de la 

ribotoxina tras su interacción con membranas (Gasset y col., 1995b). 

Aunque, normalmente, las gráficas de desnaturalización pueden ser 

utilizadas para calcular la constante aparente del equilibrio del proceso 

de desnaturalización, mediante el cálculo de la fracción de proteína 

nativa a cada temperatura, (véase el apartado de Métodos), en este 

caso, dicho planteamiento no es correcto porque el proceso de 

desnaturalización de la α-sarcina unida a vesículas lipídicas no se 

ajusta a una transición entre dos estados. 



 

 

En este sentido, sin embargo, los resultados mostrados en la 

Tabla IX, a pesar de que sólo están referidos a valores de Tm, pueden 

ser también interpretados en términos similares. La disminución del 

valor de la Tm para el mutante W4F es alrededor del doble de la del 

W51F y α-sarcina nativa, sugiriendo que la desestabilización provocada 

por las vesículas es mucho más acusada cuando se trata del mutante 

en que el Trp sustituido ha sido el 4. 

Por último, resulta también de utilidad el estudio de los 

espectros de emisión de fluorescencia en los complejos proteína-

DMPG. En todos ellos se observa un desplazamiento del máximo hacia 

el azul, con respecto a su posición en el caso de la proteína 

correspondiente en ausencia de fosfolípidos. Ello se debe interpretar 

como un cambio en el entorno de estos fluoróforos, que pasa a ser 

todavía más hidrofóbico. Es más, tras la transición térmica 

desnaturalizante, existían sólo pequeñas variaciones en la posición del 

máximo de emisión, como se observa al comparar los espectros a 30ºC 

con aquellos a 65ºC (fig. 26), lo que indicaría que las proteínas se 

mantienen acomplejadas con el lípido, en el mismo entorno, incluso 

después de la desnaturalización. 

 3.3.5. Apagamiento de la fluorescencia de triptófano por 

antraceno 

Mientras que las propiedades de fluorescencia de un fluoróforo 

son reflejo de su entorno, la transferencia de energía a un aceptor 

fluorescente está relacionada con su distancia relativa y orientación. El 

antraceno es un compuesto hidrofóbico que puede ser incorporado en 

la región de las cadenas de acilo de la bicapa. Su espectro de 



 

absorción solapa con el espectro de emisión del grupo indol del 

triptófano permitiendo, de esta forma, la existencia de transferencia de 

energía entre ambos (Uemura y col., 1983). Dichos análisis ya fueron 

realizados con α-sarcina salvaje, y en ellos se mostraba cómo la 

emisión de Trp decrecía en presencia de antraceno incorporado en 

vesículas, mientras que la emisión de éste compuesto se incrementaba 

(Mancheño y col., 1994). En el trabajo aquí presentado se han realizado 

experimentos similares con las variantes sencillas de triptófano (fig. 28). 
 

Figura 28   Espectros de emisión de fluorescencia, excitando a 295nm, de 
α−sarcina (WT) y W4F en presencia de vesículas lipídicas a una relación molar 
100:1 DMPG/proteína. (a) en ausencia y (b) en presencia de antraceno 
(relación molar DMPG/antraceno 100:1). Espectros registrados a 30ºC. 
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Se eligió una temperatura de 30ºC, porque era lo 

suficientemente elevada para que las vesículas de DMPG se 

encontrasen en estado fluido, pero también lo suficientemente baja 

como para garantizar que los resultados obtenidos no eran el reflejo de 

la desnaturalización térmica de las proteínas empleadas. En estas 

condiciones solamente la variante W4F se comportaba como α-sarcina 

nativa, de forma que la emisión del Trp-51 era apagada por el 

antraceno (un 20% para la proteína nativa y un 30% para el mutante 

W4F). Por el contrario, la emisión del Trp-4 en la variante W51F no se 

afectó por la presencia de las vesículas con antraceno. Así pues, sólo el 

Trp-51 exhibiría una adecuada orientación y distancia relativa con 

respecto al antraceno incorporado en la bicapa. (Este resultado, junto 

con el hecho de que el Trp-51 fuese el principal responsable de la señal 

de CD de la proteína en la región del UV-próximo, sugiere que exhibe 

una movilidad restringida en el interior de la bicapa que hace posible la 

efectiva transferencia de energía al aceptor). La transferencia de 

energía es dependiente de la concentración del compuesto aceptor 

(antraceno, en este caso), pero es independiente de la concentración 

del donador (triptófano) (Uemura y col., 1983). Si en vez de a igualdad 

de concentración de proteína, estos experimentos se realizaban a la 

misma concentración de Trp para cada una de las formas estudiadas se 

obtenían los mismos resultados. Es preciso destacar que no fue posible 

disminuir la concentración de proteína hasta los niveles adecuados que 

permitiesen estudiar las variaciones en la transferencia de energía 

producida por la distinta concentración del donador debido a razones 

instrumentales, dado que ya se manejaba una concentración muy baja 

de proteína para minimizar las interferencias causadas por las vesículas 

sobre las medidas espectroscópicas.  



 

 

Cuando la temperatura se incrementó por encima de los 55ºC, 

condiciones en las que todas las proteínas estudiadas se hallaban 

desnaturalizadas (figuras 26 y 27), ninguna de las variantes resultaba 

apagada por antraceno. Así, aunque los espectros de las 

proteínas desnaturalizadas en presencia de lípidos permiten suponer 

que en estas condiciones las proteínas se mantienen unidas a las 

vesículas, el Trp-51 no se hallaría adecuadamente orientado para 

permitir la transferencia de energía observada a 30ºC. 

Estas diferencias de comportamiento que se observan entre los 

triptófanos 4 y 51 deben estar relacionadas con la proximidad de este 

último al bucle 2 de la proteína (Campos-Olivas y col.,1996a y b, Pérez-

Cañadillas y col., 2000), el cual sería un candidato razonable para ser el 

responsable de la interacción característica de las ribotoxinas con 

membranas cargadas negativamente. De hecho, este bucle, 

comprendido entre los residuos 53-93, posee una carga neta positiva y 

una superficie accesible de más del 50% para las cadenas laterales de 

sus residuos de lisina y arginina (fig. 29) y se encuentra unido al núcleo 

de la proteína por el puente disulfuro establecido entre Cys-76 y Cys-

132. Este enlace y la extensa longitud de dicho bucle son una exclusiva 

característica de las ribotoxinas de Aspergillus cuando se comparan 

con otras ribonucleasas microbianas no-citotóxicas, que no son 

capaces de interaccionar con membranas. 



 

 

4. CONCLUSIONES  

La sustitución por fenilalanina de los dos residuos de Trp de la 

α-sarcina no modifica apenas las propiedades funcionales de la 

proteína en términos de actividad enzimática tanto específica como no 

específica. Además la habilidad de la proteína para interaccionar con 

membranas tampoco se altera a la vista de las medidas de agregación 

y fusión de membranas, y el efecto de la proteína sobre el 

comportamiento termotrópico de vesículas de DMPG. 

El Trp-51 es el responsable de prácticamente toda la actividad 

óptica de la  α-sarcina en la región del UV-próximo y también contribuye 

significativamente en el UV-lejano. Esto representa alrededor del 25% 

del total de elipticidad de la proteína a 220nm lo que impide una precisa 

estimación del contenido en estructura secundaria del polipéptido a 

través de las medidas de CD. Este efecto es muy acusado debido al 

bajo contenido de α-hélice de la proteína. La fluorescencia del 

aminoácido Trp-51 se encuentra completamente apagada en la 

conformación nativa, probablemente debido a una interacción de tipo 

catión-π con el anillo imidazólico del residuo de histidina-82. Estas 

deducciones son consistentes con el hecho de que este residuo se 

encuentre en la zona central de la principal lámina-β de la proteína, la 

cual exhibe la más baja movilidad de la molécula. Por el contrario, Trp-

4, el único indol fluorescente de la α-sarcina, no contribuye 

significativamente al espectro de CD de la proteína. Estas diferentes 

propiedades de emisión permiten el estudio independiente del entorno 

local de cada residuo de triptófano. 



 

 

Los cambios espectrales observados para cada variante mutada 

Trp→Phe son aditivos indicando que las mutaciones sólo representan 

modificaciones locales. La variante W4F exhibe un espectro de 

dicroísmo circular idéntico en la región del enlace peptídico al de α-

sarcina silvestre pero se desnaturaliza a una temperatura más baja.  

La sustitución de cada triptófano por fenilalanina disminuye 4ºC 

la temperatura media de desnaturalización térmica de α-sarcina (9ºC 

para la variante del doble mutante), revelando un papel crucial de los 

Trp en la estabilidad de la proteína. 

Los dos residuos de Trp ofrecen una baja accesibilidad al 

solvente (8% y 11% para Trp-4 y Trp-51 respectivamente, datos de la 

estructura tridimensional), como también se deduce de la longitud de 

onda del máximo de emisión, indicativo de la relativa hidrofobicidad de 

sus entornos locales. Sólo el Trp-51 se encuentra implicado en la 

transferencia de energía a antraceno incorporado en el interior de la 

bicapa, y la interacción entre este residuo y la His-82 se modifica 

cuando se halla interaccionando con vesículas. Estos resultados 

indican que la región alrededor del Trp-51 está localizada en el núcleo 

de la bicapa después de interaccionar con las vesículas. Puesto que el 

Trp-4 y el Trp-51 se encuentran alejados en la estructura tridimensional 

(21Å), esto debe indicar que existe una interacción preferente de la 

región alrededor del Trp-51 de la α-sarcina. 
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