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RESUMEN

Las actinoporinas (APs) son proteinas citoliticas producidas por anémonas
marinas y que pertenecen a la superfamilia de proteinas formadoras de po-
ros (PFP). El mecanismo de formacion de poros de las APs transcurre por di-
ferentes etapas que incluyen: la unién de la proteina a la membrana, la oli-
gomerizacion y el despliegue e insercion de la region aminoterminal en la bi-
capa, lo cual conduce a la formacién del poro. Hasta el momento se han pro-
puesto tres modelos de estructura del poro formado por las APs: el modelo
del poro toroidal, el modelo del poro cénico y el modelo del poro hibrido.
Los modelos difieren en cuanto a la estequiometria del poro y la relevancia
de los lipidos en la arquitectura del canal. Existe debate acerca de las etapas
requeridas para el ensamblaje del poro en la membrana por estas toxinas.
Algunos estudios sugieren la existencia de estructuras preporo, mientras
que otros la cuestionan. Sin embargo, existen multiples evidencias acerca de
la relevancia estructural y funcional de estructuras diméricas en la evolucion
de estas toxinas de su forma soluble monomérica hacia el canal transmem-
brana. En este trabajo se analizan los principales aspectos en debate acerca
de la arquitectura del poro formado por las actinoporinas, asi como la rele-
vancia de posibles estructuras intermedias en el mecanismo de formacion
de poros de estas proteinas.

Palabras clave: actinoporinas, toxinas formadoras de poros, poro toroidal,
poro hibrido, oligomerizacién en membranas.

ABSTRACT

Actinoporins (APs) are ~20kDa pore forming toxins (PFT) produced by sea
anemones with a 8-sandwich structure flanked by two a-helices and high
affinity for sphingomyelin. The molecular mechanism of APs pore formation
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is composed of several well-defined steps: binding to the membrane, insertion of the N-terminal region, oligomeri-
zation and pore formation. Two hypothetical pathways have been postulated for describing the pore forming me-
chanism of these toxins: toroidal pore and hybrid pore. The toroidal pore proposes the direct participation of the
lipids and the N-terminal region in the pore structure. In relation with this, it has proposed different stoichiome-
tries by the pore formed by this toxins and the absent of pre-pore structures. The hybrid pore claims for an octa-
meric structure stabilized by protein-protein and protein-lipid interactions. A difference between both models is
the formation of a pre-pore state suggested for the hybrid pore. Besides, the difference between both models,
they have consensus points. Here, we discuss the principal characteristics and differences between both pathways,
and proposes a consensus mechanism taking into account the model of assembly based on the addition of dimeric
units for actinoporins family.

Keywords: membrane alanyl aminopeptidase, APN structure, catalytic mechanism, APN natural inhibitors, APN functions

INTRODUCCION

Actinoporins (APs) are ~20kDa pore forming toxins
(PFT) produced by sea anemones. The molecular
mechanism of APs pore formation is composed of
several well-defined steps: binding to the membrane,
insertion of the N-terminal region, oligomerization
and pore formation. Three hypothetical models have
been postulated for describing the architecture of the
pore formed by these toxins: the toroidal pore, the
conical pore and the hybrid pore. These models differ
in the stoichiometry of the pore and in the implica-
tion of lipids in the channel walls. The different steps
leading the pore assembly by APs on the membrane
is still under debate. Some studies suggest the rele-
vance of prepore structures while others assume that
there is no need of such stable intermediates for the
final pore assembly. However, many evidences sup-
port the structural and functional importance of di-
meric structures in the transition of the monomer
structure from solution to the pore state. Here, we
discuss the principal aspects under debate about the
architecture of the pore formed by APs and also the
importance of possible intermediate structures in the
pore-forming mechanism of these proteins.

DESARROLLO
I.Caracteristicas generales de la actinoporinas

Las actinoporinas (APs) son proteinas formadoras de
poros (PFP) que se encuentran en las secreciones de
las anémonas de mar (Kem 1988, Turk 1991, An-
derluh y Macek 2002). Este término es utilizado para
designar a las citolisinas de 20 kDa. Las APs se carac-
terizan por ser proteinas globulares, monoméricas,
solubles en agua, resistentes a la protedlisis, general-
mente presentan puntos isoeléctricos superiores a

9,0 y en su mayoria no contienen residuos de Cys en
su estructura primaria (Hinds, et al. 2002, Valle, et
al. 2015). Estas proteinas se insertan espontanea-
mente en las membranas lipidicas para formar poros
oligoméricos y su actividad formadora de poros es in-
hibida por preincubacién con la esfingomielina (SM)
(Anderluh y Macek 2002, Alvarez, et al. 2009, Kris-
tan, et al. 2009, Valle, et al. 2015). Las APs se clasifi-
can PFP-q, atendiendo al motivo estructural de hélice
a que insertan en la membrana para la formacién del
poro (Gouaux 1997, Parker y Feil 2005, Alegre-
Cebollada, et al. 2007b).

Las sticholysinas (Stl y Stll) de Stichodactyla heliant-
hus (Anthozoa: Stichodactylidae) (Lanio, et al. 2001,
Mancheno, et al. 2003, Castrillo, et al. 2009), la equi-
natoxina Il (Eqtll) de Actinia equina (Anthozoa: Acti-
niidae) (Macek y Lebez 1988, Macek, et al. 1994, At-
hanasiadis, et al. 2001) y la fragaceatoxina C (FraC) de
Actinia fragacea (Anthozoa: Actiniidae) (Bellomio, et
al. 2009, Mechaly, et al. 2011, Mechaly, et al. 2012,
Tanaka, et al. 2015) son las APs mejores estudiadas
hasta el momento (Rojko, et al. 2015). Debido a la ca-
pacidad que presentan estas proteinas de desestabili-
zar las membranas diana y provocar la muerte celu-
lar, han sido reconocidas por sus potenciales aplica-
ciones en el disefio de inmunotoxinas, dirigidas selec-
tivamente para causar la muerte de células no desea-
das (Tejuca, et al. 2009) y en el disefio de sistemas de
liberacidon de moléculas al citosol (Lanio, et al. 2010).

Il. Caracteristicas estructurales de las actinoporinas

Actualmente se conoce la estructura 3D de cuatro
APs: Eqtll, determinada por resonancia magnética nu-
clear (RMN) y cristalografia de rayos X (Athanasiadis,
et al. 2001, Hinds, et al. 2002), Stll (Mancheno, et al.
2003) y FraC (Mechaly, et al. 2011), determinadas por
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cristalografia de rayos X y Stl, determinada por RMN
(Garcia-Linares, et al. 2013). Estas proteinas estan
formadas por un nucleo central organizado en forma
de sandwich B (NCH-B) que contiene dos hojas B de
cinco y cuatro hebras, respectivamente, y se encuen-
tra flanqueado por dos hélices a, orientadas perpen-
dicularmente una en relacién a la otra (Fig. 1A). La su-
perposicion de los modelos cristalograficos de Eqtll,
Stll y FraC reveld un alto grado de similitud con una
diferencia de menos de 0,9 A (Fig. 1C) (Mancheno, et
al. 2003, Mechaly, et al. 2011). La primera hélice a
(al) estd préxima al extremo amino entre las hebras
B1y B2 en dichas APs, excepto en Stl y posee caracte-
risticas anfipaticas. La segunda hélice a (a2) esta ubi-
cada entre las hebras 37 y B8 cercana al extremo car-
boxilo y se encuentra restringida en movimiento (Fig.
1B) (Athanasiadis, et al. 2001, Hinds, et al. 2002,
Mancheno, et al. 2003, Mechaly, et al. 2011, Garcia-
Linares, et al. 2013). Estas hélices a interaccionan con
el sandwich B a través de interacciones hidrofdbicas,
contactos de van der Waals y puentes salinos
(Mancheno, et al. 2003).

Las APs poseen un grupo de residuos aromaticos en
la superficie de la proteina, el cual se ha demostrado
que esta involucrado en el reconocimiento de los lipi-
dos y en la unién a la membrana (Trp112, Tyrl1l3,
Trpl116, Tyr133, Tyrl37 y Tyr138, en Stll). La determi-
naciéon de la estructura 3D de un complejo Stll-
fosforilcolina (POC) permitié identificar un sitio de
union a POC (Fig. 1C) (Mancheno, et al. 2003). Este
sitio, conservado en el resto de las APs (Mancheno, et
al. 2003, Tanaka, et al. 2015), esta constituido por los
residuos Ser52, Val85, Serl03, Prol05, Tyrlll,
Tyr131, Tyrl35 y Tyr136 en Stll, se encuentra conser-
vado en Stll, Stl, Eqtll y FraC (Anderluh, et al. 2003,
Castrillo, et al. 2009, Mechaly, et al. 2011). Se desta-
ca una agrupacion de aminodcidos aromaticos:
Phel06, Trp110, Tyrlll, Trpl14, Tyrl131, Tyrl35 vy
Tyrl36 que se encuentran cercanos al sitio de unién a
POC (Anderluh y Macek 2002). Bakrac y colaborado-
res (2008) definieron al conjunto estructural com-
puesto por el sitio de unién a POC y la agrupacion de
aminodcidos aromaticos como el sitio de unién inter-
facial (SUI). Ademas, ha sido descrita una agrupacién
de aminoacidos basicos de Stll compuesta por:
Lys118, Lys149, Argl56, Argl75, Lys123, Argl24 y
Argl125. A estos residuos se les atribuye la funcién de
interaccionar con las cargas negativas de los fosfolipi-
dos que conforman las membranas lipidicas
(Mancheno, et al. 2003).

HAYDEE MESA Y AYAMEY PEREZ

Estudios recientes describen la presencia de cinco si-
tios de unién de los lipidos en la estructura monomé-
rica de FraC (L1, L2, L3, L4 y L5) (Fig. 1D) (Tanaka, et
al. 2015). De esta forma se propuso por primera vez
la multivalencia lipidica en las APs. La descripcion de
multiples sitios de unién a los lipidos en las APs es
una nueva idea en la interaccién de las PFP con las
membranas bioldgicas (Ros y Garcia-Saez 2015, Ta-
naka, et al. 2015). Al parecer, la principal interaccion
se establece con la fosforilcolina (POC), la cual es la
cabeza polar de la fosfatidilcolina (PC) y de la SM. Los
sitios L2 y L3 se definieron como sitios de union pri-
maria y de mayor afinidad por los lipidos, mientras
que los sitios L4 y L5 fueron considerados como sitios
de menor afinidad por los lipidos (Fig. 1D). Cabe des-
tacar que el sitio de union al grupo POC, propuesto a
partir de la estructura de Stll, se encuentra en una
orientacion que se solapa con los sitios L2 y L3 de
FraC (Rojko, et al. 2015, Tanaka, et al. 2015). Es nota-
ble que el sitio L1 forma parte de la arquitectura del
poro de FraC y conectan mondmeros adyacentes en
el canal (Fig. 2C). De hecho la superficie de interac-
cion proteina-lipido representa alrededor del 37% de
la superficie total de contacto en el poro transmem-
brana. La region hidrofébica de los sitios L1 se en-
cuentran ocupando parte de los espacios desocupa-
dos en las paredes del poro conocidos como
“ventanas”. Tales ventanas no han sido observadas
en otras PFPs y aunque se desconoce su funcion es-
tructural se ha propuesto que pueden jugar un impor-
tante rol en la difusion de pequefias moléculas hidro-
fobicas a través de la membrana y en los movimientos
transbicapa de los lipidos (Tanaka, et al. 2015).

lll. Modelos de formacion de poros propuestos para
las APs

Durante décadas ha existido el consenso de que los
poros originados por las APs son estructuras poco ri-
gidas y poco estables, lo que durante décadas dificul-
té su visualizacidn y su aislamiento en presencia de
detergentes (Belmonte, et al. 1993, Kristan, et al.
2009). Debido a estas limitaciones, una aproximacion
inicial a la caracterizacién de los mismos fue posible a
partir de estudios de los cambios de conductancia i6-
nica en monocapas lipidicas planas (Belmonte, et al.
1993, Tejuca, et al. 1996). El radio del poro originado
por las sticholysinas y Eqtll en eritrocitos y liposomas
se estimo en presencia de oligosacaridos y polietilen-
glicoles de diferentes radios hidrodindmicos y resulté
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Figura 1: Representacion esquematica de la estructura 3D y sitios de unién a la membrana de las actinoporinas. A) Diagrama
de cintas del monémero de Stll en complejo con la POC. En amarillo se representan las estructuras en hojas f3, en rojo la héli-
ce a aminoterminal y en azul el sitio de unién a POC (verde) (adaptada de Mancheno, et al. 2003). B) Diagrama topolégico de
la estructura secundaria de Stll. Las hojas B se encuentran representadas con flechas y las hélices a con cilindros. Ambos
tipos de representaciones estan enumeradas en orden de aparicién desde el extremo amino hasta el carboxilo (tomada de
Mancheno, et al. 2003). C) Sitio de unién a POC propuesto por Mancheno, et al. (2003) para Stll (adaptada de Mancheno, et
al. 2003). D) Multiples sitios de unién a la membrana sugeridos para FraC: L2 y L3 (violeta y azul) sitios de alta afinidad capa-
ces de reconocer las cabezas polares expuestas al solvente como el grupo POC; L4 y L5 (verde y rosado) representan los
sitios de baja afinidad a POC o sitios de alta afinidad a lipidos de diferente cabeza polar (adaptada de Tanaka, et al. 2015).

Figure 1: Esquematic view of the 3D structure and membrane binding sites of actinoporins. A) Stereo view ribbon diagram of
Stll-POC complex. The B-sheet structure, the N-terminal a helix and the POC binding site are represented in yellow, red and
blue respectively.(modified from Mancheno, et al. 2003) B) Topology diagram of Stll's secondary structure. a helices and
strands are represented by cylinders and arrows, respectively. Both representation are numerated since N-terminal region until
the C-terminal (modified from Mancheno, et al. 2003). C) POC binding site suggested by Mancheno, et al. (2003) for Stll
(modified from Mancheno, et al. 2003). D) Multiple lipid binding sites proposed to FraC: L2 and L3 (purple and cyan) are
proposed as high affinitiy sites and are suited to recognize the solvent-exposed region of the lipids, the POC head group. L4
and L5 (green and magenta) represent low-affinity sites or probably high-affinity binding sites for lipids with head groups ather
than POC (modified from Tanaka, et al. 2015).

ser de alrededor de 1 nm, independientemente del
osmoprotector de referencia utilizado o de la concen-
tracion de toxina ensayada (Tejuca, et al. 2001). Re-
sulta notable que con posterioridad estos valores fue-
ron confirmados a partir de estudios cristalograficos
con Stll y FraC (ver detalles mas adelante) (Mechaly,
et al. 2011, Tanaka, et al. 2015).

Hasta el momento se han propuesto varios modelos
para la arquitectura del poro formado en las membra-
nas por las APs: el poro toroidal (Alvarez, et al. 2001),
el poro cénico (Mechaly, et al. 2011) y el poro hibrido.
El modelo de poro toroidal plantea que el poro esta
formado por 3-4 mondmeros de proteinas y lipidos no
formadores de bicapa. EI modelo del poro cénico
plantea que el poro esta formado por 9 mondmeros
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Figura 2: Estructura del posible intermediario dimérico y del poro octamérico de FraC. A) Estructura 3D del dimero de FraC.
B) Cambios conformacionales de la Phe 16 y los residuos adyacentes en la estructura dimérica (vista inferior) con respecto a
la estructura monomérica (vista superior). C) Estructura del poro octamérico de FraC. Vista superior: el poro esta formado por
8 protémeros y 24 moléculas de lipidos, estas Ultimas se muestran en amarillo, violeta y azul. Vista inferior: lipidos no anulares
ocupan las “ventanas” entre las hélices de cada mondmero. (modificada de Tanaka y colaboradores (2015)).

Figure 2: Structures of the possible dimeric intermediate and the octameric pore of FraC. A) 3D structure of dimeric FraC B)
Conformational changes at Phe 16 and adjacent residues in the dimeric structure (top view) respect to monomeric structure
(bottom view). C) Octameric pore structure of FraC. Top view : the pore is form by 8 protomers and 24 lipid molecules shown in
yellow, purple and blue. Close-up view: of non-annular lipids in the “windows” between the helix of each monomer (modified

from Tanaka, et al. 2015).

de proteina y excluye la participacién de lipidos,
mientras que el modelo del poro hibrido asume que
el poro estad formado por 8 mondmeros con participa-
cién de los lipidos (Tanaka, et al. 2015). A pesar de es-
tas diferencias en la arquitectura del poro, todos los
modelos coinciden en que el mecanismo de forma-
cion de poros por las APs consta de varias etapas que
incluyen: la unién a la membrana, la oligomerizacion
e insercidn en la bicapa y finalmente la estructuracion
del poro transmembrana. Aun, la secuencia exacta de
eventos que tiene lugar durante la completa inser-
cion de las APs en la membrana se encuentra bajo de-
bate. Es muy probable que durante el ensamblaje del
poro estas proteinas atraviesen por diferentes esta-
dos unidos a las membranas que difieren en estructu-
ra y grado de oligomerizacién. A continuacion, se re-
sumen las principales caracteristicas y evidencias ex-
perimentales obtenidas para los diferentes modelos
del poro formado por las APs.

IV. Modelo del poro toroidal

En el modelo del poro toroidal se propone que el po-
ro esta estructurado en arreglo proteolipidico. El mo-
delo también asume la participacion directa de la ca-
beza polar de los lipidos en la estructura del canal, lo
que implica la formacion de una estructura lipidica no
lamelar (Alvarez, et al. 2001, Mancheno, et al. 2003).
Asi, los lipidos que componen el poro, adoptan una
curvatura positiva en el plano perpendicular a la bica-
pa y curvatura negativa en el plano de la membranay
las hélices aminoterminales se encuentran intercala-
das entre las cabezas polares de los lipidos (Fig. 3A).
En este modelo se plantea que el poro funcional esta
formado por las hélices aminoterminales de 3-4 mo-
némeros de proteinas que se insertan transmembra-
na, con los lipidos intercalados entre las unidades de
proteina las que no interaccionan entre si (Tabla 1).

El modelo del poro toroidal se sugirié por primera vez
a partir de estudios funcionales con las sticholysinas.
Los estudios de la actividad permeabilizante de Stl y
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Figura 3: Modelos de los poros transmembranas formados por las actinoporinas. A) Modelo del poro toroidal, las hélices a de
3-4 monomeros de Stll (cada uno representado en rojo, azul, amarillo o verde) conjuntamente con las cabezas polares de los
fosfolipidos (regién en gris) conforman las paredes del canal (modificada de Alvarez, et al. 2009;Tanaka, et al. 2015.). B) Mo-
delo del poro conico, el nicleo § de cada mondmero se representa en azul y las hélices a en rojo, no se observan lipidos en la
estructura del poro (modificada de Mechaly, et al. 2011; Tanaka, et al. 2015). C) Modelo del poro hibrido, 8 monémeros forman
la estructura octamérica, cada monoémero se une a tres moléculas lipidicas. Los lipidos se representan mediante esferas, en
amarillos lo que forman parte del poro y en violeta y azul los que constituyen sitios de unién primaria a la membrana
(modificada de Tanaka, et al. 2015).

Figure 3: Transmembrane pore models form by actinoporins A) Toroidal pore model, the a helix of 3 to 4 monomers of Stll
(represented in red, blue, yellow and green) with the polar head of the phospholipids (grey) form the walls of the channel
(modified from Alvarez, et al. 2009, Tanaka, et al. 2015). B) Conic pore model, the B core of each monomer is represented in
blue and the a-helix in red, not presence of lipid in the pore structure (modified from Mechally, et al. 2011;Tanaka, et al. 2015).
C) Pore-hibrid model, 8 monomers form the octameric structure in wich each monomer binds to three lipid molecule. The lipids
are represented by beads, in yellow the lipids that are forming part of the pore strcuture; and in purple and blue the lipids
forming the membrane-binding region (modified from Tanaka, et al. 2015).

Stll en liposomas de PC y SM en los que se incluyé aci-
do fosfatidico en pequefias proporciones demostra-
ron que la presencia de este lipido anidnico favorece
la formacién de poros en las membranas (Alvarez, et
al. 2001). Sin embargo, también se observé un incre-
mento en la actividad permeabilizante de estas pro-
teinas en liposomas en los que se incluyd fosfatileta-
nolamina, un lipido zwitteridnico o estearilamina, un
lipido cargado positivamente. Esto evidencié que el
incremento en la actividad funcional de la toxina estd
relacionado con la presencia de lipidos formadores de
estructuras no lamelares en las bicapas.

Otra implicacion de este modelo es que cada poro
constituye un punto de fusién entre las monocapas
interna y externa lo que puede favorecer el movi-
miento transbicapa de los lipidos (Epand 1998). La ca-
pacidad de las sticholysinas de promover el movi-
miento transbicapa de los lipidos fue un hallazgo ex-
perimental que sustentd esta hipétesis (Alvarez, et al.
2001). Estas evidencias resultaron consistentes con
los resultados obtenidos a partir de estudios de reso-
nancia paramagnética electrénica que permitieron
determinar que las sticholysinas no causan la inmovi-
lizaciéon de sondas de espin localizadas hacia el centro
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Tabla 1: Comparacién entre los modelos de formacion de poros

Table 1: Comparison between the pore-forming models

Modelos de poros

Caracteristicas Toroidal Coénico Hibrido

NUmero de mondémeros 3-4 monémeros 9 mondmeros 8 mondmeros

Participacion de los lipidos Si No Si

| L ] . No relevantes, lipidos intercalados Si Si

nteraccion proteina-proteina . ,
entre los mondémeros de proteinas
Interaccion proteina-lipido Notables No Si
curvatura positiva en el plano perpen-
Induccion de curvatura dicular a la bicapa y curvatura negati- No ND
va en el plano de la membrana
Movimiento flip-flop Si No ND

Diadmetro del poro ~2nm

1,5 nm (interno) 1,6 nm (interno)

Metodologia

Microscopia electrénica
Microscopia de fuerza atémica

Difraccién de rayos X
Crio microscopia elec-
trénica

Difraccién de rayos
X

ND: no determinado experimentalmente

de la bicapa (Alvarez, et al. 2003). De este modo, se
evidencid que estas toxinas, a pesar de su demostra-
da capacidad formadora de poros, no son capaces de
atravesar completamente el nucleo hidrofébico de la
bicapa liipidica. Esta menor penetracion puedo expli-
carse a partir del modelo de formacién de poros de
naturaleza lipidica-toroidal, cuya estructuracion impli-
ca el reordenamiento de los lipidos en la membrana,
de modo que el centro de la bicapa queda menos ex-
puesto al contacto con la toxina (Alvarez, et al. 2003).
El modelo lipidico toroidal fue posteriormente pro-
puesto para Eqtll basado en que su interaccidon con
vesiculas liposomales de PC y SM promueve el desor-
den de los lipidos como se demostré en estudios de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fou-
rier y resonancia magnética nuclear de *'P (Anderluh,
et al. 2003). En este mismo estudio, se demostré que
la selectividad a cationes de los poros formados por
Eqtll aumenta en presencia de PA, lo cual sugiere la
participacién de los lipidos en el canal conductivo
(Anderluh, et al. 2003). EI modelo del poro toroidal
ha sido propuesto para otras PFP tipo a como la coli-
cina E1, la proteina proapoptodtica Bax y péptidos an-
timicrobianos como la melitina y la magainina (Santo
y Berkowitz 2012).

Estos datos experimentales obtenidos a partir de es-
tudios funcionales estan en concordancia con las es-
tructuras tetraméricas de Stll observadas en presencia
de monocapas lipidicas por Mancheno y colaboradores
(2003, 2006). El ajuste de la estructura cristalina de

Stll al ensamblaje bidimensional de la proteina en
monocapas obtenido por microscopia electrdnica en
cristales bidimensionales, permitié obtener un mode-
lo (18 A de resolucion) de una estructura tetramerica
de (~2 nm didmetro) en dichas membranas. En el sis-
tema de monocapas es imposible la formacién de un
poco transmembrana, teniendo en cuenta que este
sistema carece de unas de las capas que conforman la
bicapa lipidica, por lo que esta estructura se conside-
ré como un estado preporo (ver analisis mas detalla-
do en epigrafe VII). Sin embrago, en el contexto del
modelo del poro toroidal fue posible explicar cémo
las dimensiones del tetramero observado eran supe-
riores a las esperadas teniendo en cuenta la participa-
cién exclusiva de tres a cuatro hélices a de la proteina,
ya que la participacién adicional de los lipidos en el ca-
nal permitiria rellenar las dimensiones de 2 nm de radio
observadas mediante diferentes métodos.

Durante el refinamiento de las imagenes obtenidas
por microscopia electrdnica, la region del extremo
amino y el lazo que une a la hebra 7 con la hélice 2a
del carboxilo terminal quedaron fuera del mapa de
densidad electrdnica, lo cual indicé que estas son las
Unicas capaces de experimentar cambios conforma-
cionales relevantes durante la etapa de oligomeriza-
cion. El despliegue de la hélice a del cuerpo de la pro-
teina permitié mejorar la calidad del ajuste de la es-
tructura tetramérica, lo cual sugirié la necesidad de
que dicha hélice experimente un movimiento seudo-
rigido a través del lazo que la une con el cuerpo de la
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proteina. Este estado en el que la hélice a del extre-
mo amino queda separada del cuerpo de la proteina
debe ocurrir con anterioridad a la formacion del poro
transmembrana (Mancheno, et al. 2003, Mancheno,
et al. 2006), aunque esta etapa constituye ain motivo
de debate (ver acapite VII).

V. Modelo del poro cénico

El creciente desarrollo de las técnicas de difraccion de
rayos X y la criomicroscopia electrénica ha permitido
obtener notables avances en la caracterizacion deta-
llada de las posibles estructuras de las APs en presen-
cia de lipidos o sistemas que los mimetizan. Un se-
gundo modelo, conocido como poro cénico, se pro-
puso a partir de determinaciones estructurales de los
cristales de una estructura nonamérica de FraC en
presencia del detergente N-6xido-N,N-dimetildo-
decilamina y de las imagenes de los poros formados
por esta AP en vesiculas liposomales compuestas por
DOPC y SM (Mechaly, et al. 2011) (Fig. 3B). A partir
de estos hallazgos, se propuso que el poro que origi-
nan las APs estd constituido por las hélices a del ex-
tremo amino de nueve mondmeros, sin la participa-
cion de los lipidos de la membrana, lo que representd
un punto de ruptura con el modelo del poro toroidal
(Tabla 1).

Las imagenes de microscopia electrénica no permitie-
ron resolver las subunidades individuales de FraC en
el poro dada la resolucion moderada del mapa de
densidad obtenido. Sin embargo, el ajuste de la es-
tructura cristalina de alta resolucion (1,8 A) del nona-
mero de FraC obtenido en presencia del detergente,
permitid el refinamiento de la estructura de baja re-
solucién (hasta 30 A) del poro formado en liposomas.
En este modelo se propone que el canal tiene forma
de embudo y se caracteriza por un didametro superior
de 5 nm y un didmetro inferior de 1,5 nm, aproxima-
damente igual al calculado previamente para Eqtll y
las sticholysinas (Belmonte, et al. 1993, Tejuca, et al.
2001). Este modelo, con mayor analogia a los poros
tipo barril formados por ejemplo por las B-PFT
(Heuck, et al. 2001) representd un nuevo desafio en
el campo de estudio de las APs y de las PFP-a. Hasta
el momento se pensaba las PFP-a solo eran capaces
de formar poros cuando las hélices que formaban
parte del dominio transmembrana estaban asociadas
a los lipidos, como en el caso del modelo del poro to-
roidal. Por ello y otras razones (ver préximo parrafo),
esta propuesta fue motivo de amplio debate en el
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campo de las APs y fue sometida a validacion experi-
mental en los afos posteriores.

Inicialmente, la estructura nonamérica de FraC en
presencia de detergente se consideré como un esta-
do prelitico pues no contaba con las hélices del extre-
mo amino desplegadas (Morante 2012). Cominmen-
te se consideran estados preliticos a estructuras uni-
das a membranas (oligoméricas o no) que no son ca-
paces de formar poros funcionales, pero que pueden
evolucionar hacia un poro. En este caso, se considerd
la estructura del nonamero oligomérico obtenido con
alta resolucion en presencia de detergente como un
estado prelitico tipo preporo, aunque no se pudieron
mostrar evidencias acerca de la capacidad de dicha
estructura de progresar hacia un poro funcional
(Rojko, et al. 2015, Tanaka, et al. 2015). De hecho,
fue necesario forzar el despliegue del extremo amino
para construir el modelo del poro en vesiculas liposo-
males (Mechaly, et al. 2011). Resulta notable que, sus
propios autores en colaboracién con el grupo de Tsu-
moto (Tanaka, et al. 2015),sugirieron con posteriori-
dad que FraC forma poros octamericos en las mem-
branas teniendo en cuenta que las interacciones pro-
teina-proteina que se establecen en dicha estructura
pudieran ser mas favorables, en términos de area de
interaccién, que en la estructura nonamérica (ver
mas adelante consideraciones estructurales acerca de
la mayor factibilidad funcional de la estructura oc-
tamérica con relacidn al nonamero).

VI. Modelo del poro hibrido

Recientemente, se obtuvo una importante contribu-
cion en la compresiéon del mecanismo de formacion
de poros de esta familia de proteinas mediante la de-
terminacién de la estructura cristalografica de dife-
rentes estados conformacionales de FraC que incluye-
ron: el mondmero en estado soluble, el mondmero
unido a lipidos, un posible intermediario dimérico y el
poro oligomérico transmembrana (Tanaka, et al.
2015). El modelo del poro hibrido se propuso a partir
de la determinacion de la estructura cristalografica
del poro transmembrana de FraC (Tanaka, et al.
2015).

En este modelo, FraC forma un poro proteolipidico
octamérico en la membrana donde cada mondmero
esta asociado a tres moléculas de lipidos (Fig. 3C). Es-
te modelo tanto las interacciones proteina-proteina
como las proteina-lipidos son relevantes para la esta-
bilizacion del canal por lo que resulté una propuesta
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con caracteristicas comunes con el modelo del poro
toroidal y el modelo del poro cénico (Tabla 1).

El andlisis de los cristales de FraC obtenidos en pre-
sencia del lipido DHPC (1,6-2,3 A de resolucién), per-
mitié determinar que cada cadena de proteina podia
estar unida hasta 4 moléculas de lipidos. Los sitios de
unién a dichas moléculas lipidicas se definieron como
L2, L3, L4 y L5 y se caracterizaron por tener diferente
afinidad (como se explico anteriormente en el epigra-
fe Il). Resulta notable que no se observaron eviden-
cias del sitio L1 en el estado monomérico de FraC lo
que refuerza su rol como lipido conector de dos pro-
tdmeros adyacentes en el estado oligomérico. Al
comparar la estructura del estado monomérico de
FraC unido a la membrana con la estructura en solu-
cién (rmsd 0.37 £ 0.10 A), se comprobd que la inter-
accion inicial a lipidos no promueve cambios estruc-
turales relevantes. Sin embargo, se observaron dos
cambios conformacionales ligeros al interaccionar
con la membrana: el movimiento de ~8 A del lazo mé-
vil en soluciéon que comprende los residuos del 77 al
85 y el despliegue parcial de los residuos del 2 al 6 del
extremo amino (Tanaka, et al. 2015). La flexibilidad
de este lazo podria contribuir a la interaccion de FraC
con regiones heterogéneas en la membrana (Tanaka,
et al. 2015). En este sentido, se propuso que el cam-
bio conformacional de los residuos del 2 al 6 constitu-
ye un punto de variabilidad estructural que contribu-
ye a la separacién de la regiéon aminoterminal del
NCH-B.

La estructura cristalina de un posible intermediario
dimérico se obtuvo en presencia de POC y del deter-
gente dodecilmaltoside (1,6 A de resolucién). En con-
traste con el mondmero unido a membrana, la es-
tructura del posible intermediario dimérico muestra
un cambio conformacional notable respecto al moné-
mero en solucidn en los residuos del 14 al 17 de la re-
gidon aminoterminal (Tanaka, et al. 2015). En la forma
monoémerica de FraC, la cadena lateral de la Phel6
estd insertada en una cavidad hidrofébica de la re-
gion correspondiente al NCH-P (Fig. 2A y B). El cambio
conformacional de los residuos del 14 al 17 permite
un desplazamiento de 4,7 A del carbono a de la cade-
na lateral de la Phel6 en contacto con el solvente, asi
como un ajuste estructural de la Glyl5 y el Aspl7
(Tanaka, et al. 2015). Dicho proceso conduce a la ex-
posicion del residuo de Val60 y la formacion del posi-
ble intermediario dimérico en la membrana. Este tipo
de interaccion se observé también en la estructura
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nonamérica descrita por Mechaly y colaboradores
(2011).

Resulté notable que la interfaz de dimerizacion del
posible intermediario dimérico posee una elevada si-
militud con la interfaz del poro octamérico (ver deta-
lles mas adelante) obtenido en el mismo estudio
(rmsd 0.4 £+ 0.04). Dicha similitud reforzé la validez
funcional de dicha estructura dimérica como posible
estructura intermedia en el ensamblaje del poro. Ba-
sados en tal similitud, los autores construyeron un
modelo de un posible estado preporo octamérico de
FraC. Tal estructura preporo modelo esta compuesta
8 mondmeros de FraC y posee dimensiones similares
al estado del poro, pero posee las hélices del extremo
amino unidas al cuerpo de la proteina (Tanaka, et al.
2015). En esta propuesta, la insercion del extremo
amino en la membrana debe ocurrir una vez comple-
tada la estructura oligomérica octamérica y no se su-
pone la existencia de otros estados oligoméricos in-
termediarios de menor tamarfio (Morante, et al. 2015,
Tanaka, et al. 2015). Sin embargo, hasta el momento,
no se cuenta con evidencias experimentales que de-
muestren la relevancia funcional del modelo del pre-
poro octamérico. Aunque la interfaz de oligomeriza-
cién determinada en el octaméro es conservada con
al nonaméro conico (Mechaly, et al. 2011), el angulo
que adoptan los mondmeros en ambas estructuras
difiere. Es notable que en la estructura octamérica se
observa un incremento del drea de contacto y de los
enlaces de hidrégeno, lo que determina el mayor gra-
do de compactacién de esta estructura y por lo tanto
su mayor factibilidad para sufrir cambios conforma-
cionales que le permitan evolucionar como estructura
litica (Tanaka, et al. 2015).

La estructura cristalina de alta resolucion (3,1 A) del
poro transmembrana formado por FraC se obtuvo en
mesofases lipidicas formadas a partir de particulas de
poros. La induccidn de los poros se logré a partir de la
preincubacién de FraC soluble con vesiculas liposo-
males de PC y SM seguida de dos pasos de purifica-
cién en presencia de detergentes. El poro octamérico
propuesto para FraC esta formado por la region ami-
noterminal de las hélices de 8 mondmeros de la toxi-
na en presencia de 24 moléculas lipidicas (Tanaka, et
al. 2015). En este modelo se propuso que la SM no
solo actia como receptor lipidico en la membrana,
sino como un elemento estructural importante en el
ensamblaje del poro (Tanaka, et al. 2015). En este
sentido, se identificé que una de las tres moléculas
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lipidicas (L1) se ubica entre dos protémeros adyacen-
tes en regiones denominadas “ventanas” ubicadas
entre las hélices que conforman el poro. En este mo-
delo, el canal se caracteriza por un diametro superior
de 6 nm y un didmetro inferior de 1,6 nm, similar al

HAYDEE MESA Y AYAMEY PEREZ

tudios deberan esclarecer la funcién de tales modifi-
caciones en la estructura lamelar de los lipidos a la luz
del modelo del poro hibrido. Tales evidencias podrian
reconciliar aparentes puntos en discordia con el mo-
delo del poro toroidal. En este sentido, resulta nota-

descrito para el modelo del poro cénico (Mechaly, et
al. 2011).

ble que la estructura octamérica obtenida por Tanaka
y colaboradores (Tanaka, et al. 2015) ha sugerido el
reanalisis de las estructuras tetraméricas observadas
previamente para Stll (Mancheno, et al. 2003). Una
segunda inspeccién de los tetrameros de Stll sugiere
que dichas estructuras ocultan una estructura oc-
tamérica similar a la de FraC. De hecho, en tal estudio
se observé una densidad maxima de 8 alrededor del
perimetro del poro formado por Stll, que fueron tra-
tadas como cuatro Iébulos de densidad independien-
tes (Gilbert 2015). Los estudios recientes con FraC

La principal limitaciéon del modelo de poro hibrido es
que no brinda ninguna informacion sobre el proceso
de reorganizacion de la membrana lipidica
(Cosentino, et al. 2015). Sin embargo, la presencia de
ventanas o espacios parcialmente desocupados entre
los protdmeros de proteina pudiera permitir el movi-
miento transbicapa de los lipidos y la induccidn de es-
tructuras no lamelar (Tanaka, et al. 2015). Futuros es-
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Figura 4: Mecanismos de formacién de poros propuestos para las actinoporinas A) Mecanismo basado en el modelo del poro
toroidal: Los mondémeros de la toxina en solucién (S) se unen a SM (rojo) en la membrana (M), posteriormente la hélice a
(rectangulo naranja) se transfiere a la interfase agua-lipido (Mz), los monémeros oligomerizan para formar el poro (P) donde
las hélices a se insertan en la membrana. Resultados recientes sugieren que la insercion de las hélices a en la membrana
ocurre previo a la formacién del oligmero conformando otro estado intermedio en la membrana (Ms). B) Mecanismo basado
en el modelo del poro hibrido. Este modelo incluye la formacién de un intermediario dimérico (D1, D2) como paso esencial en el
mecanismo de formacioén de poros. También propone la presencia de un estado preporo (P’) en el cual las hélices de la region
aminoterminal se encuentran unidas al nicleo 3 de la toxina. (Modificada de Rojko, et al. 2015).

Figure 4: Proposed models of pore formation by actinoporins. A) Mechanism base on the toroidal pore-forming model. Soluble
monomeric toxin (S) binds SM (lipids in red) in the membrane (M1), subsequently a-helix (rectangle orange) is transferred to
the lipid-water interface (M2), then, the monomers oligomerize to form a pore (P), where a-helices transverse the membrane.
Recent data suggests a-helix inserts into the bilayer core prior to oligomerization thus representing another monomer state on
the membrane (M3). B) Mechanism base on the hibrid-pore model. This models involves dimerization (D1, D2) as an important
intermediate step in the pore-forming mechanism. Also, this model proposes a posssible prepore assembly (P°) where a-
helices are still attached to the protein core (modified from Rojko, et al. 2015).
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permiten defender la propuesta de que las estructu-
ras obtenidas con Stll adoptan una orientacidn similar
a las subunidades del poro de FraC si son analizadas
desde una vista inferior y rotadas 90° (Gilbert 2015).
Podria ser que cada las unidades de proteinas identi-
ficadas en para modelo del poro toroidal (Mancheno,
et al. 2003, Mancheno, et al. 2006) se corresponde
con estructuras diméricas en vez de monoméricas. Es
importante destacar la evidencia experimental que
demuestra que durante la formacidn de poros de Stl,
ocurren incrementos de conductancia en 3-4 pasos
hasta que se adopta la estructura final del canal
(Antonini, et al. 2014). Este hallazgo ha sido explicado
bajo el modelo del poro toroidal asumiendo que du-
rante el proceso de formacion del poro ocurre la adi-
cion de secuencial de 3-4 mondmeros proteicos y de
moléculas de lipidos (Antonini, et al. 2014). Dicha evi-
dencia pudiera permitir asumir un punto consenso
entre el modelo toroidal y el hibrido (Rojko, et al.
2015) si se redefine cada evento de conductancia co-
mo consecuencia de la adicion de unidades diméricas
y no monoméricas (Subburaj, et al. 2015b).

VII. Discrepancias acerca de la existencia de estados
preporo en el mecanismo litico de las APs

Comunmente el mecanismo de ensamblaje de las
proteinas formadoras de poros se puede clasificar en
dos categorias: concertado o no concertado, aten-
diendo a la presencia de estados preporos (Bayley
2009, Cosentino, et al. 2015). En el primer caso, la in-
sercion de estas proteinas en la membrana tiene lu-
gar luego del ensamblaje de estructuras oligoméricas.
Asi, se concibe la formacion de estructuras oligoméri-
cas estables que no son capaces de penetrar las
membranas, pero que evolucionan hacia una estruc-
tura litica. Tal mecanismo se ha propuesto para pro-
teinas formadoras de poros tipo B como la hemolisina
a de E. coliy las citolisinas dependientes de colesterol
(Song, et al. 1996, Leung, et al. 2014). Por el contra-
rio, el mecanismo no concertado, la oligomerizacion
de los mondmeros de proteinas tiene lugar de mane-
ra simultanea a la insercion en la membrana y por lo
general no se observan estructuras preporo. Este me-
canismo ha sido propuesto para la toxina ClyA de
E.coli (Mueller, et al. 2009). En el caso de las APs este
aspecto del mecanismo litico continta en debate.

Estudios iniciales con la Stll, permitieron proponer la
existencia de estados preporos basados en el modelo
del poro toroidal (Martin-Benito, et al. 2000, Man-
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cheno, et al. 2003, Mancheno, et al. 2006). Esta hipo-
tesis fue razonada a partir de la observacion de es-
tructuras oligoméricas en los cristales de obtenidos
en monocapas lipidicas de DOPC. El extremo amino
de Stll se encontrd desplegado del cuerpo de la pro-
teina, mediando contactos con el extremo carboxilo
de otro mondmero de proteina, y yacia en la superfi-
cie de la membrana lipidica. Sin embargo, no se de-
mostro la factibilidad de esta estructura de evolucio-
nar hacia un poro funcional. De hecho se cuestiond la
posibilidad de que la hélice del extremo amino evolu-
cionara hacia una orientacién transmembrana una
vez estuviera atrapada en interacciones proteina-
proteina con el cuerpo de la proteina (Alegre-
Cebollada, et al. 2007a).

Diversos estudios han propuesto que el despliegue
parcial de la regién aminoterminal del nicleo de la
proteina, resulta de la interaccion de la toxina con la
membrana (Alvarez, et al. 2003, Alegre-Cebollada, et
al. 2007b, Alvarez, et al. 2009). En el contexto del
modelo del poro toroidal, estudios recientes plantean
la insercidn del extremo amino tiene lugar posterior a
dicho despliegue de manera concomitante con la for-
macién de oligémeros en la bicapa, en un mecanismo
de tipo no concertado (Rojko, et al. 2013, Antonini,
et al. 2014). Esta hipdtesis es basada en estudios con
un triple mutante de Cys de Eqtll disefiado para mo-
nitorear la insercidon del extremo amino en la mem-
brana mediante estudios de fluorescencia. En dicho
mutante, el extremo amino se encuentra unido al
cuerpo de la proteina mediante enlace disulfuro en-
tre la posiciones 8 y 69. El estudio demostré que se
requiere de la previa insercidon en la membrana del
extremo amino para que ocurra la oligomerizacion
eficiente de Eqtll, lo cual implica que no se requiere
de la formacién de estructuras preporo estables en el
mecanismo litico de esta toxina. Por otra parte, los
estudios de Antonini y colaboradores (2014) demos-
traron que la estructuracion del poro formado por Stl
en las membranas tiene lugar en 3-4 eventos de con-
ductancia. En conjunto, estas propuestas plantean
que el poro formado por las APs se construye a partir
de la adicién sucesiva de moléculas de lipidos y pro-
teinas y se excluye la posibilidad de un estado prepo-
ro (Rojko, et al. 2013, Rojko, et al. 2015). En contras-
te con estas propuestas, tanto el modelo del poro c6-
nico (Mechaly, et al. 2011) como el modelo del poro
hibrido (Tanaka, et al. 2015) conciben la formacion de
estructuras preporos tal como se discutié con ante-
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rioridad. El andlisis de las dimensiones del canal for-
mado por las APs (2 nm de didmetro), permite cues-
tionar la factibilidad de estas estructuras oligoméricas
de insertar el extremo amino en la bicapa. Tales di-
mensiones del canal, comprobadas mediante diversas
metodologias resultan muy pequeiias para insertar 4
hélices (menos 8 o0 9) de manera concertada a través
del mismo (Rojko, et al. 2013, Rojko, et al. 2015).

A su vez, estudios de deteccidon de moléculas indivi-
duales (TIRF siglas en inglés) de Eqtll localizada en
membranas celulares, en condiciones mas cercanas a
las fisiologicas han demostrado que estas toxinas se
encuentran en diferentes estados oligémericos en la
bicapa (Baker, et al. 2014, Subburaj, et al. 2015b).
Hasta el momento se desconoce si estos estados oli-
gomericos son funcionales o no, lo que deja abierto el
debate acerca de la existencia de estados preporos
con diferente estequiometria para las APs. No obs-
tante, estos resultados se pueden explicar basados
tanto de las propuestas de mecanismo de ensamblaje
de tipo no concertado como concertado. En el con-
texto del mecanismo no concertado basado en el mo-
delo del poro toroidal, tales estructuras intermedias
podrian poseer la capacidad de permitir el paso de
moléculas y se estructurarian a partir de la adicién de
nuevas moléculas de lipidos y de proteina. En el mo-
delo del poro hibrido, se propone la formacién de un
estado preporo oligomérico inactivo a partir de la adi-
cion secuencial de dimeros, donde las a-hélices se en-
cuentran parcialmente desplegadas, pero no inserta-
das en la bicapa (Tanaka, et al. 2015). Sin embrago, la
propuesta inicial de estos autores no concibe la for-
macién de estados oligoméricos estables menores de
8 mondmeros. Pudiera ser que las altas concentracio-
nes usadas en los experimentos de cristalizacién con-
dicionaran el desplazamiento hacia la formacién de
estructuras oligoméricas de mayor tamafio (Rojko, et
al. 2015).

VIII. Formacion de estructuras diméricas: éconsenso
entre ambos modelos?

La importancia de las estructuras diméricas en el au-
toensamblaje del poro funcional de las APs ha sido
sugerida por varios autores. Estudios primarios de en-
trecruzamiento con Eqtll permitieron sugerir la rele-
vancia funcional de los intermediarios diméricos en el
mecanismo litico de Eqtll (Belmonte, et al. 1993, Ma-
cek, et al. 1994, Rojko, et al. 2013). En este sentido,
Valle y colaboradores (2011) observaron que la pre-
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sencia en el mutante StIE2C de una poblacion diméri-
ca (~ 50%), estabilizada por un enlace disulfuro en los
extremos aminos, promueve una mayor actividad
permeabilizante que su contraparte monomérica.
Adicionalmente, en este estudio (Valle, et al. 2011)
sugirié por primera vez mediante un entrecruzamien-
to sitio especifico la importancia de los dimeros y la
proximidad estructural de los extremos aminos en la
estructura del poro. Tal como se ha descrito en los
epigrafes anteriores datos recientes proponen la rele-
vancia de los dimeros como intermediarios estructu-
rales en el mecanismo de formacion de poros de las
APs (Tanaka, et al. 2015). Al parecer, la formacion de
estructuras diméricas en el mecanismo de las APs
promueve el cambio conformacional necesario para
la insercidon del extremo amino en la membrana y la
posterior oligomerizacién (Mechaly, et al. 2011, Co-
sentino, et al. 2015, Tanaka, et al. 2015).

En concordancia con estas evidencias experimentales,
Subburaj y colaboradores (2015b) propusieron que la
oligomerizacion de Eqtll tiene lugar a través de la adi-
cion secuencial de dimeros en la membrana. Estos in-
vestigadores observaron la presencia predominante
de mondmeros, dimeros, tetrameros y hexameros en
las membranas celulares, aunque no se excluyé la po-
sibilidad de estados oligoméricos de mayor talla. Re-
sulta notable, que el mutante del extremo amino de
Eqtll (L26C), en el cual se afectd la capacidad de inser-
tarse en la bicapa (Malovrh, et al. 2003), mostré me-
nor actividad litica y una menor capacidad de ensam-
blaje en la membrana. De hecho, la oligomerizacion
del mutante N-terminal L26C de Eqtll, tuvo lugar a
través de la adicion secuencial de mondmeros y no de
dimeros, lo cual permitié sugerir la relevancia funcio-
nal de los intermediarios diméricos en el mecanismo
litico de Eqtll (Subburaj, et al. 2015b). Los autores hi-
potetizaron que la menor capacidad de oligomerizar
de este mutante estaba dada por la insercién de una
Cys en el extremo amino que afectaba su capacidad
de desplegarse del cuerpo de la proteina y conse-
cuentemente de insertarse en la membrana. Estos re-
sultados resultaron coherentes con los publicados
por (Rojko, et al. 2013) en el que se propone que la
insercidn del extremo amino debe ocurrir de manera
no concertada, previa a la asociacién de los monéme-
ros de proteina para que aumente la eficiencia de oli-
gomerizacion de Eqtll (Rojko, et al. 2013).

En conjunto los resultados experimentales obtenidos
hasta el momento sugieren que los oligdmeros for-
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mados por las APs son estructuras heterogéneas dada
su variable estequiometria. Se puede decir que hay
consenso en que los dimeros resultan estructuras in-
termediarias en el mecanismo de formacion de poro
de las APs, lo cual ha sido propuesto para otras PFP-a
como las colicinas (Dunkel, et al. 2015) y la citolicina
A (Benke, et al. 2015) de E.coli y la proteina pro-
apoptotica Bax (Bleicken, et al. 2014, Subburaj, et al.
2015a). La estructuracion de los oligdmeros en la
membrana a partir de la adicion de dimeros es consi-
derada un mecanismo de oligomerizacion mas efi-
ciente en comparacién con la adicion secuencial de
mondémeros (Cosentino, et al. 2015). El mecanismo
de adicidn secuencial de dimeros ha sido propuesto
para B-PFT como toxina antrax (Christensen, et al.
2005) y la y-hemolisina (Thompson, et al. 2011). La
presencia en las APs de estados intermediarios cons-
tituidos por estructuras de menor orden oligomérico,
pero con relevancia funcional difiere con la existencia
de estados preporos, no liticos en el mecanismo con-
certado propuesto para las B-PFP. Este constituye un
tema aun en debate si se tiene en cuenta que no se
conoce aun si estos estados oligoméricos de menor
talla pueden ser funcionales o no.
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