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RESUMEN

Se realiz0 la caracterizacion biofisica de la interaccion protena-carbohidrato de la HDL/
BGBP (lipoproteina de alta densidad/proteina unidora de beta-glucanos) y lisozima de camardn
blanco Penaeus vannamei. Las dos protefnas participan en el sistema de defensa de este
crustaceo. La HDL/BGBP reconoce carbohidratos con uniones del tipo -1,3 y la lisozima
hidroliza el enlace glucosidico -14, los cuales se encuentran en hongos y bacterias,
respectivamente. La  caracterizacion de estas proteinas se realizo mediante técnicas biofisicas
como dispersion dindmica de luz, dicroismo circular y calorimetria de titulacién isotérmica.
Ademis se us el método de difiision de vapor en gota colgante para cristalizar ambas proteinas

en ausencia y presencia de sus respectivos sustratos.

La lisozima recombinante de camardn se purifico por cromatografia de intercambio
ionico y presentd dos picos maximos de actividad, a pH 5.0 y 9.0. La estructura secundaria de la
lisozima a pH 7.0 es predominantemente hélices alfa (29 %), mientras que a pH 5.5 presenta una
estructura con 24 % de hojas beta y 29 % de hélices alfa. El punto isoeléctrico es de 8.5 y su masa
molecular de 17.1 kDa. El NaCI no altera considerablemente la agregacion de la proteina y la
quitotriosa disminuye su estado de agregacion conforme se acerca a su saturacion. Los cambios
en estructura secundaria de la lisozima-quitotriosa muestran un incremento en el contenido de
beta-plegados conforme se satura la proteina. La constante de asociacion lisozima-quitotriosa
presenta valores en un orden de magnitud mayor a los reportados para las lisozima de gallina y
de ganso. La cristalizacion de la lisozima se logrd en presencia y ausencia de quitotriosa,
utilizando condiciones diferentes a las reportadas para las lisozimas de diferentes fuentes
cristalizadas a Ia fecha.

InJIJ)L/HGBP disminuye, su estado rk agregacion a ,f'C, micmrus e Triton X .J 00 lleva 4 I,
poldiLl a un cstndo 11-16110mdl-eny MOD<Jdispen<:,. 1il Nn('I illeelllent. el «stado rk agregaeion de e)ta

prot.cinn, y ademos provoc;n que se c:xpong:m sus n) iduoll diIriprofno. St utilizé lalllinorribiosn como
modelo de ligimdn pan, 1-IJL/BGBP y se ob,1,1v6 que se Jiillee curnbiii/l cnaticos en el :stado d,
agregacion de !Llproleinu. Este misl1101 foeto se obscrvu ni.:evaluar los cambios de (stui:1111-asc.cImdDriu de
laHJ)L/BGBP alint.c,mccionar con 111laminorrihioi,11, Tambidn se obl.11vi l-onpeq\ldlos mic.merist] 11c, de

cstnlipoglicoprotdna,



INTRODUCCION
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B ocamaron es uno de los recursos marinos que mas divisas aporta ai pals, Las
principales pesquerias de camaron se ubican en los estados de sinaloa, Sonora, Tamaulipas
v Campeche, Entre lag principales especies de interds comercial en el Pacifico se encuentra
el camardn blanco, Pensens vannamed, En Meéxico al igual que oftros paises, Ia incapacidad
de satisfacer I demanda de camardn o en el mercade nacional como internacional es
cada ver mas alarmante. Esto se upe a la amenaza de extinguirlo mediante su captura
axcesivin, Por esto se ho impalsado el desarrolle de su cultivo, principalmente en el poroeste
de Méxice (Andnime, 2008, Bl cultivo de camuron en México inicid hacia 1985,
conviriéndose en una actividad de wascendental lmportaneta econdomica y  sookalk
Actualmente, es 1a principal industria acuieola del pais, y los estados de Sinaloa y Sonors
se han convertido ep Jos lideres de produccion, En Sonora, sepin un reporte del Comite
Estal de Sanidad Acuicola, se cuentan con 14,000 Ma dedicadas a la slembra v cultive de

esle crostdeeo (Andmimo, 2000; 2004 v 2005),

BI problema mas serio gue presenta Ja industria camaronicola dedicada al cultivo de
camarén s Ja presencia y  diseminacidn de enfermedades, A nivel muondial, lag
enfermedades infeceiosas han causado grandes pérdidas econdmicas y el cierre de pranjas
en Aste v América. F mal manejo sanitario generd) de una granja puede causar pérdidas
tan importantes como las provocadas por os virus, La deficiencia cn Ja hmpieza del
estangue, mala circulneidn del agua, ambiente estresante, so1 sobo algunis condiciones en
las que se pucden involuerar diversos pardsifos {(hacterias filmmentosas ¥ protegoos),
(Andmimo, 2000), Los avances en higiene, reproduccion, epideniologia v otras areas de
estudio, no han evitado que Jas enfermedades en camarén continten siendo un problema
crucial, Esto bisicamente porque a respuesta fiziologica del erusticeo depende ademis de
factores internos, cono son las condiciones de salud y notricion (Andnimo, 2008} Por esta
razon, los estudios sobre las mscromoléculas que participan en los diferentes procesos

biologicos del camaron son eada vez mas importantes. Asi como Ja wrgencia por definir



guitnes son estos componenttes, como, cudndo y donde anteractsian con Jas diferentes

macromoiéeulas }.’IJ”GSGIHES S 51 Entori),

De abi que el objetive primordial de este imabapo sea el de caraclerizar
biofisicamente a dos proteinas que imteractuan con carbohidratos. Esta interaceidn les
permite desempefar una inportante funcion en el sistema de defensa del camardn blanco,
Penaens vannamei, Bn log invertebrados marinos no se ba detectado una respuesta inmune
mediada por inmunoglobulinas especificas (Vargas-Albores e al., 1997). Sin embarpo,
Ealo% Orgarismos cueman con un sistemas rapido v eficiente de defensa innata celular
medianie fagovitosis, Tormacion de nddulos vy encapsulacion, También, son capaces de
detectar v responder & fog antipenos de la pared celular de micronrganismes como son
Hpopolisaciridos  (LPS), peptidoglicanos v Peplucanos, & tavés de proteinas de
reconocimiento {Soderhall e al., 1979, Vargas-Albores er ol 1997} Una de las proteinas a
estudiar gs )a proteina bifuncional HDL (ipoproteina de alfa densidad ) BGRP (proteing que
se une a bet glucanos), Esa participa en el ransporte de hipidos desde el sitto de absoreion
al sitio de almacenamiento, sintesis y ublzacién, También st como proleina de
reconocimiento de B, 3-lucanoy en el gistema de defensa ded camaron, Una vez gue Ta
FILAZGEY reconove al plucane favereee la degranulacion de tos hemoeitos, Dberando asi

el sistema profenol exidasn (proFOy),

La owa proteina a caracterizar es In lsozima, la cual al fgeal que Ts HDL/BGRP,
participa en ¢l sistema de defensa del camaron, Actida como enzima bacteriolitica ya que
rompe carbobidratos con wiones del tipo =14, NAM-NAG, presentes en la membrana
celtlar de tas bacterias Gram (). También se ha encontrade gue la lsozima de camardn

btanco tiene la capacidad de actuar contra bacterias Gram () (de ls Re-Vega ¢ al., 2005),

Lo interaceron de cads unn de lus dos proteinas con carbohidratos ocure en I
hemaolinfa det camardn, 1a cual teng una concentracion de 045 M de cloruro de sodio. De
alii que en este trabajo lambién se plamee el evaluar et elecro del NaCl sobre I iteraceion

proteina-carbohidrato para estas dos protelngs,
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ANTECEDENTES

e aiky T T e R S e SR S e

interaccion proteina-carbohidrato

Los carbohidratos son fos principales conponentes de la superficie de muchas
céhulas. En su forma de macromoléculas, tienen la capacidad de codificsr informacion
hiologica v actuay como banderas de identificacion cebular (Ygavish y Sanan, 1998), PPor Jo
que tos carbohidetos son reconocidos como delerninantes antigénicos y marcadores de a
diferenciacion, La evidencia experimenta] mmphea directimente a los carbohidratos
complejos en procesos de reconocimiento especifico y adheston entre células y a ta matriz
extracelular  (Nangia-Makker o af, 2002). fixisten proteinas  que  interactian
gspecificamente con carbohidratos mediando unn variedad de actividades biologicas, has
cuales ocurren solo si estas dos macromoléeulas entran en contacto {(Qasba, 20000, Estas
actividades bioldgicas van desde o fertilizacion, pasando por embriopgénesis y madyracion
de tejido, y extendidndose a procesos patelogicos como es Iy metdstasis tumoral (Aboitiz ¢

al., 2004),

Lag proteinas que unen carbohidratos pueden interaecionan con oliposaciridos de
diversos tamaiios. Lo alimdad de umdn parn eslos aalcares se ibcrementa por la
contribucion de subsitios de unidn presentes en la proteing, kstos subsitios acomodan los
residuos monosacaridos individuales del oligosacirido (Lammerts van Bueren v Bovaston,
2004, Bl conocimiento de Ias nteraceiones proteinp-carbohidrato deriva de estudios
estrucuturales que involueran Jectings de leguminosas, anticuerpos, proteinas de union
periplismicas vy complejos engima-sacaride, Bo Ja formacion vy estabilizacion de Jos
complejos  proteina-carboliidrate se aprecia el papel importanfe de los puentes de
hidsdgeno, nteracciones bidrofdbicas, presencis de moléculas de agua v slgunos iones
como el caleio. Bstos avances han sido posibles mediante estwdios de mutagénesis dingida
en el sitio de union, observindose en algunos casos que Ja especificidad de Ja proteing por

el carbahidrato cambia por la sustitueion de s6lo dos aminodeidos (Bourne ef af,, 1993),



Las proteinas gue se unen a carbobidratos han sido clagificadas o dos prandes
prupos en base o la exposicion hacia el solvente de sus sitios de union al carbohidrato
(Quiocho, TU8Y; Rini, 1995 Elgavish v Sanan, 1998). Ln Jas proteings del grupo 1, estos
gitiog estan localizados en hendiduras profundas y la union deja poco o nada del bigando
expuesto sl solvente. Los carbohidratos unidos por esta clase de proteinas son de ala
afinidad, Upicamente con constantes de disociacion sub-micromolares, En este grupo se
inctuyen lag proteinas de union al periplasma bacteriano y ciertas enzimas que actuan sobre
plicanos (Weiss, 1996). En contraste, los siios de uiion de ks proteinas del grapo 11
tenden a sstar en la superficie de Ja proteing ¥ son hendiduras poco profundus. Las lectings
¢ inmunoglobulings se encuentran incluidas en este grupo. Lag afinidades de widn son mas
bajas que parn las proeinas del grapo 1, por piemplo, las fectinas generalmente tienen
congtantes de disociacion en e} rango milimolar, Las diferencias entre estos dos grupos se
reflejan sobre todo en el mimero de Jos contactos formados y en el prado de exclusion del
agua dentro de los sitios de unidn (Weiss, 1990; Elgavish y Sanan, 1998, Popescu of al.,

2003),

it interacaion proteina-carbohidrato en lag proteinas pertplismicas (grupo 1) se basa
en la formacion de puentes de bidrogeno, inglivendo al grupo hidroxilo. La interacein de
estas proteinas con el carbohidrate produce un cambio conformacional en el que se excluye
a la pentosa o hexosa del sobvente. T gran niimero de puentes de udrdpeno formados en gl
sitio de union se correlaciona con vatores elevados de las constanles de asociacion,
También provoca ln expulsion de cantidades prandes de moléeulas de agus coando la
proteing se eierra atrededor del ligando. Todo esto crea un ambienie adecuado pars

proporciovar wita alinidad sla entre esta clase de proteinas v af carbohidraio {Weiss, 19906),

La interaceion de lectinas (zrupe 1 con carbohidratos también se basa en la
formacion de puentes de hidrogene, pero exponiendo gl sotvente una poreion sipnilicativa
del anitle del amicar. Fsto permite e reconocimiente de sustituciones diferentes on las
posiciones particulares del anidlo, Lag estructuras conocidas de Jectinas exhiben una gami
diversa de arguitecturas iridimensionales. Sin embargo, los papeles paralelos jugados por el
subsitio v la multivalencia de a subunidad, proporcionan ur marco pura entender las bases
esiructurales de Ing interscciones de lectinas-carbohidratos, Las subunidades v la

4



multivitlencia deb subsitio son log dos mecanismos que confieren especificidad o la
pferaceion entre estas profeinas v el carbohidrato, Este glimo puede ser macromoleenlar o
unp simple mondmero de carbohidrato, En baointeracoidn fectng-carbohidrato venen un
papel muy importante ef solvente, la conformacion y Ja fiexibihidad del oligesacindo (Rin,

1995), La tnlersccion proteina~carbohidrato es iz base de la funcion bioldgica de alpunas

proteinas que participan en el sistem inpume de un gran nimero de organismos.

Sistema de defensa del camaron

Inmunidad e el conjunto de reacciones divipidas a la ehiminacion de sustancias
extrafing o través de factores humorales y celulares, que protegen al organismo contra fas
agresiones infecciosas, parasitanas v proliferaciones matignas, Mediante este sistema, e
organismo puede detectar y combatir componentes extrafios o moléoulas no propias, Jin los
vertebrados, la defensa inmune incluye memorta adaptativa, inmunoglobulinas especificas
v célutas especinlizadas; asi como respuesta no especifica o través de células fagociticas
{Bach v Lesavee, 1983) En los invertebrados marinos no se ha detectado una respuests
miviune mediada por inmunoglobulings especificas (Vargas-Albores er al, 1997). 5in
embargn, estos organismoes cuentan con un sistema rdpido v eficiente de defensa innala
cetdar mediante Tagocitosis, Tormacidn de nddulos v encapsulacion, Adends, medianie
proleinas de reconocintento son capaces de detectar v responder a los antigenos de Ja pared
celular migrobiana como son lipopolisaciridos (LPS), peptidoglicanos v f-glucanos

(Soderbat]l v Unestam, 1979, Vargas-Albores et al., 1997),

Bl sistema de 1a profenoloxidasa (prol 0} es uno de los principales componenies del
sistema de defensa humoral en invertebrados (Johansson y Soderhall, 1989 Ashida, 1990;
Yoshida ef gf, 1996). Uste se compone por una cascada enzimidtica que culming en la
formacion de melanina v osus precursores (Soderhall, 1982, Rateliffe e of,, 1985). El
componente principal de este sistema es la enzima profQ) (Johangsan y Soderhall, 19E9),
Fista enzima se encuentra localizada en el imterior de los hemocios granulares de Jos
crusticeos (Smith y Soderiall, 1983, Johansson y Soderhall, 1989 Gotlas-Clabviin e ol

FOUOY, aungue wambién se ha detectado de form Hbre en el plasma de insectos (Saul et al,
A
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1987, B sistema proFO puede ser activado por proteings de reconocimiento anfe la
presencin de lipopolisacirido (LPSY (ohansson y Soderhall, 1992) o f-glucanos de fa pared
celular de hongos y de atgunas microalgas (Saul er al., 1987 Soderhall e/ af,, TYES). Listos
compuestos favorecen la degranufacion de los hemocitos, liberando asf o prolfQ) gue se
ansforma en fenoloxidass (FO) por fa accion de o enzima activadora de la prolOQ
(EaprolF() (Ashida vy Soderhall, 1984 Gollag-Galvin e al, 1999). La J'O catadiza Ja
pxidacion de fenoles o quinonas, fas cuales contintan oxidindose hasta o formacion de
melaning, Fsta se deposita alrededor de particulas extrains encapsuladas, en nodulos de
hemoctios v en sitios de infeccion causada por hongos en da culicula del exoesqueleto,
cobstituyendo ast una barrera de defensa importante (Rowley vy Rahmet-Alla,  1990;
Soderhall e af., 1994; Vargas-Albores er al., 1998), En el grupo de las proleinas de

reconocintiento que desencadenan ¢l sistema di Ta proFO se encuentra la MIDL/BGRE,

BGBP (proteina que une f-glucanos )/ HDL (lipoproteina de alta densidad)

Lo BGBEP es una lipoglicoproteing que reconoce carbohidratos {1 3-glucanos
presentes en Jo pared celulay de Jos hongos (Saul er af., 1987). Ista proteing ha sido
purtficada en dos insectos, Mlaberus craniifer (Soderhall er al., 1988) y Bombyx mori
{Ochiat y Aghida, 1998) v en tres crustbecos: Pacifastacus lerinscidus (Duvis y Soderball,
1990Y, Penaews calfforniensts (Vargas-Alhores e al,, 1990} y Penaens vannamei (Vargas-
Albores er al., 1997). Fste tipe de prowing también se ha idemificado en crugticeos como
los langostinos de agua dulee Asacus astacus 'y Procambarus elarkii (Duvie y Soderhall,

1993), asi como el canprejo marino, Carcings maenas (Thomgvist ef af., 1994),

Una ver que ta BOBP interaccionn con 1os beta-glucanos, ¢l compleio adguiere 1a
capacidad de unirse a un receptor en la membrana cehalar de los hemocitos (Basraco, of al.,
19913, Bsto favorece la degranulacion de hemovitos, lo cual merementa la activacion del
sistema de fa proPO (Vargas-Albores, 1995), asi como iag actividades opsdinicas
(Johapsson v Soderhall, 1992; Varpas-Albores, 1995), Se propone que el recepror para el
complejo proteina-carbohidrato estd mas involucrade en fa respuesta de defensa gue con el

fransporte de lpidos (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000% La BGIE de P vanngmed
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y de 2. californiensiy pesa de 100 a 125 kDa y su composicion de aminodcidos es similar
enbre ellas, Ambas son plicoproleinas  que conticnen manesa, glucosa vy Negeetil
olucosamina {Vargas-Adbores ¢r al,, 19973, Ademis, 1a BGBP tene Ja capacidad de unirse
a heparing, por lo que se Je considera una HBY (del ingles “Heparin Rinding Prowein™)
(Hménez-Vegn er ol 2002}, Esta proteina también se conoce con ¢l nombre de HDL
(lipoproteina de alla densidad) poy su participacion en el trangporie de lipidos dentro det

carnardn blanco.

os lipidos en la hemolinfa se encuentran como un complejo soluble en medio
acuoso mediante 1a ineraceion apoproteina - lipido, Hamade Jipoproteina, Bstos complejos
transportan lipidos desde dos sitios de absorcion, abmacenamiento o sintesis a los sitos de
utitizacidn (Mathews y van Holde 1997, 5e clasifican en base o su densidad comu; VLDL
(lipoproteing de muy baja densidad), < 1.006 g/mb; LIDL (ipoproteina de baja densidad),
POOG - 106 p/ml; MDL (Jiproteing de alta densidad), 1.06 - 1.2} g/ml y VHDL
{(lipoproteina de muy alta densidad), » 121 g/ml (Teshima y Kanazaws, 1980; Lee, 1991},
La HDL v la VML son lag mds abundantes ep crugtdceos (Lee, 19915 Spaziani y Wang,

1991 Stratakis ef al,, 1992 Komatsu eral., 1993},

Las lipoproteinas de invertebrados estdn constituidas por un midximo de tres
polipéptidos, por lo gue se les clasifica como apulipoproteinas simples (Kanost el al.,
LORSY. En erusthceos existen dos olases de lipoproteinas, las relacionadas con la
reproduceidn v las involucradas con la nutricion. Las lipeproteinas reproductivas o
vitelogeninas se encuentian sélo en la hemolinfa de lag hembras maduras y su funcion es
wansportar lipidos del hepatopdncreas hacia el ovario (Garcia-Orozeo er af., 2002). Las
lipoproteinas presentes en organismos de ambos sexos cumplen la funcitn nutricional,
transportan Jipidos del hepatopaneress bacia los tejidos de wibizacion, come el mmseulo
(Lee, 199]1). De acuerdo a su densidad, estas lipoproteinas se clasifican como VHDL y
HIL, Hall y colaboradores (1995), encontraron que la HDL y VDL en el plasma de
Pavifastacus leninsculus correspondian a dos proteinas involucradas en e¢f reconoctmiento
de particulas extrafias vy ep la coagulacion, descritas previamente como BGBP v CP
(proteina de coagulacion), respectivamente. Lo mismu se encontrd para la VIIDL det
langostino de arena (Komatsu y Ando, 1998) v para log camarones marinos P, vannamel y
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Pocaliformiensiy, donde Ta HDL también se identificd como BOBY (Yepiz-Plascencia ar af.,

T998).

L HDL de camaron blanco es una Hpoghcoproteina con densidad de 1,15 g/ml., de
125 kBa y punto isocléctrico de 5.8 (Sotelo-Mundo, 1993, Yepiz-Plascencia er al., 1995),
Contiene aproximadamente un 57 % de lipidos, los cuales estan compuestos por 43 % de
fosfolipidos, %.5 % de aciphiceroles, 4.8 % de esteroles v trazas de doidos grasos fibres
{Ruiz-Verdugo e ol 1997, La secuencia del extremo amino teeninal v su eontenido totl
de aminedcidos son muy similares a bag reportadas paca P californiensis (Ruiz-Verdugo et
ak., 1997, Yepiz-Plascencia et al,, 1998) y Pacifostacus lenfusculvs (Cereniug ef of,, 1994),
También se encontrd una reactividad cruzada con amttcuerpos antldDL y antiBGBP (Ruiz-
Verdugo ef al,, 1997). Bn base a todo 1o anterior so dedujo que BGBP v 1DL gon la misma
proteina v se le conoce como la proteina bifuncional VDL/BGRP (Yepiz-Plascencia ef al.,

1998),

Mis recientemente se ha caracierizado biofistcamente a Ty HDL/BGRBP. Mediane
wenicas de dicroismo cirenlar se ha determinado que su estructors secundaria estd
compuesta por un 53 % de boja beta (37 % antparalelis y 10 % paralelag), up 20 % de
héhices ala y el porcentgje restante formado por fazos y estructura no ordenada (Vargas-
Regueni, 2000, Vargas-Requens er al., 2002, Por otro lado, fas constantes de disociacion
entre HDL/BGBP v carbobidralos tipe beta-glocano como  laminoribiosa, o del tipo
sutfatlados como heparina, tenen valores en el orden de concentracion  micromolar.
Addemis, Ta HIIL/BGEY interactia con membranas de fosfolipidos, generando procesos de
agregacion similares a los observados en LDL de humanos, Sin embargo, ain no se ha
elucidadto si dicho proceso involuera fa fusion de membranas o ex Onicamente debido a

agrepacion de vesiculas (Vargas-Reguena er of., 2002),

La secuenaia aminoacidica de la HDL/ABGHEP deducida o pantr de su cDNA
contiene un nwreo de lectyra abierly de 1434 aminpdcidos (Romo-Figueroa ¢ af., 2004),
Inclaida en esta secuencia se encuentra la del amine terminal v ires secuencias lernas de
aminpdcidos, obtenidas por digestion triptica (GenBuank AY249838), B primer residuo de
metioning s encuentra a 197 residuos en el fado opuesto al amino enminal, y no tene una
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seenencia de péplido sefia) consenso (Romo Figueroa er gf., 2004), La secuencia amino
rerminal de Jo FDLAZGEP es una region muy conservada entre Loy camarones peneidos
(Yepiz-Plascencia er al., 1998; Yepiz-Plascencia e al., 1998) v ¢l cangrejo de agua dulce
(Cereniug er @, 1994), In esta secuencia se encontraron cuatro probables sitios de O-
plicosilaciones y cineo de Neglicositaciones. L identidad de esta secuencia de HDL/BGRP
con ta del cangrejo de agua dulee (Cereniug er all, 1994} es del 54 %%y considerando
reemplazos conservados tene una similitud del 73 % (Romo-Figueroa ef al., 2004). En
secucncin de BORP de Pueffistacus leniuscudus se han encontrado dog secuencias de
dominios de glucanasa, aungue no se ha detectado o actividad correspondiente en esta
proteina (Cereniug ¢l al, 1994), Estas repiones se encuentrin también en la secuencia de
HDLAGRE del camardn blancy, Ja cual corresponde a los residuos 456-476 y 911931

(Romo-Figueroa e af., 2004,

EI analisis compuiacional de la estractura secundaria de b BDL/BGRP deducida del
cINA da valores de 50.2 % hojas beta, 10.5 % hélices alfs vy 39.3 % de otras estructuras
(Roma-Figueroa e al., 2004). Esto cotneide con o determinado experimentalmente pary la
protefna oblenida de la hemolinfa de camaron (Vargas-Requena e afl,, 2002). Dstos
comtenidos de estructura secundaria tambicn son similares a los gue presentan las
lipoforinas de alta densidad de insectos. Fin estas (ltimas se encuentran secuencias similares
ainiegring y dominios de plucanasa, gue sopn fundamentales comoe proteinas de
reconacimiento de peplidogiocanos invotuerados en la inmunidad imnata, Asi se explics de
forma parcial, Jo relacidn estroctura- bifuncionalidad de ln HDL/BGBY de camardn blanco

P vannamed (Romo-Figueros of af,, 2004).

Lisozima

La lisozima (F.C 3.2.017) es otra proteinga gue participa en ¢ sistema de defensa
del camardn y que sdemas interacciona con carbolidratos para desempedar su funcidn
bioldgica. Descubierta por Fleming en 1922, es una enzima con capacidad bacteriolitica,
presente en wefidos y seoreciones, Esta enzima ba sido clasificada en base a las propiedades

fisicoquimicas, estructura primaria, mash molecular y fuentes biologicas, Existen diversos
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tipoes basados en su origen v secuenciar lsozima de galling {po ), de ganso (Gpo g), de
fagos (tipo ), plantas, bongos ¢ invertebrados (po 17 (Jolles v Jolies, 1984). La Dsozima
presente en hoevo de galling fue Ly primern proteing de Ja cual se obiuvo la secuencia 101l
de aminodcidos (Jolles v Jolles, 1961; Yolles er al,, 1963, Canfield, 1963). También lue 1a
primera de Ja cual se propuso un mecanismo de accion detallado (Phillips, 1906}, asi como

su estruciura ridimensional, mediante diftaccion de rayos X (Blake, 1965),

La interaccion de da lisozima con su carbohidrate especitico, formado por seis
unidades del oitposaciride formado NAG-NAM, se leva a cabo debido & gque su silin
agtivo se compone de seis sitios de union, denominados A, B, C, D, E v F. La hidrdlisis del
polisacirido se Heva a cabo entre Jos subsitios D v I del sitio activo de la Tisozima, El resto
de los subsitios se han identificado como necesarios para In unidn del sustrato durante la
catdlisis (Blake, 1965; Phillips, 1966). La hsozima se ba establecido como una proteing
modelo amphamente wilizada en estudios fisicoguimicos, inmunologicos y evolutivos
(Jolles v Jolles, 1984), ¥ attn es bagtante estudiada on otras especies por su importancia

com agente antibactertmo.

Biogquimicamente, la hsoxima se define como una -1 d-Neacerhmuramidasa gue
rompe ¢l enlace plicosidico entre el carbono C1 del dcido N-acetilmurdmico y ¢l carbono
("4 de Ja Neacetilplucosamina, Estos carbohidriatos se encueniran en ¢l peptidoglicans de
bacterias Grant (1) como Micrococeus huteus, pov To cual se dice gue la lisozima Dene un
efecto bactericida, Algunas lisozimas también presentan actividad de guitimass, Ja cual
cortesponde n una hidrélisis aleatoria de uniones I-1,4-N-acetilghucosaming en Iy quiting
(otles v Jolles, 1984), Por ota parte, se ha sugerido que la lisozima ademis desempeda una
funcidn en procesos digestivos en algunos msectos y rumiantes (Lemos y Terra, 1991
Kylsten ef al., 1992; Mulnix y D, 1994}, lin frutos y raices, se postula que participa en
la defensa contra el alagque de hongos gue contienen quiting en su pared celular {Jolles y

Jolles, 1984},

La lisozhmg es ubicus desde virus hasta humanes: se encuentra en la olara del buevo
de galling (Fshdat y Sharon, 1977), tgrimas de humane (Eshdat y Sharon, 1977 Morsky y
Adne, 1983), suero de peces (Smith e al, 2000) v saliva de insectos (Hultmark, 1996). Se
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la elasificado como uy agente antifingeico efectivo y antibacteriano (Germaine y Telletson,
FO86: Samaranayvake ef «f,, 20001, Recientemente se encontrd que la Hisozima presente én
orina humana muestra actividad contra ¢ virus de inmunodeficiencia humana (anu-VI1H),
(Lee-Huang er af, 1999), v 1ambién s¢ ha vilizado para In sintesis de derivados de guito-
pligosacdridos (Akiyama er af,, 19935, Lee y Yang, 2002). Aungue se encuentra en la pran
mavoria de Jos organismos, los estudiog solo se han vealizado con lsozimas de vertebrados,
Iin contraste, aunque se conocen fas secuencias de DNA de lisvzmias de varias especies de
mverlebrados, solo se Dhan analizado pocas de sus caracteristicas fisicoguimicas y

pstructurales (Matsuura e al, 2002,

Li actividad de lisozima en insectos fue detectada primeramente en nied de abeja
(Mobirig v Messner, 1968). Postriormente se ha aislado y estudiado a partir de la hemolinfa
de varios insectos (Hultowrk e af., 1980; Enpstrom e al., 1984 Kaaya y Daril er al., 1988)
y hivalvos (Cheng v Rodrick, 1974; Foley vy Cheng, 1977, Cheng y Butler, 1979}, Estas
Hsozimas Genen cerea del 40 9% de identidad con fag lisozimas de gallma v humano, asi
como una homologia del 75 % entre has de insectos (Jolles er al, 1979 Sangki vy
Yonggyun, 2003), La comparacion se basd en la secuchein amine wemunnal del pen de la
lisozima de HMyvalophora cecropia (Hultmark ef al., 1980Y, Bombyy mori (Abraham er af.,
VOUSY, Galleria mellonella (Powning v Dabidson, 1970), Spadopiera itoralis, Spodopiera
exigua, Samia cyathia ricing (Fujimoto er al., 2001}, Manduca sexta (Spies, et al., T986),
Dirosophila melanogaster (Regel er al,, 1998), Musca domestica (I ef al., 1995), dedey
acpypit (Rossignol v Lueders, 1986) v Heliothis viresceny (Jockey y Qurth, 1996}, En base
g Jag secuencing consenso de los sitios activos de la lisozima de ingectos v b Hsozima upo
¢, s¢ sugiere que todas ellas tienen un mecanismo de accion simiar contra fag bacteriag

(Jatn ef af., 2001},

Fn Bombyy mori, se ha determinado Ja secuencia codilicante del gen de Dsozima
(BmLA) v se ha construide dentro de un sistema de expresion (Lee y Brey, 1995, Masaka or
al., 2001; Koganesawa ¢ o/, 2001). Esta lisozima tiene 119 aminpdcidos y sy peso
molecular es de 138 kDa aproximadamente, Jo cual indica una delecion de 9 o 10
aminodcidos en comparacion con olras lisozimas de veriebrados, Bl nivel de wdentidad entre
la secuenciy de BmbLZ y NEWLZ es de aproximadamente el 40 %, Bstos niveles de
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identidad entre lisozimms de verebrado e invertebrado jmpiica Ja posibilidad de diferencia
enfre sus caracteristicns estructurales, pero no en la funcion, La caracterizacion de o Bml.Z
se realbzo gl obtener su estructura tridimensional por difraceidn de rayos X de un enistal de
la proteina (Matsuura ef af,, 2002). Con unas pocas excepeiones (Powring y Davidson,
P7G; Wowan ef al,, 1985}, las lisozimas de insectos son todas bisicas, estables al ealor a pH
dcido, exhiben su actividad mdxima entre phl 5.5 v 6.5, v tienen miasa molecular en un
mtervalo de 14 a 16,5 ka (Powring v Davidson, 1973 Hulomark e of, 1980; Kwan of al.,
1985 Hietier er af, 1989), Fatas se encueniran presentes en hemolinfs (D vy Bruiee,
1973, Powring y Davidson, 1976, Hulmark e of, 1980 Jones @ af., 1989) 0 en hemocitos

{Cook e al, 1985; Hictter ef af, 1989 Sanghi y Yonggyun, 2003).

La presencta de sctividad hemolitica cavsada por hsozima ¢én ¢dlulas libres se ha
wentificado en la hemolinds de P.ovannamer (Gray et al,, 1996, Nogn er al, 1996, Alabi or
af, 2000, a5 com on sels especies de crustdceos de apua dulee (Fenoui] v Roch, 1991), I
reporte de una etiqueta de gen expresado (EST de sus sighas en mglés Xxpressed Sequence
Tag) de Povannanel similar a lisozims wdmero de accesoy BEIBRIL), (Oross er al, 2001),
confirmd su presencin y expresion en camardn, Postenionente, se wdentfied la region
codificante de la Hsozma de camardn blanco mediante PCR (Sotelo-Mundo er af, 2003),
(GenBank AF425673) v actualmente se ha logrado su sobreexpresion en Excherichia coli
{de Ja ResVepa ef af, 2004), Las diferencias a nivel de secueneia de i hsosima de camaron
se reflepn en su capacidad de actuar sobre bacterias Gram (<) como las del género Fibrio, o
cuad es patdgeno para gunardn (Hikima e al,, 20030 de To Re-Vega, 2008), En ¢l estudio de
his interacciones profeina-carbohidrato, los andlists de rayos X, BMN, modelscion
molecular, estudios calorimeétricos y mofisicos, se han wtihizado para obtener mas detalles

estructurales v termodindmicos sobre egtas interacciones,

in

e



Téenicas biofisicas empleadas en el estudio de las interacciones

proteina-carbohidrato

La funcion de las proteinas depende de su secuencia de anminodeidos v de sy
estructura tridimensional (Mathews y van Holde, 1997) La ceracterizacion bloguimica y
fisicoquimica de proteinas has sido muy Ol para entender Ja funcion de estas
macromolécuias biologicamente activas. Ademds, existe ¢l interés de conocer Ja influencia
de los facrores externos en la estabilidad de Jas proteinas como una herramienta en o
diagnostico de Iy imepridad de la estuctura, T andiists de la secuencia primaria de una
profeing  permile predecir posibles sitios de modificaciones postraduccionales, como
plicosilacion, procesamiento del extremo amine texminal y fosforilacion. Esty secuencia se
puede determinar mediante el mapeo peptidico, o deducy mediante el unalisis de Ja
secuencia del DNA que 1o codifics (Matsudaira, 1993, Baxevaniy y Ouellette, 2004). La
determingeion de estructura secundaria v tereiarin de proteinas requiere del uso de 1eenicay
experinenttles, debido a que computacionalmente atn no es posible predectr la estructura
de cualguier secuencia de aminodcidos, Las téonicas espectrométricas y calorimétricas,
constituyen ung metodologia para 1a caracterizacion fisicoquimica de prolelnas obtenidas
de forma nativa o recombinante. La combinacion de Ia calorimerria diferencial de barrido,
¢l dicrotsma circular, Ja fluorescencia y la resonancia magnética puclear, han servido para

evahuar Iy estabilidad conformacional de prowinas en genersl (Matsudaira, 1993},
Espectroscopia de dicrofsmo circular (CD)

La espectroscopia de dicroismoe cireular (CD) se utiliza como herramienta en la
determinacion de ta estructura secundara de proteinas, ¥ se basa en la quiraiidad del enlace
peptidico entre oy residuos de aminodeidos gue a conforman, Esta 1écnica se fundamenta
en las propiedades de la luz polarizada formada por dos componentes polarizados
cirenlres, uno A la derecha y eb otro a ta inquierda, Estos componentes estan en fase y son
de fa misma amphited, Al pasar por un medio opticamenie activo, cada componente
interactua de manera diferente con los centros quirales de lay moléculas presentes, La
interaceidn de Ja radiacion con Ia muestra induce un desfasamiento vy un cambio de
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magnitud diferencial en ambos componentes circularmente polarizados de la Juz, Bso
provoca vna rotacton del plano de polarizacion en un dngulo o v T distorsion de este plano
genery una elipse. Estos fendmenos varian de acuerdo con b longitad de onda incidente, v
¢s posible obtener un espectro o) graficar ko rotacion o elipticidad respecto a la fongiwd de

onda (A}, (Alder v Pagman, 1973 Greenficld, 1996; Johnson, 19907,

Los espectros de dicrotsmo circular se obtienen generalmente en bias regiones del
ultravioleta cercano (250-350 nm) y lejano (180-250 nm) de Ja radiacion clectromagnética,
En la primery region, los cromdforos mads importantes son jos grupos aromaticos de las
cadenas laterales de triptdfano, tirosina, y fenilalaning. Los espectros en esta regidn son
reflejo de o conformiacion  global de da proteina v das  sefiales  obtenidas  son
extremadamente sensibles a los cambins de conformacion asocipdos o la estroctura terciaria

{Alder v Pasman, 1973 Cireenfield, 1996).

Los espectros de  dicroisme en Ja region del ultraviolels lejano se deben
pringipaimente a los enlaces peplidicos que unen Jos residuos de aminodcidos emire si, La
agimetria de estos cromoforos se debe al grreplo espacial de la cadena principal de a
proteina, por to cual, las sefiales de dicroismo circular se pueden imterpretar en trminos del
contenido de estructura secundaria presente. Es decn, del porcentaje de residuos gue se
encientran on plguna conformacion estructural en particalar (héhices alfi, beta plegados,
piros v lazos). Parg realizar este anilisis, Hemnessey v Johnson utihzaron los espectroys de
un conjunto de proteinas cuya estructura ndimensional ers conecida como base de datos
inicial, A perir de estoy espectros, se demostrd que basta by combinacian bneal de cineo
espectros base, para describir perfectaments los espectros expecimentales, Ademids, se
determing que  cada uno de los cinco espectros base puede asipndrsele un contenido de

gstractura secundaria (Jobnson, 1990; Greenfield, 1996).

131 analisis del espeetro de dicroismo circular de una proteima cualauiers consiste en
encontrar fa combinacion linea) de los cinco espectros base gue logra reproducic ¢l perfi)
del espectro experimental de la mejor manera posible, Yna vez Jogrado esto v congiderando
que las sefiales son aditivag, se suma el producto del comtenido de cada estructurs

secundaria de los eapectros base por su coeficiente en Ja combinacion lineal, Los resultados
14



dle esta ndicion vepresenfan fa estimacion experimental de os porcentajes de los residuos en
cada una de lag estrucluras secundarias de la conformacion de ln proteing analizada (Alder

v Pasman, 1973; Johnson, 1990, Greenfield, 1990),
Dispersion dingmica de luz (DLS)

Las particulas en solucion se desplazan debido a que presentan movimientos
brownianes, Bstg movilidad estd relacionada con el coeficiente de difusidn y éste con el
radin de Ja particuls. Cuando un haz de Juz ¢s dirigida 3 una solueion coloidal, puede ser
gue pase lHbremente o través de ella, que sea dispersado o absorbido, B} efecto de dispersar
la Juz ex empleado para medir o) wmaiio de las particulas de Jorma rtinaris, siendo la
dispersion dindmica de luz la téenics que permite realizar estas mediciones. En esta 1éenica,
un haz de luz monocromaltica es divigido a través de la muestra y las fluctuaciones de

intensidad son anahizadas (Figura 1).

Fignra 1. Principio de Ja Dispersion dindmica de Tuz La grifica muestra las fluctuaciones

en fa intonsidad de dispersidn alrededor de su valor medio,

La DLY proporciona el coeficiente de difusion de transtacion (1) de Jas pantleulas
en 1y solucion, ef cual es convertido al radio hidrodindmica (Ry) de las particudas por la
seuacion de Stokes-Einstein (Pusey, 1975 van de Hulst, F19BT). Bste modela se basa en la
resistencia gue presenta el movimiento de una esfera solida a través de un lguide viscoso,
La resistencia al movimiento es relacionade a la fuerza dividida enire planos adyacentes del
solvente movidos a diferentes velocidades. La fuerza dividida por unidad de drea en cada
plano (Fs/A) es descrita con la ecuacion diferencial fumdamentada en la siguiente figura,

15
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Donde m es ta masa, 4 es la drea de superficie, o v/ 7 es Tn aceleracion, 1 es Ja viscosidad
del medio y o v/ d v es la veloaidad de gradiente que eruzan os planos dividiéndolos. Para
satablecer las condiciones de interaccion, tos limies asumidos son hechos con la capa de
fluido adyacente a la particula, como la misma velovidad de la particula. Bajo estas
condiciones, 1a ecuacion en la figura da la fuerzd wotal de resistencia a b viscosidad (Fyig),
Esto se tepresenta en la ecuacion donde R es cl vadio de la particuls y vs es ¢l limite del
estado de firmera de fa velocidad del Muido: Fyis = aamR(ue). B factor de proporcionaludad
en Lo expresion anterior es definido como ¢ coeficiente de friceidn (/= 6rmR), y esie es
usado para caleular el radio de wna particula a partir de la medicidn del coeficiente de
difuston (). De acuerdo a ta ecuscidn de Einstein, el coeficiente de difusion es
inversamente proporcional al coeficiente de friccion. Después de la substitucion fa ecuaciin
de Swokes-Linstein se escrbe de L sipuiente manery,

k7 T :
i e g e o, I\ T ettt
7 GImA G

donde I es la constante de Bolumann v 7 es k temperatura absoluta,

Cuoando una molécula es iluminada por un rayo de Juz, Ia luz gue meide sobre la
moléeula es dispersada en todas direcciones. Para particulas que fienen dimensiones
menores del 1720 de la Jongitud de uz, se aplican tas reglas de ke dispersion de Rayleigh,
La intensidad de dispersion de una moléeuls suspendida en un medio transparente o
Huminado por luz monoeromatica se da en ¢l plano de tuz polarizada mediante la siguienie
ECRICIonN
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Donde ¢l angule de luz dispersado es definido por ¢y 0 en da Figura 2, M es la masa
molecular et daltons, dndde es el cambio en el indice de refraceion con L concentracion de
soluto, Tpes la intensidad de b luz meidente, My es el ndmero de Avogadeo, 2 es la longitad
de onda de la tuz en fa solucion, v res Ia distanca de faomoléeula al punto de deteceion, La
intensidad maxima de o Juz dispersada ocurre en el plano xy, nornmal al plane de

polarizacion de 1a Juz incidente, Bl plano xy es conocido como el plano de dispersion.

Flano de z
pedarizacion
e P .
S Luz
A N 3%\ #
- s X
-"F‘P‘/
P
F"#-‘/
o~
o

Figura 2. Plano de dispersion y definicion del dngulo de observacion de Ia luz esparcida

51 un numero prande de particulas semejantes son Hluminadas stmultinesmente, 1
intensidad de s tuz dispersada s una distancia del punto del detecior es dada por el
cuadrado de la suma de log veetores de Ba Juz dispersada para eada particuls. Cuando s Juz
incidente toma la forma de una onda plana, la amplitud de fa sehal derectada puede varar
gonforme lay parteudas individuales se muevan  aleatorigmente bajo el movimiento
Browniano, Estos efectos se onpinan porgie 1as particulas se mueven unas con respecto de
otras, y las fases de su constitucion individual para el campo de luz dispersada al detector
son cambiadas constantemiente. Bl rango tota) de Jas condiciones de interferencia dptica
eitre ¢l midximo v el minimo pueden elevarse. Los valores instantaneos de la intensidad

wtal dispersada es dado por

[ ¥ |
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Donde N es el nimero de particulas iluminadis v 81 y 8] son las fases de Jos campos de iz
dispersada de las particnlas i-¢sima y j-ésima, respectivamente. ¥ primer Brming de és1a
ecuacion da el tempo promedio de la intensidad dispersada, B} segundo wérmino representa
fas fluctuaciones en wrminos cortos para un Jetector sensible solo a la fuz dispersada a

waves de un intervalo muy cercano de dngulos, Liste segundo tédrmino puede tomar
) g B ‘

valoy de tiempe promedio tienen wn minimo gue se aproxima & cero de intensidad v un

masime cercano al doble det valor medio.

La téonica matematica wsada para deferminar ¢l espectro de frecuencin de estas
sefiales es In autocorrelacion, BEn términos generales, In similitud entre Ta forma de la onda
de la sefial v una insignificante copia del tempo retrasado, es determinado multiphcando
I35 dos formas de onda juntas elemento por elemento v sumando Jos resultados para dar el
primer punto de la funcidn de auocorrelacion. Tste procedimiento se repite wtilizando
slores incrementales de tempo de retrso pars asi tormar I funeidn de autocorrelaeidn
completa. Al linal del proceso, los valores de las ordenadas corresponden i los puntos de fa
fncion de autocorrelscion discreta gue se repistran cono elementos (fotones) detectados
en forma acumulativa en un registrador, Bn tanto gque los valores de la abscisa estan dados
por Tos fiempos de retardo de los elementos desplazados en el registrador utihizados para
penerar la funcidn, Malemiticamente, si la intensidad a dempo =7 e representada por ¢},
ol nomero de pulsos contados durante el intervalo de muestreo entre ALY L, entonces 1a

funcion descrita de autocorrelacion estd dada por

Donde N es ¢l nimero tola) de nwestras fomadas, k es wn emero (el nimero de

121 andlisis de Ja funcion de autocorrelacion es simplificado si lag cordenadas "y,

son normalizadas para una linea base con valor unitario al dividirlo por su valor ideal, dado

por;
moE

14



Donde C es el nimere wial de protones contados durante ¢l experimenio,
La funcidn de autocorrelacion pare una suspension monodigpersa ideal, puede ser

l'ﬂ?}?l"tﬁ?.‘iL‘!l]lf::l(.ili) [

[ TS =)

Laescala de tiempo de las fluctuaciones de fntensidad es dada por fa constante de
tiempo del decalmiento exponencial I, Ja cual fisicamente representa el iempo tomado por
una particula para reearrer una distancia que da origen o un cambio en la fase Optica de w
radiones en el campo de fuz dispersado en ¢l detector, B valor exacto de esta distancia,
depende del angulo de dispersion &, 1 Tonpitad de onda del espacio libwe de 1a tuz Ny v el

indice de refrrecion de In solucidn n. La amplitud del vector dispersado se define como

Ll coeficiente de difusion taslacional de las particuias Py, es dado por Dpdg" v
por definicion estricta, el radio hidrodinimico deriva del coeficiene de difusion traslacional
51 hablamos hipotéticanmente de una esfers sdlida que difumde con la misma velocidad gue
fa particda en estudio, B radio hidrodindmico se caleula mediante Ja ecuacion de Stokes-
Eingtein, la cual fue anteriormente deserita, Cuando la suspension de particulas es
podidispersa (contiene particulas de muchos amafios) y cuande las particulas de polvo
afectan tos resultados, la funcion de autocorrelacion normalizada puede ser escrita como

ung sunu de exponenciales con ung linea base fuera de compensacion (13,

donde L. es el numero de diferentes componentes de samafio presentes, Afes la ampliitud de
la intensidad de Ja luz digpersada debido al componente i-ésima y Dy prara cada componente

puede ser obtenido de 1.
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Mediante ¢l software correspondiente, los equipos de LS reatizan la busqueds de
fos valores de mejor ajuste para Al Ti y B (uilizando s método de minimizacion no
linealy, Lo suma de coadrados se reduce aun mids ajustande ura funcion Gaussiana de
amplitud contra fa constante de tiempo centrada en el valor de Rl La desviacion estdndar
de ba curva de mejor ajuste de esta funcion de distribucion, proporcions I polidispersion

(en unidades de distancia, tpicamente en nm),

Iin la practicn, las macromoléculas en solucion no son esféricas, sine dindmicas y
solubles. Asi que ¢l radio caleulade de las propiedades de difusion de ung pasticula son
indicativas del mafio aparente de Ja particuls dindmica hidratada/sotuble, de ahi la
lerminologla de radio “hidrodinamico™ (Mattison, 2001). También es posible determinar ¢l
peso molecular por medicion del coeficiente de difusion a varias concentractones, EF valor
extrapolado a cero de congentracion (donde no existen interacciones termodindmicas o

.

interferencin de cercania entre las moléculas del polimero en la solucion} contiene la
informacion necesaria sobre fa moléeula, Bspectficamente el coeliciente de difusion a
goncentracion cero es relacionado con ¢l peso molecular por Ja siguiente fbrmka: D, =
oMt donde o y P oreflgjan las dimensiones y las propiedades de escalamiento del
polimero, simitar a los pardmetros de viscosidad intrinscea de Mark-Houwink, Asi, la
constante de proporcionalidad que sirge de esta councion toma en cuenta las propredades
del disolvente y se representa por o Esta ecoacion requiere de una estimacion adecuada del
Factor de estructurs, que para el caso particular de proteinas esféricas tienc un valor de 0.33
y se aphica también a modelos cuasi-esféricos (Pusey, 1975, van de Hulst, 1981, Mattison,

2001),
Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La ITC es una téenica que mide directamente ¢l calor Hberado o absorbido en una
reaccion gue pone en juego  interacciones intermoleculares o inframoleculares, Las
asociaciones proteina-lgando, proteina-proteina, proteina-ADN/ARN son cjemplos de
indudable interés biologico. Cuande ambos elementos interactian, el calor Liberado o

absorbide es proporcional o la afinidad de Ia interaccidn. Al acercarse a la satwracion, la

20



sefin] del calor disminuye hasta que solo es observado el fondo del calor de dilucion, E
ares hajo cada pico de Ta inyveccion es ipual al calor tota) liberadn por la inveccidn, La
infornacion gque se obtiene del estudio de Ja biteraccidn de dos moléeulas mediante un
experimento de ITC son: b estequiomeltyia (), fa entalpia de formacion (AN} y fa constanie
de union (Ka)., También se puede oblener i energis libre de Gibbs de formacidn del
complejo (AG =— R n K) v la entropin del proceso (A S=(AF- AGY 1), mediante caleulos

a partir de Jos vajores oblenidos en principio (Haynie, 2001).

Bl andlisis de datos se hace m base o un modelo de fa inleraceion, 51 Ja interaceion
profeina-ligando ne muestra un efecto cooperalive, positive o negativo, y la proteina
tampoco  presenta diferentes clases de sivos de union para el higando, enfonces el
comportaniento del sistema se describe a travds del modelo de wnion de wn lygamido a wna

’

mcromelécula con yitios idénticoy ¢ independientes. B término “iddnions " imphica

misma constante de unidn microscopiea a cualquiera de los “n sitios. o tdrmino
Uindependicntes” serefiere g gue b wmidn a un sito cualguiera no modifica la afinidad de

los restantes. Bl andlisis termodindamico que describe Jas poblaciones de os diferentes
estados moleculares acesibles del sistemn, e 7 = ( 1 & lfl;-f[:)n, donde & es Ia constante
mieroscopica aparente del equilibrio de vmdn, |1/ la concentracion de higando bbre y n es
el nimero de sitios de unidn de T macromolécula para el hpando,

La razén de fa concentracidn de Dhgande unide [L}e a la concentracion de
macromeléeula total (A conocida come pardmetro de union, estd relacionada con la

funciom de particion de union por;

7% al]

[L) representn Ja concentracion de ligando libre en equilibrio con Jag owas especies
moleculares presentes en el sistema gue Dnersccionn (M, ML, Mbz., MLa), Por
consiguiente la concemracion de Hgando untdo por mol de macromolécula pard un sistena

representado por el modeto de n sites idénticos e independietes serd,;
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Un experimento convencional on ITC consiste en une serie de inyecciones de un
determinade volumen de diselucidn del lipando. Separada cada uba por un mtervalo de
dempo sificionte para asepgurar gue se ha aleanzado el equilibvio v se ha transferido o
compensado todo el calor Hiberado o absorbido, La disolumon de macromolécula cubre
completamente 1a celda de reasccion y se apita permanentemente el contenido de csta, 5 se
hace Ja suposicion de que no esisten olros procesos concomitantes, como jonizacion del
ENPON, en una myeccion cualguiera de la serie, el calor liberado o absorbido ser:

lreal

¢, = A () AQROIES Ly
med L,

donde La representa el lpando wmido y ARy es ol cambio de entalpia por mol de ligando
urido, 51 Fe represemta el volumen de la celda que comeide con el volumen injcral de ba

minestrit, Lo ccuacion anterior puede expresarse mas explicilpmente como;

Al considerar que ¢ volumen efectivo que inferviene en 1 reaccion es aguel gue
Hena la celda, las concentraciones de macromoléeula y ligando deben de corregirse por las
peguedas cantidades de estos componentes contenidas en el vohonen desplazado fuera de o

celda, Ast L concentracion actual de M en ba célula ( [M]is= |[M] A [ML] A ML 5.0 serd

s
y la concentracion tal del gando en la celda de reaccion:
(\r o\ i ) ’.jﬂ‘J‘!f.1a~J ™ Vi '{.I"‘J'Il
.‘1""‘. T = w .
Ve
donde Viny [Lloson el volumen de inyeceion v li concentracion en jeringa del Hgando,

I3} calor total acumiado después de N nvecciones:

Q=S q, =V, [a], A, v VoM oA, 1’1”]]

)

-
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En ITC el valor de fa variable

L] nooes conocida por o que operativamente
conviene expresarla en funcion de las variables experimentales [L]r v (0

i, ‘ Il

sustituyendo [L] en dn ecuacion de ealor acumulado por Ja expresion representada en ln

formula anierior, se obttene wng ecuacion de sepundo grade en (2 cuys solucion es;

Lo
S,J o

\H,

iy ‘i-l 1 Ny Y R R U1 3 B A (Y R S VA N |

Lata ecuacion relaciona el calor total acumulado despuds de N inyecciones can 1as
variables experimemales Vo, [Llry [M)r v los pardmetros o, &y a8 a determinar en ¢l

analisis de los datos de un experimento de ITC convencional. Por otro lade, 1 ecuacion de

b variable L] puede rescribirse com:

y despejando | L] se puede expresar esta concentracion Hbre de Higando en términos de
m ok, (L) [Mr

ﬂ-‘ln

1 ]= e [ ot [0 |y k[ ] v gtk [0 ], =[]y k|2 ]]

Derivando la ecuacion de () respecto a [L]7 se obliene una expresiin del calor

por mol de Jigando afiadide ssociado o cada inyeceidn:

1 d 1 AQ  AH,

[TTe———}

T AT R

L~k ]\J rO-nklar | v §
Ji =k e— il |~ aui[ar], 6

[ -

donde

Las anferiores ecuaciones s utibizan para disclior experimentos manejande

cualguicr pardmetro v medido (estequiometria, afinidad, ete.), prediche en base a o
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gatructurs, o simpleniente valores esperados por analogia con sistemas similares. Siempre
que sen posible se debe seleccionar un valor para [M]7 que optimice la forma de Iy isoterma
eaperada, Asi mismo, estas ecuaciones se wiilizan como modelo para la determinacion de
Tos pardmetros termodindmicos o, &y AR mediante procesamiento por regresion no linea)
de los datos experimentales, De las dos posibles Tormas de tratar os calores experimentales
mencionados, ta del calor por mol de Dpando anadide asociado 2 cada inveccion fiene la

ventaja de evitar la propapacion de errores experimentales (Lopez-Mavorpa, 2001}

Cristalizacion de Protefnas

Un cristal esta formado por un solido regular de caras planas y aristas rectas,
ademids de una estructura interna periddica y ordenada en tres dimensiones. ] hecho de que
un sistema pierda los grados de Jibertad de sus moléeulas parece una contradicaion desde el
punto de vista enrdpico. Sin embargo, la cristalizacion es un fendmeno espontinen y
reversible, cuyos pardmetros cinéticos v termodindmicos dependen de las propiedades
[isicogquimicas del solvente y soluto involucrados, Ly eristalizacton se produce cuando bajo
eiertas condiciones de supersaturacion, ¢l sistema se dirige hacia ¢l estado de equilibrio
entre dos Gises, upa soluble v una solida, Las moléculas individuales pierden hbertad
rotacional v tastacional, disminuyendo asi la entropia del sistema, Sin embargo, al mismo
tiempao establecen nuevas interaceiones. Bsto reduce la enerpta libre del sistema y provee la
fuerza  directriz del proceso  de ordepamiento. Por tanto, lag moléculas  cnistalizan
minimizando su epergia dibre al disponerse periddicamente en unidades vepetitivas v
simétricas en e estado solido, maximizande las interacciones intermoeleculares favorables

(Ducrutx v Giege, 1992; Otdlora er af, 1999),

La solubilizacion es up factor vital para la enstalizacion de macromoleculas, Iin
soluciones extremadamente concentradas, donde no hay ngua suliciente para mantener la
hidratacion. las motéoulas pucden agregarse como un precipitado amorfo o bien cristalizar,
La estrafepia para inducty Tn eristalizacion consiste en Hevar al sistema hacia el estado de
minima solubilidad lentarmente v fograr asi un prado de supersaturacion Hntado., Para

fograr que fas moléeulas tengan oportunidad de Jormar el mayor niumero de interaceiones



favorables entre si. se modifican las propiedades del solvente con agentes precipitantes o e

alteran abgunas propiedades fisicas como la temperatura (Me Pherson, 1989 Drenth, 1994},

Fa determinacion de ly estruciurn eristalografica empieza con el crecimiento de un
cristal adecuado. Para ello pueden aplicarse distintos méwodos gue se difevencian por Tas
condiciones y solutos gue emplean, Para decidir el método mejor para cristalizar una
proteing determinada se deben enfender Jos fundamentos de la eristalizacion. La formacion
de un eristal de proteing macroscdpico que conbiene hasta 10" moléenlas, empieza con
aparicion de agregados de proteina mediante contactos intermoleculares {agregaeion),
Fstos agrepados pre-nucicares eventualmente alcanzan el tamaho nuclear critico y una vez
formado un nucleo estable (mucleacion), ¢l crecimiento prosigue por la adicion de
moléoutas a la red eristalina, Tanto 1a nucleacidn ded onistal como el crecimiento ocurren en
sohuciones supersaturadas, donde 1a concentracion de proteing es mayor que su valor de

solubttidad en equilibrio (M Pherson, 1989 Ducraix, 1992),

La supersaturacion es una funcidn de Iy concentracion de la proteina y de diversos
pardmetros que afectan su solubilidad, Bn general, se logra a altas concentraciones de
prcromoléculas v ou valores crecientes de pardmenros de fa solucion reductores de la
solubilidad macromolecular. Los factores gque pueden influir en Ja solulibidad proeica son
por gjemplo, Ja inclusion de adivvos tates como aleoholes, polimeros hidrofilicos y
detergentes que puedan disminuir fa solubilidad, Estos son agentey precipiiantes ya gue
influyen en Ja solubilidad provocando la precipitacion macromolecular, Owo factor gque
afecta la solubilidad proteica es Ja sal, Bsta varia penerabmente como una ¢urva asimétrics
en forma de campana indicando gue 1o solubilidad decrece tanto & altas como & bajas
concentraciones de sl Pardmetos de la solucion wales como pH o temperatira tanbién
pueden afectar dramdticamente Ja solubilidad macromolecular (McePherson, 1989, Ducruix
y Giege, 1992, Drenth, 1994; Otlora er af, 1999).

La técnjca mds wilizada en la eristalizacion de proteinas es la Difusion de vapor. 1as
condiciones dentro de una solucidn con proteing son nanipuladas mediante la difusion a
través del aire, donde el objeliveo es Tormar nicleos de eristalizacion, La muwcleacion ocurre

cuando se aumenta ta concentracidn de proteing a) reducir ¢l volumen de la solucion, Esto

-
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ocurre porgue ¢l vapor de agua en da pota que contiene la proteing se deshidrata buscandy
¢l equilibro con Ta solucidn de reserva, Jo cual es nis higrosedpica, La solucion permanece
supersaturada upa ver gue se ban aleanzado las condiciones de nueleacion, de modo gque
puede producirse simuitaneamente 1 nueleacion y el crecimiento de onstales. Para evilar
que os valores de supersmiuracion excedan Joy requenidos para la nucleacion, se han
diseftado métodos para aleanzar el equilibrio muy lentamente, Dentro de wn marco edrico,
pareciers que las condiciones para cristalizar una proteina no son dplmas, sin embargo,
difuside de vapor por pota colgante (Changing drop”) ¥ pota sentadas o posada (Msitting
drop™y son amphia v exilosamente usados para ¢l crecimiento de cristales de proteina, Otros
factorey come formacion de nocleos o precipitados, incorporacion en cristitles crecientes o
desnaturatizacion macromolecutar, pueden disminuir Ja concentracion proteica 8 valores
menos propicios para la nucteacion v mis adecuados para el crecimiento (MePherson,

1989 Ducruix y Giege, 1992, Drentl, 1994, Otdlova ot al, 1999).

Fluorescencia

La Nuorescencia es el fendmeno fisico mediante ¢l onal ciertas substancias absorben
enerpia emitiéndola en forma de lup o de olro Upo de radiacion electromagnética, A
diferencia de 1a fosforescencia, I fluorescencin tiene lugar dmcamente miendras durs la
exitacion gue Is provocea, v desaparecen ambos stmubtancamente. La fluorescencia es una
éenicn muy wtilizada en ¢l estudio de imeracciones moleonlares, entre fas que se encuentny
la dindmica del plegamienio de proteinas. Outras aphlicaciones son o medicion de da
concentracian de jones dentro de células vivag, T estructur de membranas, rastros de
materiales fluorescenies en mezelas, ta clucidacion de la estructurs electronica y Ja
dindmics de wn estado exeitado de una moekéeula, La deteceiim de fluorescencia Sene tres
venlajas principales sobre ofros metodes experumentales n base de Juz alla sensibilidad,
alta velocidad v seguridad. Bl punto de seguridad se refiere al hecho gue las muestras no
son afectadus o destruidas en ¢l proceso, La sensibitidad es importante porque la sedal de
fluorescencia es proporcional a la concentracion de i sustancia mvestipada, Bsta es una
idenica o invasiva gue requiere de niveles bajos de intensidad para la exeitacion y

sencracion do ung sefal de fluorescencia, Bsio reduce los efectos de fotolangueo v el
B )
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tejido puede ser investigado sin efectos adversos sobre sy comportamiento fisiologico

maturad (Brand v Johnson, 1997, Mathies er af,, 1994},

La fluorescencia es el resultado de un proceso de tres elapas que ocurte en ciertas
moléculas  (generabnente hidvocarburos poliaromdticos o los heterocicios), lamados
fluordforos o tnies ffuorescentes. Una sonda fluorescente es un fluordtoro disefindo para
localizarse dentro de una regidn especifica de un espéeimen bioldgico v responder 2 un
estimulo especifico. Fl proceso responsable de la fluorescencia de sondas fluorescentes y

otros fluordforos es Dustrado por un sencillo diagrama electrdnmien de estado en Ia Figura 3.

= s

Figara 3, Diagrama de Jablonsli.

Bl excitacton (etapa 13, un Totdn de energia hepy es suministrado por una fuente
externa, como una ldmpara incandescente ¢ up laser, ¥ es absorbido por el fluordforo
ereando un estado electronico de excitacion (5:'). Bste praceso distingue la fluorescencia de
quimioluminiscencia, donde ¢l estado exeitado es poblado por una reaccion guimica, El
estado excitado (etapn 2) existe durante un tiempo Onito (picamente 1-10 nano sepundos).
Durante este tempo, el Duordforo sufre cambios conformacionales y es sometido o
midltiphes posibles ineracciones con sy ambiente molecular, Hstos procesos nenen dos
consecuencias imporiantes, Prirhero, la energia de 5" es distpada parcialmente, pasundo a
un estade de excitacion refajado {8(), del cual proviene la emision de fluorescenca.
Segunde, no todas las moléouwlas excitadas por la absorcion (etapa 1) regresan al estado
basal (Sp) por la emision de fluorescencia, Bl quantum de fluorescencia producida cs
proporeional al numero de fotones de fluorescencia emitidos (efapa 3) y al numero de
fotones absorbidos (etapa 1. Es ung medida del intervalo relativo a 1a cual estos provesos
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ocurren, En 1a emision de la fluorescencia (etapa 3), ¢l fotdn de energia brpy o8 emitido,
represando al fTuordforo a su estado basal Sy Debido a b disipacion de energia durante la
vida del estado excitado, 1 enesgia de este fotdn es inferior, y por lo tanto de longitd de
onda mas s gque la excitacion del foton hege La diferencia en la energia de longitud de
onda representada por (hegy -~ Bpa) es Hamado ol cambio de Swokes. Bsta diferencia es
fundamental par Ia sensibilidad de téenicas de fluorescencia, i gqie permite delectar Ja
emision de los folones contra un fondo bajo, aiskados de Jos fotones de excitacidn (Brand v

Johngan, 1997 Mathies er al., 1990, Dewey, 1991 Powe of al., 2004},




HIPOTESIS

bt e R e e T frach: e

Las proteinas lsozima vy HDLBORP de camardn blinco  Penacus varnamed,
presenian adaptaciones que les peronten llevar @ cabo sus Dinciones respectivas de cardlisis
y reconocimiento, al interacetonar con earbohideatos en un medio con una selinidad del

)45 M,

Objetive General

Blugidar Tag bases biofisicas de Ja interaccion proteina-carbohidisio en lisozima y

FIDLABGEPE de camardn blanao Penagens vanmamed,

Objetivos especificos

Determinar el comportamiento en solucrdn de hsoxima y HDL/BGBP medianie
dispersion dimdmica de b como respuesia a vanaciones de salinidad, temperatura, pH,

presencia de aditivos v durante suinteraceion con glucanos,

Determinar ¢ comtenido de estructura secundaria v los cambios conformacionales

inducidos por Ta inmteraecion con ligandos ubitizando espectroscopla de dieroismo cirettar,

Determingr constaptes de afimidad a phecanos mediante calorimenda de titulaciin

1sotérmica.

Determingr tas condiciones de cristalizacion de éstas proteinas, en presencia v

ausencin de ghicanos.




MATERIALES Y METODOS

ST e e e S It O

Reactlvos

Los estindares ¥ reactivos wilizados en da claboracidon de esta tesis fucron
adguiridos en Sigma Chem,, Co, (8t Louis MO, USA) Excepto los utilizados para las
diversas pruebas de cristalizacion, tos cuales se adguirieron en Hampton Research {34

Journey Aliso Viejo, CA 92656-3317).

Animales utilizados

En s exvaccion de plasma se utilzaron gjemplares adullos de camaron blance
{Penaens varname!) de ambos sexos ¥ aparentemente sanos, Los animales se adguirieron
en el Instituto Tecnoldgico de Bstudios Superiores de Momterrey (FTESM). campus

CGuaymas, Sonors, v se mantuvieron vivos en lag mstalaciones del CIBNOR-Unidad

Obtencion de plasma

La hemolinfa se extrajo por puncidn en fs base de Jos pledpodos, ligeramente
anterior al poro genital (primer segmento de la region abdominal) eon jeringas cstériles de 3
mb. La hemolinfa se mezeld con solucidn isotdnics mticoagulante para camaron con
EDTA (SICEDTA B30 mCem/Kg: NaCl 450 mM, KCH I mM, EDTANay 10 mM,
HEPES 10 mM, p)d 7.3), previamente enfiiada a 10°C y en una proporcion de 2:1 (2
volamenes de SIC-EDTA por cada volumen de hemolinfa extraida), La hemolinfa se
penlrifugd a 800 & g por 5 min y ¢ sobrenadante (plasma) se almacens a ~20°C, hasta su

wtilizacion en el aislomiento v purificacion de la HRL/BGBY (Vargas-Albores er al., 1993),
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Obtencion de la Lisozima recombinante

Bl eDNA de la lisozima de camardn blanco Penaens varname! (LisPv) fue clonado
en el vector de expresion plTaa (Novagen), pary posteriormente transformar la cepa de F
coti BL2T (CodonPlus). Las bacterias se Hevaron s orechmiento exponencial {OD = 0.6} en
catdo Luriz Broth (LB) con antbidticos ampiciling 100 pg/ml, kanamicina 15 ug/ml.,
tetracicling 12,5 pp/mi. v cloranfenicol 34 pp/ml. La proteina se vecuperd de cuerpos de
inclusion a party del petlet bacteriano sonteado y disueltos en amortiguador con cloruro de
guanidinio ¥ M, La proteina desnaturalizada fue replegada por dilueion wlitizande un
amortiguador de replegamiento compuesto de Tris-1C1 55 mM, pH 8.5, glutation reducido
(GSHY 1 mM, glutation oxidado (GESG) 0.1 md, NaCl 264 mM, KO mM, guanidinio-
HC 550 mM, ERTA 1 mM {Sotelo-Mundo, ef af., 2003; Calderdn-Asredondo, 2003; de a

Re-Vega er al., 2004),

Purificacion

Parn Ja purificacion de HDL/BGREP, el plasma (30 mL) se dializé contra dos
recambios de dos litros de apua desiomzada por 16 b & J07C, con agitacion constante
(Vargas-Albores, ¢ al., 1996}, Posteriormente se centrifugd a 3,000 x g por 20 min a 4°C,
it precipitado de color naranja se resuspendio en Tris-HC 50 mM, pH 7.5 para purificar
HDLBGBHP por cromatografia de afinidad a heparina, de acuerdo a ta metodologia descrig

por Jiménez-Vega (Jiméner-Vepa, 2000, Jiménez-Vepa ¢ al., 2002),

La tisozima se purificd a partir de lo mezela de proteinag encontradas en fa solucion
de replegamizmo (Calderdn-Arredondo, 2003, de fa Re-Vega er al., 2004), Esta solucion se
dializ6 contra Tris-HC 50mM, pid 8.5 durante 6 1, con minimo res recmnbios de solucion
amortiguadora, Se aplicaron 100 mb de la solucion (0.5 mg/mL) por cada § ml. de mawiz
de carboximetil-sefarosa previamente equilibrada con Tris-MCL 50 mM, plt 8.5, La elusion
se hizo con Tris-HCH 50 mM, pH 8.5 con 0.2, 0.5 y 1 M de NaCl B flujo de cargado de
miestra fue de 0.1 ml/min v de 0.2 ml/min durame 1a elpsidn, v se colectaron fracciones
de 2 ml., La medicion de Ja actividad enzimdica de lag diferentes fracciones permitio
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identificar donde se encontraba la enzima por ¢l método de halo de inhibicion (Mobrig v

Messner, 1968},

Determinacion de la concentracion de proteina

La cuantificacion de proteina se realizd mediante ¢f método del deido bicinconinico
(MicroBBCA, PIERCE 23235}, con lectura  de absorbapcia a 562 nm en un
espeetrofoldmetre UV-VIS TU-1901, Esta téenica se basa en la reacciin de Folin
Civealicau, donde ta proteing inleraccions con el cobre 42 alcaline, formando el complejo
de Bivret y guedando el cobye 1 hibre Iiste internceiona con el acido bis-cinconinico

formando un complejo gue absorbe a 562 mm (Smith ef al., 1985),

Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

1 andlisis de purcza v seguimiento de Ja purifieacion de la MDL/BGREP reguirid de
i wtilizacion de geles homopéneos de poliacrilanuda al 7y 7.5 % (8 x 10 x 0.1 ¢m).
Mientras que para la visuabizacion de la banda de tsozima se utilizaron geles del 12.5%,
En ambos cagsos se aplicd una corriente constante de 50V en una solucion amortiguadora
de Tris (Tris-HCD 25 mM, plicing 192 mM, SIDS 0.1 %, pH 8.3) ¥ con solueidn
amortiguadora para carga de muestra 2X (Tris-FICH P mM, pl 0.8, D5 4 %, ghicerol 20

Yo, azu) de bromuoleno! 0.5 %, -mercaptoctanol) (Laemli, 1970),

Tincion con nitrato de plata

Los peles se fijaron con una solucion de dcido acético 10 % y etanol 40 %% en agua,
por A0 wmin, Después de descartar la solucion fijadora, el gel se colocd en solucion
incubadora (etanod 30 %, acetato de sodio 4.1 %, vosulfto de sodio 0.2 % y plutaraldehido
0,52 %, adicionade al momento de usarse) por 30 min, Posteriormente se favd con agua por

3 miny se repitio ésto cinco veees. Despuds se incubd por 20 min con la solucidn de nitrato
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de plata (mitrato de plata 0,1 %, eranot 20 %, formaldehido 0.027 % adicionado al momento
de usarse). La solucion de plats se descartd v se adiciond al gel solucidn reveladors
(carbonato de sodio 2.5 %, etanol 20 % v formaldehido (L0717 % adicionado &l momento de
usarse), o una temperatur de 42°C, Para detener la reaceion se abadid BITA dilndratado

146 % y etanol 20 % en agua (Merri! eral,, 1981).

Actividad enzimatica de Ia lisozima

Actividad por halo de inhibicidn en placa. Se prepard una solucion de agarosa al 0.8

Y en amortipuador de Tosfatos 50 mM, pll 6.8, Se disolvid en bailo de agua a ebullicion y
se defd enfriar sin que se solidificara la solucion, Se adiciond Micrococcus Iutens en una
relacion de 5 myg por eada 10 mb de solucion de agarosa (M. luteus Tue previamente
dispersado en amortiguador de fosfos 50 mM, pH 6.8). Esta merzela se colocd en cajag
Petri v se dejd enfriar para la solidificacion de la agarosa. Posteriormente se realizaron
perforaciones de aproximadamente 5 mm en donde se colocd la profeina, La placa se
incubd a 37 °C por 12 hovan y transcurnido este tempo se observd la presencia de halos de

inhibicion (Mohrig y Messner, 1968).

Actividad por métode turbidingrico. Se colocaron en wi mbo 10 ub de Ta muesira

con proteina y 1 mb de solucion de 0.25 mg/mb de M. Jeeens en amortiguador de fosfatos
50 mM, pll 6.8 Se incubd a 37°C por 12 horas v pasado esle tempo se midid sy
absorbancia a 540 nm en un espectrofoldmetro UV-VIS TU-1901 Una unidad de actividad
de Hsozima se define coma Iy concentracion a ka cual se causa un cambio de 0.00) wnidades

de absorbancia por minuto a 340 nm (Shugar, 1952),

Secuenciacion de amino terminal de lisozima

La secuenciacion del amino terminal de la Dsozima se realizd mediante el método

de depradacion de Bdman en el laboratorio de Servicios de Estructura de Proteinas en Ja
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consiste en realizar una derivatizacion del aminodcido del extremo N-terminal por reaccidn
del grupo aming. Posterionmente, ¢f sntinoacido modificado se eluye por cromatografia de
liguidos de slta resoblucion (HPLC) en fage reversa v se detecta en uliraviolela a 270 nm.
Log tiempos de retencion oblenidos se comparan contia los de una muestra estandar de

aminodcidos 1o cual permite identificar fos residuos (Marsudaira, 1993).

Punto isoeléctrico de lisozima

Bl punto isoeléctrico de ta lisozima se determind mediante un equipo de
electroforesis Phast Svatem de Pharmacia, Bl gradiente de pH de los peles de poliacrilamida
para enfoque isoeléctrico (15x 0.43 % 50 mm) fue de 3 a0 Y. La formacion del gradiente de
pl v el enfoque de las muestras, tomd aproximadamente 40 minutos bajo und corriente
constante de 3.5 W, Los geles se revelaron de acuerdo a li téenica empleada por Neuhoffy

colaboradores (Butcher y Tomkins, 1985),

Espectrometria de Masas

5] andlisis de I masa  molecwlar  de la lisozima se hizo utilizando un eguipo
OMNIFLEX MALDI-TOV (matris-sssisted laser desorption jonization time-of-flight) de
Bruler-Daltonics, Para esto, la profeina se mezclé con deido sinapinico disuelto en una
solucion de 30 % acetonitrile, 70 % agua y 0.1 % deido rifluoroacético. Una pequena gota
de eata solucion (1 ) se dejd secar o vacio hasts gue eristalizd. Posteriormente se analizo
mediante Ia ineidencia de un ldser 4 33710 mm y con una acelerscion de vohaje de 19 kY en

modoe hinesl,

Espectroscopia de dicroismeo circular (CD)

151 contenido de estroctura seoundaria on estas proteinas se determind mediaite
espectroscopla de dicroismo  cirenlar, Estos espectros se obtuvieron a 20°C en un
espectropolarimetro Jasco J-700 (Jasco Ing., Baston, MD), equipado con una celda Peltiey
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para contro) de temperatura PTC-348W1, Las proteinas se colocaron en una celda de (L1 em
de paso opticy v s¢ leyeron en la repidn de ultravioleta lejano (154 ~260 nm). La elipticidad
por residuo medio [0] se calew]d utilizando una masa molecular de 110 p/ml por residue,
Cada espectro fue el promedio de wes lecturas y se corrigieron con ft sefal del
amortiguador. Se obtuvieron curvas milliples independientes, variando la concentracion de

antlopo de sustrato para cada una de las protinas,

Ly Hsozima se utilizd a una concentracion de 0.3 mp/mL y la guitotrioss en un
imtervalo de 0,004 a (L050 pM, Bl amortiguador utitizade fue acetatos 10 mM, pH 3.5, La
HDLAZGEP se utilizo a una concentracion de 0.03 mg/ml en amortiguador de foslaios 10

mM, pH 7.0, v Ia Jaminorribiosa en op intervalo de Oa 71 pM,

Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC)

La 1TC se utlizd para determinar constanies de afinidad, estequiometria de b
interaceion receptor-ligando y el perfil termodinamico general de los procesos témicos de
la reaccion, gue ingluye el caleulo de entalpia (AM) y entropia (a5) Estos analisis se
realizaron en un calorimetro de tiulacion isotérmica de alta precision (VP-1TC, Microcal,
Ine,), a una wperatura constante de 25°C. Las soluciones fueron despastficadas v
colocadas lentamente en la celda del equipo, cuidando de no formar burbujas dentro de la
celda, Una alicuota de lisozbuna (3.7 mp/ml) fue dializada conua una solugion
amortiguadors de acetatos 50 mM, pH 5.5 con NaCl 0.15 M. Mientras que ot alicuota de
esta misma proteina (1,515 mg/ml) se dializd contra amortipuador de foslatos 50 mM, pH
20 con NaCl 015 M. El andlogo de sustrato wilizado fue Ta guitotriosa en una
concentracion de 1.96 mM para Ia lisozima a pl de 5.5 y de 0.037 mM para Ta proteina en
pH 7.0, Exs ambos andlisis se hicieron 15 inyecciones de 7 b para Jograr la saturacion de i
proteina, Igualmente Jos amortiguadores utliizados se tinalaron con el andlogo de sustratn

para poder utilizarlos comao blanco de sefial,
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Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Las mediciones fueron realizadas utilizando un equipo de dispersion dinamica de
lz DynaPro-801 (“Dynamic Light Scattering”, Protein Soluions Co.), y annlizadas
medianie el paguete computacional Dynamics”. La HDL/BGBY se dializo exhaustivamente
contra agua calidad milliQ y previo a su inyeceton en ¢ equipo fue filirada a traveés de un
tamafio de poro de 0.02 pm. En este estudio se evalud ol comportunicnty de b proteina en
solucion, Para o cual se analizaron fos cambios en polidispersidad ¥ masa molecular en
respuesta a la presencia de diversos aditivos (manitol, sorbitol, trealosa, laminoribiosa,
heparing, triton, SDS, caleio, magnesio y litio), asi como a modificaciones en 1 fierza
idnica (NaCl), constante dieléetrica (PEG 6,000, PEG 400, etanol, isopropanol}, pH y
remperatura, La lsozima se dinlizd contra amortiguador Tris-HCI 50mM, pH 8.5, Se filtrd
antes de ser inyeetada parg analizar su comporlamiento ante diversas concentragiones de
NaCl, PEG 10,000, quitolriosa y cambios de temperatra, Li teniperaturs utilizady para la
realizacion de todas estas mediciones, excepto en la evaluacion del efecto de este
parimetro, fue de 18°C. La lisozima y 1o HDL/BGBP se utilizaron a una concentracion

promedio de 1 mp/ml.

Cristalizacion

Bl método de matriz incompleta v la téenica de difusion de vapor en gota colpante
fueron Jas herramientas wilizadas para buscar las condiciones de oristalizacion adecuadas
de wmbas protwinas (Jancanilk er al., 1991 Drenth, 1994), Las pruebas de eristplizacion para
HDL/BGBP v Hsozima se hicieron en un rango de concenfracion de proteina desde 1.0
mpdml. hasta 3.7 mp/mbL. Se colocaron potas de 5 pl de proteing v 5 plo de agents
precipitante (soluciones comerciales de Hampron, kit 1y 2) en los cubreobjetos, En el
recepticulo inferior se colocaron 400 uL del agente precipitante, con ¢l fin de retardar ¢
proceso de saturacion. Estas pruebas se colocaron en una cimara de temperatura coniroiada
g 4°C. En el caso de Ja lisozima se montaron pruebas o pH de 5.5 ¥ 7.0, asi como en
presencia ¥ ausencia de quitotriosa, Pary la HDL/BGBP solo se wilizo of phd de 7.0, Lag
!'rfm')gmf;i:m de los cristales se obtuvieron inicamente para observar la morfologia y evaluar
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el crecimiento eristalino, para Jo cual se wilizd un microscopio Zeiss Stemi BVIL a4 6 10

aumentos,

Fiuorescencia

Los espectros de fluoreseencia fueron colectados en un espectrofluprometro modelo
1$-2 (188, Urbana 1.3, usando una mpara de xendn de 200 W come {uente de excilacion,
Las muestras se excitaron a 280 nm y la emision del espectro se colectdy de 275 2 295 nm
correspondientes a la dispersion de la muestra, Las mediciones fueron realizadas en una
cefdy de 0.4 mim de Jongiud v una emperaturn de 25°C. La absorbancia a 280 nm fue 0.05

o menor para evitar efectos debidos al filro. Los datos fueron corregidos por a dilucion,
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RESULTADOS Y DI$CUSIC)N DE LISOZIMA
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Purificacion

La solucién de replegamiente conteniendn la Jisozpma recombinante se diadbnd
contra Tris-HCEH 30 mM, pH 8.5 para elimingr Jas sales debidas o la namralezi de este
proceso, Posteriormente, ba muestrs se inyectd en Ja columna de carboximetil-sefarosa v se
cluyd con 0.0, 0.2, 0.5 y I M de NaCl en Tris-RHCEH 50 mM (Figura 4), Las fracciones
eluidag con 0.2 y 0.5 M de NaCl resultaron positivas & fa prueba de actividad de lisozima
(Mohrig v Messner, 1968), La disozima pura se identifico en In fraceion eluida con 0.5 M
de NaCl (Figoera 4) mediante un pgel de SDS-PAGE en condiciones reductoras y
desnaturalizantes tefiido con plata (Laemmli, 1970; Meril er al., 1981), A partir de los
datos de purificacion de ln proteina se estructurd la tabla de rendimiento (Tabla 1), la cual
muestra un bajo rendimiento. Sin embargo, fas cantidades de proteina fueron suficientes

para permitir Ja realizacion de Jos estudios binfisicos propuestos,
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Wipnra 4. Perfil de elucion de Ta Hisozima de camardn, Lax flechas indican presencia de
aetividad. Carrdl 12 fraceion eluida con 0.2 M NaCl, carrii 20 marcadores de peso molecular,

v eurrd] 3: fraccion eluida con 0.5 M NaCl (lisozima pura).




Tabla 1, Rendimiento de la purificacion mediante cromatografia de intercambio idnico de
Hsozima de camaron blanco Pengens vammame sobreespresads en £ coli, La wbly se

contmye a partir de un o de cultive.

Erapa de Proteina Proteing Actividad - Actividad Rendimienio Purificacian
purificacion  mpiml. oial (L) Lspecifice *h

my (Uimg)
Extracto wal 1.0 EHE] L IRV 1) ]

Crmatoprafia
e iniereaim i 0.7 7 1477 HIAS 07 142
i

M- Safireova

* i unidod se defing eoma 1o concentacion de proveion que causs disminucidn e I absorbanei de O.000 por nvnyto
(540 ny y 37 00

Masa Molecular y Amino Terminal

La estimacion de 1y masa molecolar de 1a lisozima fue realizada por electroforesis
SDS-PAGE (condicionegs reductoras v desnaturalizantes) y por especirometria de masas
(MALIDITOF MS). La lisozima recombinante muestya una niasa de aprosimadamente 17,8
kDa mediante SDB-PACGE, mientras que por MALDITOF M5 se encontrd un valor de
17,11 kDDa. Bsta proteina es Ia lisozima de mayvor masa molecular hasta la fechs reportada,
debido a que posee una nsercidn y una extension de siete vy nueve aminodcidos,
respectivamente. Lsta caracteristion en su secuencia solo se ba observado en lisozimag

identificadas en olros peneidoys (Sotelo-Mundo er /., 2003),

Lo secuenciacion del amine terminal de o hgozima fue realizads mediame ¢
mdtodo de degradacion de BEdman, e le Universidad de Daves, Cahlormia, La secuencia
oblemida confinma que la proteing sobreexpresada en L ondf tene el mismo anuno leyminal

que la secuencia muroducida originalmente & la bacteria,
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SDARVIGKCEF  wee-ee secuencia original del amino terminal
deducida det cDNA
SDARKVEGRXEE  ceeeewgecueneis determinada experimentaimente

por degradacion de Edman

Las Hsosimas son clasificadas en diversos grupos en base & su secuenciy de
anvnodeidoes. La lsozima de camardn pertenece al grupe ‘o’ debido al abto porcentaje de
similitud con la lsozima de clara de huevo de galling (HEWL), Todas aquelias lisozimas
con una identidad mayor al 30 % con respecto o Ja HEWL son elasificadas dentro de este
prupo (Jolles y Joles, 1984, Jain er al., 2000 Por tanto, umdy similitud ded 46 % con 1a de
HEWL, la presencia de Jos residuos catalfticos v 1a conservacion en la posicion de las
cisteinag gue forman los cuatro enlaces disulfuro, permiten clasificar a hp lsoxzima de

cuardn blanco como tipo c,

Punto isoeléctrico

La lisozima se analizd mediame un pel de enfoque isoeléetrico para determinar ¢l
punto isoeléetrico (pl), ash come evaluar su homogenetdad y pureza, Bl gel presentd ung
inicd banda Jo cual demuestra que la muestra ¢s homogdnea, A) correlacionar fa banda
contra bos marcedores de punto isoeléetrico, se determind que 1a Hsozima de camardn tiene
un punto isoelécirico a un pll de 8.5, Todas las lsozimas reportadas en la actualudad
presentan valores de punto isoeléetrico en pH aleatinos (Malliday er al., 1993; Lemos e al.,

19933, La lsozima de camardn blanco no os Ja excepcion en este aspeclo,

Efecto del pH sobre la actividad de la lisozima de camardn

La actividad de la lisozima o diferemtes valores de pH se estudio medianie ¢l mélodo
turhrdimnérico (Shugar, 19323, Los valores obtenidos muestran dos pleos maximos de
actividad a valores de 50 v 9.0 (Figurs 53). Bl valor de pH de 5.0 hace coinerdir 8 la
fisozima de camardn con el resto de las lisoztmas tipo ¢ réportadas a In fecha, Se sabe que

las Haozimas de este grupo realizan la hidrdlisis del sustrato con mayor eficiencia o valores
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de pH cercanos a 6.4 (Jolles y Jolies, 1984} Bsto debido a gue las Dsoxmmps tipo ¢ se
encuentran mas cargadas a valores Hgeramenie acidos, Esto permile que sus sitios de union
tengan mayor afinidad al carbohidrato y gue el sitio activo lleve a cabo su funcion con
mavor éxito (Phillips, 1966: Blake er al,, 1965). La lisozima de camardn tambicn presenta
una actividad marcada a pld 2.0, contrario o las de su grupo y con valores en el mismo
intervala gue los obtenidos a pH 5.0, Esto puede deberse a variaciones en su conformieion
que le permijlen exponer sus aminodcidos cargados an Jos sitios de widn de une forma

alternativa,

fis. probable que el pH Optime en el rango acidico sea mis relevante
fisiologicamente, ya que se ha reportado la localizacion de lisozina en lisosomas de
invertehrados (Pipe, 1990) Asi mismo, en astudio wltraestructural de hemooitos del
langosting Procambarus clarki, se menciona la posibilidad de que en Jos grinulos se

encuentren profeinas antibacterianas con funcion de defensa (Lanz el al,, 1993).
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Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

B este estudio se utilizd la dispersion dinamica de fuz como una herramienta para
auxiliar a la cristalizacion de proteinas, va que estd demostrado que una profeina en estado
monodisperso cristalizo con mayor facilidad. Por elo, se evaluaron factores gue pueden ser
modificados experimentalmente, como tenperatura, pH o algunos higandos, sin gue estos
tengan per se alguna relovancia o funcion fistolopica en el organismo. Sin embargs, o
estado de oligomerizacion y agrepacion puede modificar y repular la actividad de enzimas
o T afinidad de proteinas reconocedoras de carbohidratos ("pattern recognition proteins"),
(Hermandez-Santoyo e al., 2000, Por otry parte, también se busca evituar los cambios en
el estadn de agregacion gue sufte la lsozima al ineraccionar con su sustrate especi fico. I
compuesto utilizado es un andlogo de sustralo (quitowriosa), lo que significa que
interaccionard con la proteina pero no os suseeptible o Ia hidedlisis, La conducta de
agrepacion de la Hisozima se investipd en fimeion de los siguientes pavimelros; lemperatura,

PECG 10000, NaCl v quitotriosa.
1} Queirotriosa

La Jisozima s¢ uidizd a una coneentracion de 0.045 mM y remperatury constante de
189C. La quitotriosa se utdlizd en solucion a una concentracion de 1,96 mM y se adiciond
en un intervalo de O a 0.09 mM. La lisozima mostd una clara tendeneia a diminuir Ja mass
mokecular de sus agrepados al momento en que inicia Ly interaccion con la quilotriosa, 5in
embargo, 2 Hegar a una coneentracion de 0,06 mM de quitotriosa, ka masa molecuiar de Jos
agregados s incrementd y la polidispersidad vario de 11 a 21 nm sin un comportamiento
repular, s hnportante mencionar que las condiciones en gue cambia el comportamiento
hidradindmico son cuando ambas moléculas, lsozima y quilotridside, se encuenlran en
concentraciones equimolares, La masa de 1os agregados de Ja Hsozima paso de 25,000 kDa
a 7,000 kDa a) Negar 3 0,06 mM de quitotriosa (Figura 6). E cambio en los tamaiios de Jos
apregados puede deberse a que el exeeso de quitotrioss promueve IRETraccIones
especificas entre las moléentas de disozima. Para fines de cristalizacion, Ja concentracion de

quitotriosido puede ser eguimolar a la de lsozima, ya que la pohdispersidad se mantiene



relativamente constante, Dado que este ¢s un andlago de sustrato, no se puede establecer

una interpretacion Nsiologica de estos resullados,
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recombingnte de camardn blanco,

2) Temperaturda

B} efecto de Ja tempermiura sobre fa polidispersidad v lo masa molecular de
lisozima se determind uilizando ung concentraciom de 0.045 mM de la protefna, en un
amortiguador de glicina-NaOI, pH 9 con NaCl 1M, Bl anflisis de masa molecular y
polidispersidad de o lisozma sometida a cambios de temperatra muestra constantes
ambos prrdmetros basta Jos 15°C, Tantw la masa como la polidispersidad se imerementaron
junto con Ia femperatura & partr de 15°C (Figwra 7)0 Bste proceso es vreversible, ya que al
disminuir la temperatura nuevamente disminuye su estado de agregacion, Por tanto, 14

temperatura de almacenamiento para las placas de cristalizacion debe estar por debajo de
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P5°C para que la proteina se encuentre menos agregada y el proceso de eristalizacion pueda
ser exitoso. Fste resubado vene implicaciones experimentales para cristalizacion de
proteinas unleamente, va que fisiologicamente ¢l camaron difictimenie se expone

ternperaturas menores a 20°C y mayores o 25°C
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Figura 7. Efecto de Ja temperatura sobre el estado de agregacion de la fisozima
recombinante de camardn blanco.

3) Clorure de Sodio

15} efecto de 1 salinidad sobre la Heozima se estudio utilizando una concentraeion de
0,036 mM de proteina, lemperatura constante de 18°C y una solucion base de 2.7 M de
cloruro de sodio, Los valores de polidispersidad, ast comeo la masa molecular de ke hisozima
artaron de 10 a 13 nm oy de 5,000 a 10,000 kDa, respectivamente, sin tendencis definida
entre Jos 0 y 0,45 M de clonira de sodio, Atn cuando fos valores hidredindmicos muestran
wna gran variacion (Figues 83, se mantienen dentro de log mismos valores en el range de

smlinidad estudiadn, Considerando que Ja funcion de la Hsozima en ¢l plasma ocurre a 043
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M de Natl, se puede considerar que el estade de agregacion es poco sensible a i salinidad,

comparado con ol efecto de femperatura mostrado anteriormente.
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recombinante de camaron blaneo,

&) Poliettenglicol 10,000 (PEG 10,000)

11 PREG es wlilizado ampliamente come un precipitante o aditivo en cristalizacion de
proteinas. FEste componente permite gue Ja interaccion entre las moléeulas de proteing se de
en forma Jenta, lo cual facilita que esas se estabilicen en un solo estade de agregacion, Por
esta razon es gue se estydio su efecto en et estado de agregacidn de ta Hsozima de camaron.
La lisozima (0,045 M) se sometid a concentraciones variables de una solucion base de PEG
10,000 at 51.47 % v una temperatura constanie de 18°C durante el anatisis, Los agregados

de lisozima disminnyen notablemente su masa molecular o valores menores al 1 %4 e PEG.
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Sin embarpy, la polidispersidad solo disminuye ligeramente al injcio de la titulacion, y
posteriormente se incrementa de forma paratels a ls concentracion del aditive (Figura 9).
Bl PECG es un polimero Dneal soluble en agua, gue al unirse a la proteing actita como un
blogue hidrofilico permitiéndole una mayor solubilidad. Sin embargo, puede {ormar redes
con ta proteina cuando se utiliza a concentraciones elevadas, propiciando la agregacion de
In misma (Meyubas y Lichienberg, 1996). Precisamente, este es el fendmeno que se
observa con s lisozima de camardn, B PEG es muy utilizado en estudios de eristalizacion,
debido a gue en un principio estabiliza Jos agregados proteicos, ¥ posteriormente favorece
la obtencion de micleos de proteina gue don lugar a da formacion de un eristal, Se
veeomiendn utiiizar ung concentracion def 1% de PREG 1000 para la cristalizacion de

lisorima de camardn,
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Dicroismo circufar

Los datos de elipticidad molar oblenidos por espectroseopia de dicrotsmo sircular se
analizaron mediante € uso de log programas compulacionales como CCA, Henessey-
Johnson vy VARSELEC (Compton v Jionson, 1986), Estos métados se basan en un andlisis
de correlacion entre valores de elipticidad en el rango lejano del ultraviolets para proteinas
de las cuales se conooe su estructwra, Aplicando este andlisis para las elipticidades de
tisozima de camardn blanco en amortiguador de fosfatos pH 7.0, se dedujo que el contenido
de estructura secundaria corresponde a0 29 % de hélices-ali, 4.0 % de beta plegados, 3.2 %
de piros, y el 63 % formado por estructura no ordenada (Figurs 10), Todas Jas Hsozimas
tipo ¢ reportadas a la fecha presentan una estructura secundaria constituida principalmente
por hithices alfa, con vatores por encima del 30 %. En lo que respecta » la estructura de
hojas beta, estas se reportan con valores por debajo del 10 % (lolles er af,, 1979). La
Hsozima de camardn coincide completamente con Jos patrones establecidos para lag

lisozimas del tipo e (Tabla 2).
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Figura 1), Egpectro de dicroismo eirenlar de 1a lisozima recombinante de camaron Hlanco
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Tablz 2. Comparacion del contenido de estructura secundaria de lisozimas de invertebrados

specie Hélices Alla i Hojas Beta Lazos {ras
Y Y

Penaens vannamel t 24 A4.0 5.2 (2.0
Munduca sexra'"*" 37 2.5 20 20.5
Bombix mori* 32T -
Antheraca milita* 3.2 6.7 mme e
Lisozima de ¢lara de 30,23 .2 e wer
huevo de gallina®
Lispzima de humano® 29.23 T.69
Bacteridgfago T4* AR 4.5 e -

+ Resultados obtentdos en este trabajo
* Valores estimados a partir de las estructuras cristalinas depositadas ey el PDB (Protein
Idata I3ank)

La interaccion lisozima-quitolrioss también se analizd por CD con la Hinalidad de
monitorear los cambios en estructura secundaris que ocurren en la proteina al interaceionar
con un analogo de sustrato, La quitotriosa se wiilizd en un intervalo de 0,004 a D.050 mM y
la Jisozima a 0.018 mM, ambos en un amortiguador de acotatos 10 mM, pH 5.5, I andlisis
del espeetro de CI de Ia Jisozima a pH 5.5 arroja Jos siguientes porcentajes de estructura
secundaria; hélices ally 24.3 %, hojas bets 29 %, gires 6.4 % listos valores sop
considerablemente diferentes a los de lisozima de camardn a pld 7.0, en donde se aprecia In
predominanciy de las hélices alfa. Fsto revela que los cambios en el pil estin provocando
cambios  conformacionales en la prowina, La enzima pass de una eslructura con
predominancia de hélices alla a una donde con valores muy similares tanto de hélices alfa
come de bojas beta, pero gque tambidn es activa enzimaticamente, como se IOSrG
anterionmente. Considerando que ta lisozima se mantiene almacenada en lisosomas acidicos

para postertormente ser seoretada a hemolinda, donde el pH es cercanoe a 7.0, esta proteina

4%




debe sufrr un cambio conformacionad en la estructura globular comuimente reportada,

Fatas consideraciones deberan ser abordadas en futures estudios,

Tambicn se realizd la interaceion de o Hsexima con quitotriosa a pB 5.5, v se
caleufaron los porcentajes de estructura secondaria de Jos diversos espectros de CID
obtenidox (Figura 11, Tabla 3). Hatos vesultados muestran que disminuye In cantidad de
hélices alls conforme se increments ta concentracion del ligande v se acerca la saturacion
de la hsozima, Este rescomado estructural gs el gue permite gue 1a proteia exponga de
mejor manera sus sitiog de union v activo. Al relacionar esto con ¢l efecto del pH en la

actividad, se revela gue este cambio conformacional Tavorece Ja actividad hidrolitica de In

lisozima,
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Figura 11, Egpeciros de dicroismo circwar de Bsnxima de camaron hlanco a diferentes

concentraciones de guitotriosa. En amortiguador de acetator pit 5.5,
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Fabla 3. Contenido de estructura secundaria de 1a Hsozima de camardn blanco )

intergcctonar con diferentes concentraciones de quitdiriosa,

Quitotriosa Heétices o« Hojas f Lazos  PP2 Otray

pH (mM) Y % % % %
55 0.000 43 290 64 159 289
0.004 6 355 73 1S 314

0.019 125 364 84 170 313
0.027 20 352 72 165 310

0,033 17 359 73 167 3L

0.050 O 364 73 168 317

Calorimetria de Titulacion Isotérmica

La ITC es una 1éenica que permite evaluay fa energia de wndn de Ja lisozima de
camirdn a la quitotriosd, v de esta formu evaluar fa aftnidad al Bgando, B nimero de sitios
de union en la proteina (n), AF v K, fueron obtenidos de 1a curva no Hineal oblenida en base
al mudelo de un stto de unidn (Fig 120 ACG v AS son calculadas de estas magnitudes por
el uso de la relacion de datos mediante a sigwiente formula AG= -IRT In K, y 45= (AH-
AGHT. Ambas macromoléculas se disolvieron en amortiguador de acetstos 30 mM, pH 5.5
con 150 mM de NaCl a una temperatura de andlisis de 23°C. La curva de ttulacion de
hisozima con quitolrioss muesira sefales nepativas lo cual es tipico de una reaccion
endotérmica (Figura 12a), Los valores de noindican que Iy estequiometriy de unidn es de
1:1, es deeir, a proteina tiene un solo sitio aclivo, Las constantes de union y disociacion
para la ligoxima de camardn, msi como parn tas Hsozimas de clara de buevo de gathna y de
rants0 (Kawamura er af,, 2002) se muestran en la Tabla 4. Estas constamtes revelan gue Ja
lsozima de camaron tiene una mejor interaceion con su sustrato, basado en que sus valores
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presentan un orden de magnited mayor con respecto g In lisozima de galling y de ganso, s
decir, se reguiere dier veees menos cantidad de quitotrivsa para salurar da Hsozima de
CAMALON que pira saturar las otras Hsozimas, Lo gue Heva g resaltar que es I3 unica

Hyozima reportada con uma allnidad s alta bacis o up andlogo de sustrato, hasta ta fecha,
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Tabia 4, Comparactdn de los parimetros termodindmicos de 1 interaceion lsozima -

quitotriosa para camardn blanco, clara de huevo de galling y de panso, Realizados o 25°Cy

pl 8.5,

Lspecie TR AG AR TAS D
(M) (M) (keal mol")y  (keal mol-'y  (keal mol-')
Lisozima de (035 243 27028 49008 16,07 4 0.03 -8.353 FOZ20 2
P ovannamel {).00]
Lispzima de clara 0043 231 8BS - - 0,95
de huu:w:)_,(it;'. 5.003
pallinal!™

Lisozima 1l de 0,034 297 BB - - -
clara de huevo de
ganso!! ™

Cristalizacion

Con el {in de determinar 1a estructura tridimensional de ta hsozima de camardn, se
realizaron ensayos de oristalizacion con Ta proteing libre y en presencia del ligando,
mediante la téepica de Ia gota colpante, La Jisozima libre se encontraba en amortiguador
Tris-HOL 50 mM, pit 7.0 v 8.5, mientras gue en inteyaccion ¢on quitpinosa se encontraba
en solucion de acetatos 30 mM, pH 5.5 con 0,18 M de NaCly en amortiguador de fosfatos
50 mM, pH 7.0 con (.15 M NaCl Los cristales se Jograron mediante la ntilizacion del
juego de reactivos de matriz incompleta nimero 11 de Hampton (Tabla 5). Loy cristales
obienidos de lisozima Hbre v en interaccidn con quitotriosa tuvieron un tamafio de 200 gm
(figura 13 Ay 138, respectivamente). A pesar di gue fueron pequedios, fue posible montar
los cristales en el eguipo de difraceion de rayos X del Laboratorio Universitario de
Estructura de Proteinas del Institwto de Quimica de la UNAM. En el experimenio de
difraceion se encontrd que el erioprotector utilizado no fue ¢l adecuado, ya que did lugar al
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congelamiento del cristal v oun decammiento en ta sefial de difraceion, Futuros estudios
deberan evaluar lag condiciones adecuadas de crioprotector, con ¢l fin de oblener una

diftaccidn de ravos X adecuada para resolver Ia estructura tridimensional.

Las condiciones de cristalizacion de la lisozima Libre y en interaccion con su ligando
fueron my diferemes de las reportadas anteriormente. La HEWL (a 30 mg/ml) cristaliza
en una solueion de MaCl al 4 % en amortiguador de acetatos SO mM, pld 4.5, Mientras que
ta lisozima de camardn blanco cristaliza a concentraciones de 1 o 4 mg/ml. ¥ on
amortiguadores con pHoentre 7.5 v 8.5, log cunles contienen aleoholes y PEG en su
composicion {Tabla 5), HEsto revela gue el estado de agregacion en el gue se encuentra ia
proteina sustituye a la alta concentracion que pencralmente se requiere para eristalizar a lag
lisozimas de otras especies. Asi, al awmentar Ja constante dieléetrica por presencis de
alcoholes, 11 proteina reduce su interaccion, Posteriormente, al miciarse la difusion de

vapor, fa constapte dieléetrica disminuye y la proteing comienza a interaccionar con sus

sernejantes,
A} 13)

Figura 13, Microfotografiag de cristales de lsozima de camardn, A) Hisozima Hbre pld 7.0,

13) lisvzima-guitotriosa pll 5,5
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Tabia 5. Condiciones de cristalizacion de la lisozima de camardn en presencia ¥ ausencia

de quitotrioss

Mautestra Amoriiguador Condicién de crecimiento # 2

[isensima
pl3 7 Sh, 40: 0.M de Tris pH 8.5 v 25
T (¢ tert-Butanol
pil 8.5 Shn, 400 0.0M de Tris pHE 83 v 25

Yo (viv) tert-Butano!

Lisozima- Acetatos S0mM pH Sin. 30: HEPES 0.1 M
Guitotriess 55 con LIS M NaCh % (wiv) PEG 6000, 5 % (v/v)
pi 5 MDD
sin, 38 HEPES 0,1 M pH 7.5, 20
S5 (wivy PEG 10,000
St 400 000M de Tris pHL 8.5 v 25

Y (viv) tert-Butano]

Lasozims- Foslnos 50mM pH 7 Sin, 30; HEPES 0.1 M pH 7.5; 10
guitofriosa Con 0.15 M Natl Ui (w/vy PLCY GOOO; 3 % (viv)
ML

pld 7
Sin, 38 HEPES 0.1 M pH 7.5, 20
B (w/vy PEG 10,000
Sin. 40: 0.1M de Tris pH 8.5 y 25

%% (v/v) tert-Butanol
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Concliusiones

La lisozima de camardn blanco obienida de forma recombinane fue purificada
eromalogrificamente s homogeneidad con bajos rendinuentos, Tiene un punto isoeléetrico
de 8.5 y una mase mojecuiar de 17,1 kDa. Es 1a hisozima con mayor masa molecular hasta
fa fecha reportada, lo cual se atribuye a que cuenta con una insercidn y una extension en su
secuencin ammoacidicn de 7 v 9 aminodeidos, respectivamente, La constante de unidn de b
lsozima de comaron por ki quitotrioss es wi orden de magnited mayor que las reportadas
para la lisoxima de 1a clara de huevo de palling v de panso, Lo cual Ja coloca como la

Hsozinta con mayor capasidad de interaceion con su sustrato,

B pld tiene un efecto bastante marcado en la estructure secundaria de ta lisozima, A
pH de 7.0, da proteina muestra una estruchara predomunantemente de hélices alfi, Sin
embargo al colocarla a pll 5.5, tanto Jas hélices alfa como las hojas beta se presentan
porcentajes muy similares, La ttlacion de la proteing con fa quiteiniosa provoca que el

porcentaje de éhces alfa en su estructura disminuya marcadamente,

D tpaal forma, la interaceion proteina-carbohidrato provoes disnuimucion del estado
de agrepacion de la proteina, ¢f coal tende puevamente al incremento por encima de la
concentracion de saturacion de la enzima. La presencia de Nalll no muestra un cambio
significativo en el estado de agrepacidon de Ja lisozima, mientras que el PEG ayuda a
disminuir ¢l proceso de agregacion en concentraciones menores al 1 %, Ademis, el estado
de agrepacion de Ja lisozima es estable por debajo de los 13°C, por o gue Jas placas de

cristalizacion fueron incubadas a 4°C.

Los cristabes de ba lisozima hbre v 1a lisomma-gquitotriosa se oblienen en presencia
de alcoholes v PEG, asi como a pH alealinos, La natwraleza especial de esta lsozima se
evideneia al encontrar en ta base de datos de cristalizacion de biomoléeulas (Guilliland,
1994), que no se habla reportado anieriormente aditivos comua el terbutanol, PEG 6,000 0

PEG 10,000 para ta cristabizacion de una lisozima.
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Niodeio tedrico de [a accion de lisozima de camaron contra

bacterias Gram {-)

Las Hsozimas en general tienen una funcion antibacteriana debido a su capacidad de
hidrolizar el péptidoglicano de ka pared de las bacterias Gram (+). Bspecificamente, esta
enzina rompe el enlace 3,14 entre el deido Neaceti] murdmico v Ia Neacetilglucosaming
(Jolles y Jolies, 1984). Recientes estudios indican que Jas lisozimas de camarones peneidos
tenen adenmas funcidn antibacteriana contra bactering Gram (<), (Mikima, 2003; de la Re-
Vega, 2005, de la Re-Vega er af, 2005). Las bacterias Gram {(-) contienen un 10% de
peptidoglicano, ¢f cual s¢ encuentra entre dos membranas, La memlwana externa contiene
lipopolisaciridos, en conwaste, as Gram (+) tienen el peptidoglicando expuesto, Ry de
esperarse que ta Hisozima sctie con mayor eficiencia contra las bacterias Gram (4), debido

# gque no existe barera alguna que impida su acceso 4l sustrato.

Como un antecedente o esty aparente contradiceion, existe wn reporte en el gue se
analizd una lisozima quimérica, es decir, se expreso of gen de la lisozima de buevo junto
con una secuencia gue codifica para un pentapéptido hidrofobico (Tbrahim ef afl., 1994),
Eata hsomma presentd actividad contra F. ool que es una bacteria Gram {-), v ademis
perford Tiposomas, indicando su capacidad de interaceionar con membranas. Bl hecho gue
ta lisozima de camaron tiene mayor actividad contra bacterias Gram (5), como los Vibrios
gue son de ambientes marinos, sugiere gue esta funcion es evolutivamente importants,
Basados en estos conocimientos y en la informacion obtenida al evaluar la interaccion

lisozima-carbohidrato se postula el siguiente modelo de aceion (Figura 149,

Inicialmente, la lisozima de camardn se anela a Ja membrans formada por
lipopolisacdridos o fravés  de  Ja regidn en su carboxilo  terminal,  formada
predominattemente por aminodcidos hidrofobicos, Enlonces, para que Ja enzima pueda
hidrolizar el peptidoglicans, tendrian gue ocurrir dos eventos necesariamenie! penctracion
de Fa membrana y actvidad hidrolitica dentro del periplasma. Adp cuando este tabajo no
se enfocd a investigar directamente el mecanismo de accion, Jos ditos experimentales

muestran gue dichos eventos son posibles.

30



La capacidad de interaccion con membranas de una bBsvzima con residuny
hidrofobicos en el C-terminal fue mostrado por hrahim (3994), Al incorporarse a la
membrana, 1a proteing deberia sufrir un cambio conformacional. El periplasma o region
entre Jas membranas externa ¢ interna de fas bacterips G (<) tiene un pH de
aproximadamente 6.0 (Madigan er af,, 20000, Es precisamente a un pH seido cuando la
ligsozima de camardn sufre up cambio conformacional hacia una estruciura con mayor
comtenido de hojas beta, También se epcontrd gue el cambio conformacional se acenta al
unir el ligando o sustrato en condiciones deidas, como Jas del periplasma bacteriano,
Aderas, 1 Hsozima de camardn tiene una aftnidad dicz veces mayor a pkl 5.5 comparado
con as lisozimas de aves, por lo gue se reguiere de una menor cantidad de enzima pary

Hevar a ealn su funcion,

Todo lo apterior son evidencias gue sugieren pero ne demuestran el modelo
planteado (Figura 14), Futuros estudios experimentales deberdn abordar estas hipdiesis, ya
que son fas bases moleculares de su funcion, ademas como un sistema models de uny
enzima gue se transloca ¢ ravés de membranas, También es importanie sefialar que lag
véenicas  biofisicas aportan  informacion relovante y  complementadas  con  téenicas

bioguimicas de microscopia ayudardn a elucidar ¢l mecanismo de aceion de esta moléeula.
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Purificacion

La HDL/ABGEP se purificd siguiendo las condiciones establecidas por Jiménez-
YVeps (20003 Mediapte electroforesis SDS-PAGL con tamafio de poro de 7.5 % y bajo

condiciones reductoras se comprobd su puresa v homogeneidad (Figuara 15},

66

Figura 158, Gel de SDS-PAGYE de HDL/BGBE de camaron blanco, Carril | marcadores de

peso molecular; carnl 2 proteina purificada.
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Dispersion dinamica de luz

La chspersion dindamica de luz se utilizd para evaluar ef comportamiento en solucton
de fa HDL/BORP de camaron Dianco P.ovanname!. La masa molecular v §a polidispersidad
fueron monioreadas para determinar las condiciones donde ta proteing presenta un menor
estado de agregacidn, asi como una disminucion en la polidispersidad. Para esto fue
necesario evaluar la conducta de fa proteina al muodificar su pHl, temperatura, disolventes,
fuerza 1énica y al adicionar su hgando especifico, Como se mengiond anlerionmenie, este

estudio se realizd unicpmente como base para b eristalizacion de fa lipoproteina,

I pit

El efecte del pH o osobwe la HDL/BGRBRP se estudid vtilizande Jos siguientes
amartignadores: phicina-1CL pld 3, acetato de sodio-deido acético, pH 4.0 v 5.0, fosfato
dibisico-fostalo monobdsico, pH 6 v 7, Tris-HCL pH 8.0, plicina-NaQH, pH 9.0 v 100, ¥
fosfato monebasico-NaOM, pHt 11, Las muestras de proteing (0.25 mp/ml.) se inyvectaron y
analizaron en el equipn de LILS & una temperatura constante de 1870, La masa molecular y
i polidispersidad se merementan notablemente a pH de 4, es dectr, el mayor estado de
agregacidn de Ja proteing se presenta en este valor, B pH de 7.0 en el que normalmente se
mantiene 4 la protema presenta minimas alteraciones en polidispersidad y masa moleculyr
con respecto al resto de los pH (Figura 16}, De aqui gue se decida sepuir atilizande este

valor de pld para Ia eristalizacion de la proteina,

2) Temperatura
LBl estado de apregacion de b HDL/BGBP (0.5 mp/ml.) se determing al someteria a

agrepadoes se incrementan paralelamente al incremento de femperatura, BEste proceso es
reversible, al disminutr la temperatrg se decrecen los valores de mass molecular v
polidispersidad en la proteina (JFigura 16), Las temperaturas elevadas incromentan fa
formacion de inmteracciones bidrefilicas v disminuyen I viscosidad del medio y de la
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proteina (Walstra, 1990; Betoluzzo e al, 1999). 1.a HDLAZGRP es una hpoproteina, por Jo
que se puede suponer que Ja viscosidad de sus componenies lipidicos (37 %) disminuye
ante el incremento de temperatura, Esto permite que b proteina se mueva mis libremente
por el solvente, permitiéndole interaccionar en mayor medida consige nysma, st
observacion Heva s considerar gue la HDL/BGEP debe de manejarse a bajas temperaturas
para evitar que forme agrepados grandes. Por Jo que para tener nmayor control sobre el
proceso de crisializacion deben de atmacenarse las placas de corigtalizacion a una

temperatura de 4 °C,
3) Polietitenglicol (PEG) 400 y 6,000

La HDL/BGRE (0.552 mafmb) se sometid a concentraciones variables de
sotuciones base de PEG 6,000 al 52.26 % y PEG 400 al 50 % y temperatwra de anilisis
constante de 18°C. La mass molecular vy 1 polidispersidad de fa HDL/BGRE se
incrementan al aumentar la concentracion de ambas soluciones. Los PEG son polimeros
gue seounen o las proteinas y a las moléeulas de apua o través de puentes de hidrogeno
favoreciendo ta solubilidad de las proteinas, Sin embargo, cuando la proteina tene und
curgn electrostdticn elevada, puede actuar comp puente de enface entre las proteinas
formando agrepados grandes (Meyubas y Lichienberg, 1996). Lsto revida fa disponibilidad
de los residuos cargados en la HDL/BGRPY, o wl ver sean los fosfolipidos quienes

interaciiien con ¢l PEG favoreciendo la agregacion de Ja protetna.
La agregacion se Heva a cabuo lemamente, o cual es ventajoso on estudios de

cristalizacion. En donde se desca una agregacion lents de las moléculas para que se

favorezca fa Tormacion de centros de nueleacion (Figura 16),
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&) Cloruro de sodio

Bt efecto de la salinidad se evalud o una temperatura constanie de 18°C y
concentracion  de 0.5496 mpiml. de proteina, La HDLABGREP presenta valores de
polidispersidad y masa molecular incrementados directamente proporeionales al incremento
de Ta concentracion del MaCl (Tigura 17). A concentractones bajas de sales, las proteinas
altamente hidrofdbicas precipitan, mientras que a ¢levadas concentraciones de sales se
imerementa la golubilidad de estas proteinas, Se puede deducir que el acomodo de los
agregados de HDL/BGBYP tiene expuestos residuos cargados que les permiten comportarse
come una proteina hidroflica, Por 1o gue af incrementar la concentracion de NaCl estas

tienden a formar grandes agregados que Hegan a precipitar,

My w2000
| E
* :
o~ i wy
- PR !
E #r1) . o MI [ p U000 I'g
=2 . " e s i %
: P 5 o w-— : _— -y -
% !?'u:‘ ! 4 b v /_‘.A‘" .‘ﬂ\ ""“‘ = * H i m
R - \w 4 . - o, Daepan O
5 Ky g gt 18000 3
™ g
ALY t‘é
4
! L
%’ j PN TR L VI
=l A ", u
i) . o
f. » \\w’ = =
e i
b - 100
E 1§ ” ,,,,,,,,, = ;
e [ —— t [T [P S SR Sy T I
0 1 i 11 I A <t B [ E B ¥ VAR R -

NaCl (mM)

Figura 17, Efecto del clorure de sodio sobre ef estado de agregacion de la HDL/BOBP de

camnardan blanco,
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5) Triton X=100 y SDS

) efecto del Triton X-100 y SDS sobre la HIN/BGBY (0.552 mp/mb) se estudio
colocando ik proteing en un intervalo del 0 al 10,3 % de Triton X-100 y ded 0 a) 1.3 %) de
SDS, a una temperatora constante de 18°C, Bl Triton disminuye los valores de masy
molecular v polidispersidad conforme se inerementa Ja concentracion del deterjgente, siendo
posible abtener ¢] mondmero de profeing a partic de Wi conceniracion del 5 %, Para que
esto ocurra deben de interactuar estas dos modéculas por 12 horas antes de realizay las
mediciones. B SDS disminuve la apregacion de la HDL/ABGBP micialmente, pero en
porcentajes por encima del (W15 % se increrenta la masa y a polidispersidad de sus

apregados (Fipura 18),

I SDS es un detergente desnaturalizante gue se une a lus profeinas blogqueando lis
cargas propias de éstas, confiriéndoles una carga neta negativa y favoreciendo asi su
solubilidad (Bullis ef /., 2003), Sin embirgo, se ha observado que alpunas proleinas, sobre
todo las de membrang, presentan regiones resistenies a la aceion ded SDS, Se dice gue esto
es debido o que tienen sitios que no pierden su plegantiento, lo cual evita gue se solubibicen
en su woialidad (Sagne ef al,, 1996). Bl comportamiento de Ta HDL/BGBE ante ¢] 5105 es
bustante simitar o o reportado pars estas proteinas de mentbrana, Jo cuad pudiera deberse

que Ta HDDLAGRY esta compuesta por ui 57 % de Tipidos,

121 Tritdn X-100 s¢ clasifica como un tensoacrive no ionica, LEste detergente basa sus
propiedades en su cardeter dual, es decir tiene up grupo hidrofilico v otro hpofilico. 13
prupo hidrofdbico se une a la proteina, mientras ¢l hidrofilico gjerce un efecto solubilizante
y tiende a Hevar a ta moléeula a disolucion completa, Bsta capacidad del Triton X-100 es In
que ha permitido gue los agregados de HDL/ABGBE se dismimiyan hasta Hevar a la proteinn

a su estado monodisperso.
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6) Caleio, Magnesio y Litie

Las soluciones de cloruro de caleio, clomire de magnesio y cloruro de litio se
utilizaron en un intervale de 00 a 8.3 mM, 0.0 & 103 mM y 0.0 a 123 mM,
respectivamente. La BDL/BGBP se utifizo a una concentracion de (1,552 mg/mL y log datos
se obtuvieron n iemperaturs constanie de 18°C. Los valores de masa molecular y
polidispersidad en los tres casos se inerementan conforme Ja concentracion de las sales
metalicas se increments, 15n ba Figura 19 se muestra solo el comportamiento del Caleio, ¢l
cual s muy simitar a los otros metales. Se dice gue los iones meldlicos achlin
incrementando la estructura del agua, lo cual ayuda 3 que se incremente la solubilidad de
las moléculas no polares, Sin embargo, ninguno de estos tres Tones hizo que el estado de

agregacion se revirnera,
7) Isovpropanal y Etanol

Se wilizd ung conceptracion de MDLABGREP de G584 mp/ml., una temperaturi
constante de 18°C y etanol ¢ isopropanol en un ittervalo del O al 10 % y O ab 20 %,
respectivamente. Al incrementar Ja concentracion de estos aleoholes, Ty masa molecular y b
polidispersidad comienzan a presemtar ung Jenta tendencia i la formacion de agregados. Se
muestra la grifica soly de etanol por ser muoy semejante a la de isopropamol (Figura 19).
Los atcoholes actian modificando Ja constame dieléctrica (medicion de la facilidad para
separar dos moléculas cargadas de forma difevente), Al disminuir esta constante se favorece
que lus moléoulas cargadas de forma diferente puedan interaccionar. AL manipular
adecuadamente esta constante, s¢ puede favoreeer que In interaccion intermwlecular se de
con lentitid, efecto que se busea en un proceso de cristalizacion, Por Jo que ta tendencia
lenta a Ia agrepacion de la HDL/BGRP, o} entrar en contacto con estos aleoholes, es algo

gue podria favorecer la eristalizacion de fa proteina,
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&) Manirol, Sorbirol y Trealosa

Bl efecto de estos azvcares sobre ta HDL/ABGRP (0552 mp/ml) se estudid a
temperatura constame de 18°C y concentraciones de manitol, sorbitol y trealosa en
tervalos del O al 4.4 %, 4.6 %0y 5.2 %, respectvamente, Los valores de miasa molecular
se incrementan conforme se imcrementa by concentracion del azvcar, Por ¢l gontraro, la
polidispersidad presenta una tendencia o Ja dismincton, lo enal habla de la homogenerdad
con la que se estan Tormando tos agregados (Figura 20, solo grafica de wrealosa). El efeclo
de los azdemres es el de aapar moléculas de apua (Mevuhas v Lichtenberg, 1996). Las
ohservaciones revelan que fos azdcares no imeractian con la proteing en soluciom, sino que

to hacen solo con tas moléculas de agua. Por To que en respuesta se acelerd la formacion de

agregados de proteins,
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N Laminorribioya

La HDLAZGEP (0.25 mg/ml) se bizo intergctuar con ta laminoribiosy en
congentraciones de 0 a 1236 My a una temperatura de 18°C. Los dotos obtenidos de
masa molecular v polidispersidad no muestran una tendencia clara, se incrementay y
disminuyen (Figara 21). Estos comporiamiaentos ervdticos son simifares a log observados en
ITC en lainteraccidn HDL/BGBP-lanunomibiosa (Varpas-Reguena, 2001}, donde se

encontraron fases endo vy exotérmicas abternadas que sugerian un cambio conformacional

prrdlico,
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Dicroismeo circular

La estructura secundaria de Ia HDL/ABGBEP obtenida en anteriorves estudios mediante
dicroistno circuldr muestra ung proteina formada predomimantemente por hojas beta
(Vargas-Requena  ef  al, 2002). Ln esta ocasion, se  estudiaron  los  cambios
conformacionales en la proteina originados al entrar en contacto con fa Jaminorribiosa
{carbohidrato  Tormado  por unfones beta-1,3) Los especiros oblentdos  a diversas
concentraciones del Hgando reflejan un cambio constante en la estructura secundara, pero
st ninguna tendencia marcada (Figura 22, Tabla 6). Por esto, se propone gue lo observado
es un cambio en la estructura debido a un proceso constante de union y desunion entre las

mojécutas de HDLABGREP, Ademds, es un efecto nmy semejante 2 lo observado mediante

Reguena, 2001), Estos estudios de CD refuerzan ¢l planteamiento de que al enirar en
confacto la proteina con el carbohidrato se desencadena un proveso continue de agregacion

y desagregacion acopltado a cambios conformacionales y fases endo y exoténmicas,

Para tratar de establecer una velacion entre este cambio conformacional vy estudios
anteriores, se graficaron los valores de estructura secundaria obtenidos para cada espectro
contra 1a concentraciom de laminorribiosa (Figura 233, Se obtiene un punto de oruce donde
se ipualun porcemtajes de hélices alfa v hojas beta, Esta concentractdn de Taminorribios:
(aproximadamente 21 uM) es muy similar @ Lo constante aparente de disodiagion (22
M), obtenida por Tuorescencin evaluando esta misma inleraceion {Vargas-Requena ¢f ol

2002)
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Table 6, Porcentajes de estruntura secundaria de la HDL/BGBP de camaron blaneo a

diferentes concentraciones de laminorribiosa

helices o hojas B Vueltas  Otfras

Ouilptriosa Yo Y Y Yo
_________ (1UM)
£),000 20 53 2 25

2.97 13,6 22,6 189 449
8.58 8.2 A0.8 1.7 493
23.46 10.8 28.8 8.6 51.8
43,40 16 23,6 13.4 47

57.3 29 1.6 19.5 49.9
2094 196 105 7.4 62,5
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Figura 23, Grifica de porcentajes de hélices alfa y hojas beta de fa MDL/BOBP de

camaron blanco a diferentes concentraciones de laminormibiosa.




Fluorescencia

Los efectos de b osalinidad sobre la estructura de la HDL/BGRP evaluados por
fluorescencia se hicieron wilizando una concentracion de 50 up/mb de proteinia, Al ser
cotocada en un medio con una salinidad de O45M, ka protéing nuestra un espectro cuya
seia) se mueve FHgeramente bacia la derecha (corrimiento al azul} con respecto al espectro
de referencin de la IDL/BGRE sin NaCl (Flagura 243, Bste corvimiento al azul se interpreta
como un incremento ep la exposicion al solvente de fos residuos de tmpofano que
constituven la profeina (Dewey, 19911 Fsio significa gue la HDL/BORE expone sus
residuos mromdticos @ la concentracion de 0.45 M de NaCl, que es o fistoldgica en la

hemolinfa de camardn.
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Cristalizacion

Las placas de cristalizacion se montaron mediane Ja téentea de la gota colpante
utilizando uny concentracion de 2.0 mg/ml. de HDL/BGBP en amortiguadoy de Tris-HCL,
pH 7.0, Los nicrocristales se obtubieron con el kit de matriz incompleta nimero 1 de
Hampton (Tabla 7). Los eristales obtenidos de la HDL/BGBP presentaron un tanmano de
50um, por Jo que fue imposible colocartos en el equipo de difraceion de ryos X (Figura
25, Sin embargo, cabe resaltar que la obtencion de microoristales de una fipoghcoproteina

es un alcance muy importante.

Tabls 7. Condiciones de cristabizacion de Ja HDL/BGRP,

Muestra Amortiguador Condicion de crecimiento kit 2

Solucion 10: acetatw de mmonio
0,208, acetato de sodio
trihidratado 0. 1M pH4.6, PLEG
J000 30%) wiv

HDL/BGRP  pH7.0

sohucion 26: acetato de amonio
0,20, citrate trisddico
dibidratadot, 1M pld 5.6, 2-meti]
2 A-pentanediol 3% viv

solucion 29: MEPIES 0.1M plt 7.5,
Tartrate do sodio y potasio
etrahidratado 0.8M

sohucion 45: acetato de Zine
dibidratado 0.2M, cacodilato de
sodio V1M pH 6.5, PEG 8000
FE% wiv
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Hay pocos ciemplos de lipoproteinas eristalizadas en presencia de lipidos, La
fosfovitelina de la yema de hueve de la lamprea se ba eristalizado v obtenido su estruetura a
2.8 A (Raap ef ol, 1988), También de una hemolipoproteina de la pulga del ganado
Boophilus microptus (Alves ef al., 2004), donde la resolucion fue de 2, Ay aun no ha sido
determinada su estructura, B este trabajo usan hexanediol, sinmbar al pentanediol usado
con HDL/BGRP. Y e estudio mas completo de ba apo A-1 de humanos donde se plantea un
modelo conteniendo lipidos v una forma discoidal (Borbhanl e al., 19997 Segrest ef al,
1999), Estudios de microscopia elecironica de LDL de humano han Uepado a modelos de
baja resolucion de 27 A (Lunin e af,, 2001} De abi que este resultado deberd conbinuarse

en futuros estudios para contribuir al conocimiento espructural de lipoproteinas,

SR EM e e e

Figura 25. Microfotografia de eristales obtenidos de la HDL/BGBP.
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Conclusiones

La laminoribiosa (disacarido beya-1,3-plucano), al imteraccionar con Is HDL/BOGRY
induce cambiog confonmacionaies en la proleina, La estruciors que predoming en la
HDL/BGBP es 1o de hojas beta, la cual cambia o predoninantemente héfices alfa cuando
entra en contacto con el plucano. Estos camnbios en da conformacion de la prowina
favorecen ¢ proceso de agrepacion de b misma, Las interacciones que tiene by MDL/BGBEP
consipo misma son bastante resistentes a la aceidn de aditivos, siendo el detergente Triton
N-100 el dnico compuesto gue Heva a la proteing a su estado monomérico. B NaCl o una
concentracion de 0.45M (salinidad presente en la hemolinfa) favorece gue Jos residuos
aromaticos de la proteina ¢sién mis expuestos. Lo cual se ve que incrementa el esiado de
apregacion de la HDLABGBP por DLA. Se establecieron las condiciones de eristalizacion
de ta proteing, aungue los cristales obtenidos son atm muy pequefios para ser sometidos a

difraceion de rayos X,



Modelo teorico de la accidn de la HDL/BGBP en su interaccion
con el hemocito de camaron

Al interaccionar con su sustrato especifico, el cambio conformacional en la
HDLAGRY proveca que las hélices alfa predominen con respecto a las hojas beta, Asi
mismo, altera el estado de agregacidon de la proteina, Las hélices alfa formadas parecen
sonferir o la proteina ba capacidad de ineractuar consigo misma, Por o que basados en quoe
es una lipoglicoproteing, estas Iélives pudicran ser de cardeter anfipatico, Esta alteracion
creciente en el estado de agregacion de la HDL/BGBP inducido por los beta-glucanos,
pudiern ser suficiente para inducir la degranulacion del hemocito al interaccionar
directamente con st membrana, Y por tanto favorecer a que el sistema prolQ, el principal

sistema de defensa de este crustdeeo, sea liberado (Figura 20),

Hemocito {macrdfago)

Microorganismeos
{beta-ghicanos)

B profO

S DL/ BGRP
;3 Ligrada a nglmxallmz;
DL B BE /w

Figura 26. Modelo propuesto sobre Ja accion de la HDL/BGRP de camardn blanco al

ieraccionar con 103 beta-1,3-glucenos,
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