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RESUMEN 

Los envenenamientos causados por serpientes del género Bothrops constituyen un problema de salud en 
algunos países tropicales, no solamente por la mortalidad sino por el alto porcentaje de incapacidades 
físicas que ocasionan. Las fosfolipasas A2 (PLA2) son componentes abundantes en los venenos bothrópicos 
y crotálicos, y se caracterizan por inducir daños irreversibles en el músculo. Considerando el aporte de las 
plantas en el tratamiento ofídico, este trabajo se enfocó en la búsqueda de inhibidores de las fosfolipasas, 
bien sea como alternativa terapéutica o como coadyuvante del tratamiento ofídico. De un tamizaje de 
37 especies de plantas vasculares y briofitos contra las PLA2, se seleccionó la especie Murraya paniculata 

por su promisoria actividad preliminar. Se siguió con el fraccionamiento biodirigido por la evaluación 
de la actividad inhibitoria de la PLA2

 y de la fracción con mayor actividad inhibitoria, por medio de 
cromatografía de gases acoplada a masas se identificaron metabolitos responsables de la actividad, para 
proponer un modelo de inhibición enzima-sustrato. Los resultados de este proyecto pretenden contribuir 
en la búsqueda de moléculas inhibitorias de las PLA2 en plantas vasculares, como la especie M. paniculata, 
que podrían llegar a ser una herramienta en el desarrollo de nuevos productos para mejorar el pronóstico 
del accidente ofídico. 
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ABSTRACT

Envenomation by snakes of the genus Bothrops are a health problem in some tropical countries, not only 
because of the mortality but given the high percentage of physical disabilities it causes. Phospholipases A2 

(PLA2) are abundant constituents in bothropic and crotalic venoms, characterized by inducing irreversible 
muscle damage. Due to the contribution of plants in the snakebite treatment, we focus on the search of 
phospholipases inhibitors, either as an alternative treatment or as a therapeutic adjuvant of the current 
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treatments. From a screening of 37 vascular plants and bryophytes in the search for such inhibitors, the 
species Murraya paniculata was selected due to its promising preliminary activity. Starting from this point 
further work consisting of bioassay-guided fractionation followed by the evaluation of the inhibitory 
activity of PLA2, the metabolites responsible for the activity were detected through a tandem of gas 
chromatography - mass spectrometry in the most active fraction, to propose substrate-enzyme inhibition 
model. The aims of this project was the search of promising compounds with an inhibitory activity of 
the PLA2 in vascular plants such as M. paniculata, that could become tools for developing new products 
to improve the prognosis of the snakebite.

KEYWORDS: phospholipase A2, Murraya paniculata, Bothrops, molecular docking

INTRODUCCIÓN 

Los accidentes ofídicos constituyen un problema 
de salud pública en países tropicales. En América 
Latina se presentan entre 130.000 y 150.000 casos 
cada año, que ocasionan aproximadamente 2.300 
muertes (1). El 90-95% de las mordeduras son 
producidas por serpientes de la familia Viperidae, 
principalmente por especies del género Bothrops, 
cuyo veneno induce efectos a nivel local y sistémico 
tales como edema, hemorragia, dermonecrosis, 
mionecrosis, alteraciones de la coagulación, hipo-
tensión e insuficiencia renal aguda, entre otros (2, 
3). Muchos de dichos efectos aparecen muy rápi-
damente y los antivenenos han demostrado tener 
ciertas limitaciones para neutralizarlos; tales son los 
casos del edema y la mionecrosis (2, 4).

Entre los componentes de los venenos, uno de 
los principales responsables de los efectos son las 
fosfolipasas A2 (PLA2: EC 3.1.1.4), enzimas que 
hidrolizan los glicerofosfolípidos en la posición sn-2, 
liberando lisofosfolípidos y ácidos grasos (5). Estas 
proteínas, además de los efectos ya mencionados, 
también acarrean efectos tóxicos como cardiotoxi-
cidad, hemólisis, edema, inhibición y/o agregación 
plaquetaria (6). Las PLA2 también están presentes en 
los venenos del género Crotalus, y son responsables 
del efecto neurotóxico y de la miotoxicidad local 
y sistémica ocasionados por el veneno. Paralela-
mente existe un subgrupo de proteínas conocido 
como “PLA2 homólogas”, que no ejercen actividad 
catalítica debido a una mutación en un aminoácido 
del sitio activo; pero aunque estas toxinas carecen 
de acción lipolítica, producen efectos biológicos 
similares a los de sus homólogas catalíticamente 
activas, entre los cuales se destacan la miotoxicidad 
y la inflamación (7). Además, las PLA2 enzimática-
mente activas tienen alta homología con las PLA2 

humanas involucradas en procesos inflamatorios, 

y son utilizadas frecuentemente como modelo para 
inducir tal estado fisiopatológico (8-10).

En los últimos años se han intensificado las 
investigaciones sobre inhibidores de PLA2, con 
el fin de contribuir al hallazgo de moléculas que 
apoyen el tratamiento del accidente ofídico, o como 
coadyuvantes para mejorar el pronóstico y la evolu-
ción de sus efectos locales (11). Además, la búsqueda 
específica de inhibidores permite profundizar en 
los mecanismos de acción de las PLA2 de venenos, 
así como en la identificación y caracterización de la 
interacción de las proteínas con su ligando, lo cual 
aún no está totalmente claro (12). 

Las plantas han sido una de las principales fuen-
tes de compuestos bioactivos frente a los venenos 
o las toxinas aisladas de los mismos (13 -15). Un 
grupo de enzimas sobre las cuales se ha enfocado 
el estudio de los metabolitos activos son las PLA2 
(10, 16). Para aproximarse a los mecanismos de 
inhibición de las fosfolipasas se han propuesto es-
tudios de docking molecular, que han demostrado 
la interacción selectiva entre compuestos derivados 
de plantas y el sitio activo de las PLA2 (17). 

En la búsqueda de inhibidores de estas enzimas, 
se realizó un tamizaje de 37 extractos etanólicos de 
especies de plantas vasculares y briofitos contra la 
actividad enzimática de PLA2 del veneno completo 
de Bothrops asper (18). A partir de los resultados pre-
liminares se selecciona Murraya paniculata (L.) Jack 
(Rutaceae), por su efecto antagónico e inhibidor de 
tales proteínas. Adicionalmente, existe un informe 
según el cual el extracto acuoso de las raíces de esta 
especie es usado en medicina tradicional contra 
la mordedura de serpiente (19). Por las razones 
anteriores, este estudio busca determinar la activi-
dad inhibitoria de las fracciones y los compuestos 
mayoritarios de M. paniculata sobre algunos efectos 
inducidos por PLA2 purificadas de venenos de ser-
pientes colombianas. Además, mediante estudios 
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de modelamiento molecular se propone un posible 
mecanismo de inhibición de los metabolitos pre-
sentes en esta planta sobre las PLA2.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Venenos y reactivos

Los venenos de Crotalus durissus cumanensis 
(Departamento del Meta, 4 especímenes), Bothrops 

atrox (Departamento del Meta, 4 especímenes) y 
Bothrops asper (Magdalena Medio antioqueño, 18 
especímenes), se obtuvieron por extracción manual, 
de animales en cautiverio en el Serpentario de la 
Universidad de Antioquia. Posteriormente fueron 
centrifugados a 800 g durante 15 minutos, y los 
sobrenadantes, liofilizados y almacenados a -20°C 
hasta su uso. Todos los reactivos utilizados fueron 
grado reactivo o analítico.

Toxinas

La toxina Cdcum6 (PLA2 del complejo cro-
toxina del veneno de la cascabel colombiana, C. d. 

cumanensis) fue purificada usando cromatografía 
de exclusión molecular seguida de HPLC en fase 
reversa (20). La miotoxina I de B. atrox (PLA2 ho-
mologa K49) fue purificada por cromatografía de 
intercambio catiónico seguida de HPLC en fase 
reversa (21). Una fracción rica en PLA2 básicas (Fx-
V B. asper) y con actividad enzimática fue purificada 
mediante cromatografía de intercambio catiónico. 
Con este propósito, se diluyeron 250 mg de veneno 
en Tris 0,05 M, KCl 0,1 M (pH: 7,0) y se aplicaron 
a una columna de Carboximetil-Sephadex C-25, 
la cual fue equilibrada con el mismo buffer; las 
proteínas fueron eluídas a una velocidad de flujo de  
1 mL/min, con un gradiente de 0,1 a 0,75 M KCl. 
En todos los casos el perfil cromatográfico fue mo-
nitorizado a 280 nm, y la pureza de las proteínas, 
evaluada por electroforesis SDS-PAGE.

Material vegetal

La especie Murraya paniculata (L.) Jack, de la 
familia Rutaceae, fue seleccionada por su actividad 
preliminar contra la actividad enzimática de PLA2 
del veneno completo de Bothrops asper (18). Para este 
trabajo en el campus universitario de la Universidad 
Nacional de Colombia, sede Medellín, fueron co-
lectados 3 kg de esta planta (6º15’41” N, 75º34’35,5” 
W), y se depositó una muestra testigo en el Herbario 
de la Universidad Nacional, Gabriel Gutiérrez Vi-
llegas (Medellín) bajo el código TL-108. 

Fraccionamiento biodirigido 

El extracto vegetal de la especie vegetal Murraya 

paniculata, obtenido por medio de percolación con 
etanol, se fraccionó por cromatografía de columna 
con sílica gel 60 F254 (70-230 mesh), con un siste-
ma de solventes hexano-diclorometano-metanol a 
gradiente. Se obtuvieron 15 fracciones y se evaluó 
su actividad inhibitoria contra PLA2 del veneno 
completo de B. asper. Para la visualización de los 
perfiles cromatográficos y el cálculo de los R

f de 
cada compuesto se utilizaron placas de aluminio de 
sílica gel 60 F254, eluídas con los sistemas hexano-
diclorometano 9,5:0,5 para las fracciones apolares, 
y hexano-acetona 9:1 para las fracciones polares. 

Cromatografía de gases acoplada a espectro-
metría de masas (GC-MS)

La fracción con mayor actividad inhibitoria con-
tra las PLA2 (F3) fue analizada por GC-MS en un 
cromatógrafo de gases Agilent 6890 acoplado a un 
espectrómetro de masas (5973), con una columna 
capilar ZB-35 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm).  Se in-
yectó 1,0 µL de muestra disuelta en hexano usando 
helio como fase móvil a un flujo de 1,0 mL/min 
(velocidad lineal 36 cm/s); la inyección se hizo en 
modo splitless y la temperatura del inyector fue de 
325°C, con una presión de 7,60 psi.  La tempera-
tura inicial de la columna fue de 50°C durante 3 
minutos, luego se incrementó en 5ºC/min hasta 
alcanzar 150°C, donde se mantuvo por 5 minutos, 
y finalmente se elevó 5ºC/min hasta 300°C donde 
permaneció 12 minutos, para un tiempo de corri-
da total de 70 minutos. Para adquirir los datos de 
masas se fijó la temperatura del detector en 350°C; 
se hizo el barrido en modo SCAN con un retardo 
de solvente de 3 minutos y un intervalo de masas 
entre 30 y 800 umas. Para la identificación de los 
picos se empleó la base de datos NIST 98.

Inhibición de la actividad de la fosfolipasa A2

Se examinó la inhibición de la actividad de PLA2 
inducida por veneno completo de B. asper, Cdcum6 
o Fx-V B. asper, usando como sustrato fosfolípidos 
de yema de huevo en presencia de 1% de Tritón 
X-100. Fueron preincubadas concentraciones fijas 
de veneno completo, Cdcum6 o Fx-V B. asper (10, 
15 y 50 µg respectivamente, seleccionadas del seg-
mento lineal de las curvas de actividad), con 100, 
150 o 500 µg del extracto completo o de su fracción 
activa; posteriormente las mezclas se incubaron du-
rante 15 minutos con el sustrato, y por último, los 
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ácidos grasos producidos se extrajeron y titularon 
con NaOH 0,018 N, siguiendo el método de Dole 
(22). El porcentaje de inhibición de la actividad de 
PLA2 se calculó tomando los respectivos controles 
negativos y positivos (veneno o toxinas) como el 0 
y 100% de actividad, respectivamente. 

Inhibición de la citotoxicidad inducida por la 
miotoxina de B. atrox

Los experimentos de inhibición de la actividad 
citotóxica inducida por la miotoxina I de B. atrox 

se practicaron sobre células musculares de ratón 
C2C12 (ATCC CRL-1772) (23), mezclando 25, 
50,100 y 200 µg de la fracción activa con 20 mg 
toxina en 150 µL de medio (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium suplementado con 1% de suero fetal 
bovino), e incubando las soluciones a 37°C durante 
30 minutos; posteriormente, 150 µL de las mezclas 
se adicionaron a un plato de 96 pozos y fueron 
incubados a 37°C durante tres horas. Finalmente 
se colectó una alícuota del sobrenadante para la 
determinación de la actividad de la enzima deshi-
drogenasa láctica (LDH; EC 1.1.1.27) liberada de 
las células dañadas, en un ensayo cinético (Wiener 
LDH-P UV). El porcentaje de inhibición se calculó 
teniendo el medio y la toxina como controles de 0 
y 100% citotoxicidad, respectivamente.

Docking

La estructura del compuesto mayoritario, cis 
octadeca-9-enoato de etilo, se construyó con el 
programa Ghemical, y su geometría fue optimizada 
con un algoritmo de gradiente conjugado, utilizan-
do 2.500 pasos de minimización, una tolerancia de 
0.001 y el campo de fuerzas Tripos 5.2 (24). Como 
no se cuenta con la estructura cristalográfica de 
ninguna de las toxinas utilizadas, para el modela-
miento molecular se seleccionaron otras estructuras 
homólogas, aisladas de venenos de serpientes del 
mismo género. Se utilizó como molécula receptora 
la estructura cristalográfica de la miotoxina II de 
Bothrops asper, depositada en el Protein Data Bank 
con el código de acceso 1CLP (25), que posee un 
89% de identidad con la miotoxina I de B. atrox 

utilizada en este estudio (21).
Los ligandos fueron encajados en la estructura 

de la miotoxina mediante un protocolo de docking 
de cuerpo flexible con el programa AutoDock 4,0 
(26). Se reconstruyeron los protones con AutoDock 
Tools (ADT) y las cargas se calcularon con el mé-
todo Gasteiger, según el protocolo implementado 

en el mismo programa. Las aguas se eliminaron 
del archivo pdb para el proceso de Docking. Los 
mapas que representan la proteína se calcularon 
con la opción AutoGrid, utilizando una grilla de 40 
x 40 x 40 Å3 con espaciamiento de grilla de 0,375 
Å, centrada en el sitio activo de la miotoxina. Para 
el docking se utilizó un algoritmo genético lamar-
quiano y se practicaron 100 simulaciones, con una 
población inicial de 150 moléculas y un máximo 
de 2.500.000 evaluaciones de energía. Las tasas de 
mutación y entrecruzamiento fueron de 0,02 y 0,8 
respectivamente. Se escogió el modelo con menor 
valor de energía asignado por AutoDock.

Análisis estadístico

Con el fin de determinar si existía diferencia 
significativa entre los porcentajes de inhibición de 
la actividad de PLA2 inducida por Cdcum6 y Fx-V 
B. asper, se practicó un análisis de t-Student con un 
límite de confianza del 95%. Como la muestra no 
se ajustaba a una distribución normal, este resulta-
do se confirmó con la prueba de Mann-Whitney, 
la cual no mostró diferencia estadísticamente 
significativa entre la inhibición de Fx-V B. asper 
y la de Cdcum6. Con el propósito de calcular la 
concentración inhibitoria 50% (CI50) para la acti-
vidad citotóxica inducida por la miotoxina I de B. 

atrox, se realizó una regresión lineal simple a partir 
del segmento lineal de la curva mg/ mL fracción 
activa vs. porcentaje de inhibición. Los resultados 
se muestran como la media ± SEM (error estándar 
de la media). El número de repeticiones es aclarado 
en cada caso. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El fraccionamiento biodirigido del extracto eta-
nólico de hojas de M. paniculata arrojó 15 fracciones 
(F1-F15), con porcentajes de inhibición sobre la 
actividad de PLA2 del veneno completo de B. asper, 

que variaron entre 12,42 y 71,21 %, como se ilustra 
en la tabla 1. Por la alta capacidad inhibitoria de la 
fracción F3, ésta fue seleccionada para la identifi-
cación de sus compuestos por medio de GC-MS. 
De allí se determinó la presencia de ácidos grasos 
esterificados con un grupo etilo (compuestos 1-3) 
como compuestos mayoritarios, como se observa 
en la tabla 2. Estos compuestos fueron identificados 
de acuerdo con su patrón de fragmentación en el 
espectro de masas, por medio de comparaciones 
con compuestos registrados en la base de datos 
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NIST 98. En la figura 1 se aprecian los espectros de 
masas del compuesto mayoritario (1), y el espectro 
comparativo de la base de datos, con el cual tiene 
un porcentaje de similitud del 99%, corrobora su 
estructura. Además, en esta fracción se detectaron 
compuestos minoritarios de tipo sesquiterpénico. 
Después de la caracterización, se estableció la capa-
cidad inhibitoria de F3 sobre la actividad enzimá-

tica de PLA2 purificadas de venenos de serpientes 
colombianas (Fx-V B. asper y Cdcum6), ensayos 
donde se estableció que esta fracción neutraliza con 
potencia similar PLA2 crotálicas y bothrópicas. Por 
otro lado, F3 también neutralizó la citotoxicidad 
inducida por una PLA2 homóloga (enzimáticamente 
inactiva) del veneno de B. atrox con un CI50 de 0,53 
µg/µL, como se representa en la tabla 1.

Tabla 1. Actividad inhibitoria de Murraya paniculata y de su fracción F3 sobre la actividad enzimática de PLA2 
del veneno completo y toxinas aisladas.

Porcentaje de inhibición de la actividad de PLA2 CI50 citotoxicidadd

Muestra Veneno Completoa Fx-V B. asperb Cdcum6c

Extracto crudo 56,00 ± 1,0

F 1 15,76 ± 5,8

F 2 12,42 ± 8,0

F 3 71,21 ± 9,4 74,07 ± 3,7e 64,96 ± 1,7e 0,53 (0,40-0,66)

F 4 6,67 ± 6,7

F 5 12,73 ± 6,4

F 6 6,364 ± 3,2

F 7 32,42 ± 3,9

F 8 38,48 ± 4,5

F 9 50,00 ± 9,6

F 10 50,00 ± 9,6

F 11 35,19 ± 8,1

F 12 51,85 ± 14,8

F 13 55,56 ± 14,7

F 14 20,37 ± 6,8

F 15 50,00 ± 9,6

a Se utilizaron 10 µg de veneno completo de B. asper, contra 100 µg de cada una de las fracciones. Los resultados se muestran como la Media 
± SEM, n = 3. 
b Se utilizaron 50 µg de Fx-V B. asper contra 500 µg de F3. Los resultados se muestran como la Media ± SEM, n = 3. 
c Se utilizaron 15 µg de Cdcum6 contra 150 mg de F3. Los resultados se muestran como la Media ± SEM, n = 3. 
d Se utilizaron 20 µg de miotoxina I de B. atrox contra 0,13, 0,27, 0,67 y 1,33 µg/µL de F3. Los resultados se muestran como el CI50, con inter-
valos del 95% de confianza, n = 4.
e No se determinó diferencia estadísticamente significativa entre estos dos resultados.

Tabla 2. Estructura de los compuestos mayoritarios presentes en la fracción F3.

Compuesto
tR

a

(min)
Abundancia

(%)

1. 

O

O

36,08 31,51

2. 
O

O

36,57 7,90

3. 
O

O

36,73 13,43

a Tiempo de retención
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Con los resultados descritos, se realizaron es-
tudios de docking molecular, que se ilustran en la 
figura 1, con los cuales se demostró que los com-

puestos identificados en la fracción mencionada 
interactúan con aminoácidos del canal hidrofóbico y 
otros residuos de gran importancia para la catálisis.

Figura 1. Comparación de los espectros de masas del compuesto de la base de datos NIST 98 (arriba) y el compuesto 
mayoritario cis octadeca-9-enoato de etilo (1) (abajo), con un porcentaje de similitud del 99% en su patrón de fragmentación.

Figura 2. A y B. Docking del cis octadeca-9-enoato de etilo 
(1) en el canal hidrofóbico de la fosfolipasa A2 de Bothrops 

asper. C y D. comparación con la unión del ácido esteárico y la 
1-O-octil-2-heptilfosfonil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina.

La miotoxicidad y la inflamación son efectos muy 
frecuentes en la mayoría de los accidentes ofídicos 
causados por serpientes de la familia Viperidae (27). 
Las enzimas responsables de la inducción de los 

efectos mencionados son las PLA2, que son 
dependientes de Ca2+ y catalizan la hidrólisis de 
la posición sn-2 de glicerofosfolípidos, produ-
ciendo lisofosfolípidos y ácidos grasos (5). En la 
figura 2, se puede observar que la estructura de 
las fosfolipasas está compuesta por tres hélices 
largas (α1- α3), una hélice corta, un ala beta y 
un sitio de unión al calcio. Estas proteínas tienen 
longitud variable, de 119 a 134 aminoácidos, 
sus dos α-hélices antiparalelas (residuos 37-54 y 
90-109, respectivamente) definen, con ayuda de 
la α-hélice N-terminal (residuos 1-12), el canal 
hidrofóbico. Dicho canal es el encargado de con-
ducir el sustrato hacia el sitio activo que, a su vez, 
está conformado por cuatro residuos: H48, D49, 
Y52 y D99. Otra región altamente conservada en 
estas proteínas es el dominio de unión al calcio, 
que compromete Y28, G30 y G32, los cuales, 
en combinación con D49, son los encargados de 
unir el Ca2+ requerido para la catálisis. Además, 
existe una superficie de unión interfacial, que 
media la adsorción de la enzima en la interfase 
lípido-agua entre el exterior y la bicapa lipídica 
de las membranas celulares (28). 
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Asimismo, el subgrupo conocido como “PLA2 

homólogas” presenta una sustitución del D49 por K, 
R, S, Q, o N, entre otras, que conduce a la pérdida de 
unión al Ca2+ y, subsecuentemente, de la actividad 
enzimática (29, 30). Aunque estas toxinas carecen de 
acción lipolítica, tienen efectos biológicos similares 
a los de las enzimas catalíticamente activas, como la 
miotoxicidad y la inflamación (7, 30). 

En este estudio se logró determinar que una 
fracción (F3) aislada de M. paniculata, con alto con-
tenido de etil ésteres derivados de ácidos grasos, 
neutraliza con gran eficacia las PLA2 crotálicas y 
bothrópicas, así como PLA2 homólogas. Con el fin 
de determinar el tipo de interacciones responsables 
de la inhibición de las actividades de las toxinas 
por parte de los compuestos principales de F3, se 
hicieron estudios de modelamiento molecular. Los 
compuestos etil ésteres identificados en la fracción 
F3 de M. paniculata tienen varias características 
que explican su actividad inhibitoria. El docking 
de cuerpo flexible del compuesto mayoritario, cis 
octadeca-9-enoato de etilo (1), en el sitio análogo 
al sitio activo de la PLA2 de B. asper, sugiere que 
los oxígenos de los etil ésteres de ácidos grasos po-
drían interactuar con los nitrógenos de las cadenas 
laterales de la H48 y/o K49 de la miotoxina II de B. 

asper. Sin embargo, como el sitio activo de las PLA2 
está enmarcado por una cavidad hidrofóbica deli-
mitada por las cuatro hélices, tiene la profundidad 
apropiada para acomodar dos cadenas alifáticas, 
como se observa en la figura 1. Una de estas cadenas 
alifáticas es estabilizada mediante la formación de 
puentes de hidrógeno del extremo polar de los fos-
folípidos con las cadenas laterales de la hélice α2 y el 
esqueleto de la proteína. La segunda cadena alifática, 
a su vez, es estabilizada principalmente mediante 
interacciones de van der Waals con los aminoácidos 
hidrofóbicos que delimitan el sitio de unión (L2, L5, 
I9, P17, A18, Y22, V102 y L106) (31), como puede 
observarse en la figura 1. En el caso del cis octadeca-
9-enoato de etilo, la presencia de la α-hélice corta 
en la proteína obliga a la cadena alifática a plegarse 
sobre sí misma, ocupando la estructura proteica en 
toda su extensión. La cavidad hidrofóbica tiene una 
longitud aproximada de 12 Å, que corresponde a 
un etil éster con nueve carbonos en la cadena alifá-
tica. En consecuencia, no es sorprendente que las 
cadenas alifáticas de los compuestos 1, 2 y 3 de la 
fracción activa F3, presenten insaturaciones a partir 
del carbono 9, lo que facilitaría la adopción de una 

conformación más compatible con el sitio de unión. 
La restricción de los grados de libertad conforma-
cional mediante la introducción de dobles enlaces 
también puede tener implicaciones en la constante 
de disociación, mediante la reducción de la entropía 
conformacional en el proceso de unión. Al analizar 
la estructura cristalográfica de otras fosfolipasas en 
complejos con ácido esteárico (31) y 1-O-octil-2-
heptilfosfonil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (32), 
se observa que estos compuestos también ocupan 
el canal hidrofóbico utilizando dos cadenas alifáti-
cas. El repliegue del cis octadeca-9-enoato de etilo 
impediría la unión de una segunda molécula del 
inhibidor, aunque no se descarta la existencia de 
un mecanismo de unión que implique dos molé-
culas por sitio activo a concentraciones mayores 
del ligando.

 A pesar de que los estudios de modelamiento 
molecular se efectuaron con una PLA2 homóloga, 
las uniones descritas entre los compuestos de F3 y 
las PLA2 enzimáticamente activas serían similares, 
bloqueando el canal hidrofóbico y el subsecuente 
acceso del sustrato por el mismo, lo que se traduciría 
en disminución de la actividad enzimática, efecto 
que se observó en este estudio. Adicionalmente, 
las interacciones entre los compuestos de etil éster 
derivados de ácidos grasos y las PLA2 homólogas, 
ya mencionadas, son de gran importancia para la in-
hibición de los efectos tóxicos inducidos por dichas 
proteínas, en correspondencia con estudios previos, 
donde se ha demostrado que la libre accesibilidad 
por el canal hidrofóbico hacia el sitio similar al sitio 
activo de estas proteínas es un proceso necesario 
para inducir la miotoxicidad, efecto directamente 
relacionado con la citotoxicidad evaluada en este 
trabajo (24, 33). 

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la inhibición de la 
actividad enzimática de PLA2 y la citotoxicidad se 
apoyaron en los estudios de modelamiento molecu-
lar, donde se demuestra que los compuestos con etil 
ésteres de ácidos grasos bloquean selectivamente el 
canal hidrofóbico de estas proteínas. La identifica-
ción de las moléculas inhibidoras descritas en este 
trabajo permitirá profundizar en los mecanismos 
de acción de PLA2 y posibilita el desarrollo de pro-
ductos farmacéuticos que mejo ren el pronóstico del 
accidente ofídico.
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