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RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 la evaluacién de la interaccion de la aflatoxina M1
(AFM1) con la proteina de la leche a-lactoalbumina (a-LA) por métodos espectroscopicos
para determinar los parametros termodinamicos: constante de union (K.) y energia libre de
unién (AG,) asi como describir la naturaleza de la interaccion al calcular los cambios en la
entalpia (AH) y entropia (AS), asimismo con la herramienta de acoplamiento molecular se
modelo el sitio de union de la AFM1 con la estructura cristalografica de la a-LA obtenida a
un pH de 6.5. Ademas, con diferentes modelos estructurales de la 3-lactoglobulina (B-LG)
a diferentes pH: 2.0, 6.5, 7.4y 8.2 se modelo la forma de union de la AFM1 en los tres sitios
de union reportados: el Céliz, Sitio C y la interfaz del dimero, este ultimo solo se estudi6 a
pH 6.5y 7.4, Estas evaluaciones se llevaron a cabo con la finalidad de describir la afinidad
que presentan las proteinas de la leche por la AFM1 por medio de los pardmetros

termodindmicos, asi como predecir los posibles sitios de union.

Con los resultados de espectroscopia de fluorescencia se determiné que la AFM1
presenta interacciones hidrofébicas con la a-LA obteniendo una K, de (2.12 + 0.59) x 103
M2y una AG, de -19.17 + 0.96 kJ mol?, ademads, los espectros de dicroismo circular
mostraron que hay cambios en el ordenamiento de las estructuras secundarias a-hélices y
hojas [ al adicionar la micotoxina, con lo que se puede asumir que conforme se aumenta

la concentracion de la AFM1 el complejo a-LA-AFM1 se estabiliza.

Con la herramienta de acoplamiento molecular se observd que la micotoxina se une
en las regiones hidrofébicas de la a-LA: caja hidrofébica y grupo aromatico | con una AG,
de -26.07 y -26.28 kJ mol?, respectivamente. Para el caso de la B-LG al realizar la
comparacion de las estructuras a los cuatro pH, se observé que en el CalizapH de 2.0y
6.5 el loop EF se encuentra en conformacion cerrada y el area de la cavidad del Céliz esta
mas reducida en comparacion a los pH 7.4 y 8.2 en los cuales el loop EF esta abierto. En
la regién del Sitio C, se observo que a un pH 2.0 se forma una cavidad hidrofébica, la cual
va disminuyendo conforme se aumenta el pH obteniendo una naturaleza hidrofilica. A pesar
de estos cambios estructurales la AFM1 formé complejo con los cuatro modelos

estructurales de la B-LG a los diferentes pH.
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Finalmente, se determin6 que los complejos formados de B-LG-AFM1 a pH de 6.5 no
presentaron diferencias en los parametros de unién con una AG, de -29.71, -28.70 y -28.03

kJ mol? en el Cdliz, Sitio C e interfaz del dimero, respectivamente.

Como se puede observar las AG, de los complejos formados con las dos proteinas a
un pH de 6.5 son similares, por lo que se puede asumir que la afinidad de la a-LA y B-LG
por la AFM1 es similar. Ademas, debido a que el pH de la leche es 6.8, se puede concluir
gue las proteinas de la leche son capaces de transportar la AFM1. Asimismo, la variacion
de la concentracion de la micotoxina en la cuajaday el suero de leche durante la elaboracion
de queso puede ser explicada en parte por la variacion de la afinidad que presenté la B-LG

a diferentes valores de pH.
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ABSTRACT

In the present work, the evaluation of the interaction of aflatoxin M1 (AFM1) with milk
protein a-lactalbumin (a-LA) by spectroscopic methods was performed to determine the
thermodynamic parameters: binding constant (Kp) and binding free energy (AGy), as well as
describe the nature of the interaction by calculating the changes in enthalpy (4AH) and
entropy (AS) also with the molecular docking was modeled the binding site of AFM1 with the
crystallographic structure of a-LA obtained at pH 6. 5. Besides, with B-lactoglobulin (B-LG)
structural models at pH 2.0, 6.5, 7.4 and 8.2 was modeled the binding form of AFM1 at the
three reported binding sites: the Calyx, Site C and the dimer interface, the latter was only
studied at pH 6.5 and 7.4. These evaluations were carried out in order to describe the affinity
of milk proteins for AFM1 by means thermodynamic parameters, as well as to predict the

possible binding sites.

With the fluorescence spectroscopy results, it was determined that AFM1 presents
hydrophobic interactions with a-LA obtaining a K of (2.12 + 0. 59) x 10° M and a AG; of -
19.17 +0.96 kJ mol?, furthermore, circular dichroism spectra showed that there are changes
in the ordering of the secondary structures a-helices and B-sheet upon addition of the
mycotoxin, whereby it can be assumed that as the concentration of AFML1 is increased the

a-LA-AFM1 complex stabilizes.

According to the molecular docking, it was observed that the mycotoxin binds in the
hydrophobic regions of the a-LA: hydrophobic box and the aromatic group | with a AGy, of -
26.07 and -26.28 kJ mol?, respectively. For the case of the B-LG when performing the
comparison of the structures at the four pH, it was observed that in the Calyx at pH 2.0 and
6.5 the EF loop was found in the closed conformation and the area of the Calyx cavity is
more reduced compared to pH 7.4 and 8.2 in which the EF loop is open. In the Site C region,
it was observed that at pH 2.0 a hydrophobic cavity is formed which decreases as the pH
increases obtaining a hydrophilic nature. Despite these structural changes, AFM1 formed a

complex with all four structures of the B-LG at different pH.

Finally, it was determined that the complexes formed of B-LG-AFM1 at pH 6.5 showed
no differences in binding parameters with a AGy, of -29.71, -28.70 and -28.03 kJ mol* at the

Calyx, Site C, and dimer interface, respectively.
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As can be seen, the AG, of the complexes formed with the two proteins at pH 6.5 is
similar, so it can be assumed that the affinity of a-LA and B-LG for AFML1 is similar.
Furthermore, because the pH of milk is 6.8, it can be concluded that milk proteins are
capable of transporting AFM1. Also, the variation of mycotoxin concentration in curd and

whey during cheese making can be partly explained by the variation of the affinity of B-LG
at different pH.
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1 INTRODUCCION

Las aflatoxinas (AF) son micotoxinas producidas por hongos filamentosos
principalmente del género de Aspergillus. El consumo de alimentos contaminados con AF
son un riesgo para la salud de las personas en todo el mundo, ya que han sido reconocidas
como carcindgenos. Estas micotoxinas se encuentran en una gran variedad de alimentos
como cereales y semillas, asi como en productos de origen animal como la leche y sus
derivados (Bryden, 2019; IARC, 2012; Igbal et al, 2013).

La leche de vaca se encuentra dentro de los principales alimentos de la nutricion
humana, debido a que aporta varios nutrientes como las proteinas (Figueroa Hernandez
et al., 2013). Diversos estudios han evaluado la presencia de la aflatoxina M1(AFM1) en la
leche y sus derivados reportando que hay una alta incidencia de la micotoxina en estos
productos en la leche y sus derivados (Igbal et al., 2015; Salari et al., 2020). Asimismo, se
han realizado investigaciones para la detoxificaciéon de la leche reportando que los
tratamientos térmicos como la pasteurizacién no causan una disminucion significativa en la
concentracion de la AFM1 (Bakirci, 2001b; Deveci, 2007). Por otro lado, se ha observado
que la fermentacién de la leche con bacterias &cido lacticas disminuye el contenido de la

micotoxina (Elsanhoty et al., 2014; Ismail et al., 2016).

Ademas, durante la elaboracion de quesos se ha reportado que la AFM1 presenta una
distribucion variable entre la cuajada y el suero de leche, debido a que las proteinas de la
leche tienen diferente afinidad por la micotoxina ( Brackett & Marth, 1982; Chavarria et al.,
2017; Lépez et al., 2001; Manetta et al., 2009; Motawee & McMahon, 2009). Sin embargo,
no hay estudios hasta el momento que describan la forma en que interacciona la AFM1 con

las proteinas de la leche.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la forma de interaccion de la AFM1 con
las proteinas del suero de leche a-lactoalbumina y B-lactoglobulina utilizando herramientas
experimentales (métodos espectroscopicos) y computacionales (acoplamiento molecular).
Con la finalidad de poder explicar la variabilidad en la concentracion de la AFM1 en la

cuajada y el suero de leche durante la elaboracién de los quesos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 MICOTOXINAS

Los hongos son microorganismos ubicuos en la naturaleza y tienen la capacidad de
crecer en cualquier materia organica. Se ha observado que ciertos hongos son capaces de
producir metabolitos secundarios que aportan un beneficio a la salud humana, como los
antibidticos. Ademas, algunos hongos son usados en la elaboracién de alimentos, como
gueso, pan, vino entre otros. Sin embargo, ciertos hongos son micotoxigénicos, es decir,
capaces de producir compuestos con efectos toxicos en la salud humana, estos metabolitos
se conocen con el nombre de micotoxinas (Bryden, 2019). Asimismo, se ha reportado que
en las condiciones favorables de humedad y temperatura los hongos micotoxigénicos son
capaces de crecer en diversos alimentos como cereales y semillas, asi como en ciertos
alimentos procesados. En el Cuadro 2-1 se presentan algunos ejemplos de hongos
micotoxigénicos con sus micotoxinas asociadas y los alimentos en donde pueden ser
encontrados. (Bhat, et al., 2010; Bryden, 2019).

Cuadro 2-1. Hongos productores de micotoxinas y los productos alimenticios asociados.

Hongos micotoxigénicos Micotoxinas Alimentos
Aspergillus flavus . .
pergi " Aflatoxinas Nueces, maiz, frutos secos
Aspergillus parasiticus
Asperqgillus ochraceus . ,
pergi . Ocratoxina A Granos de cereal, café, uvas
Aspergillus carbonarius
Penicillium citrinum o
o Citrinina Granos de cereal
Penicillium expansum
Penicillium verrucosum Ocratoxina A Granos de cereal, café, uvas
Fusarium culmorum
. ; Zearalenona Granos de cereal
Fusarium graminearum
Fusarium verticillioides . .
Fumonisina Maiz

Fusarium proliferatum

Fuente: Bryden, 2019

Las micotoxinas son compuestos quimicos de baja masa molecular y son dafinos
tanto para animales como para el humano aun a bajas concentraciones. La capacidad de
produccion por parte de los hongos micotoxigénicos es variable, y depende de diversos

factores, algunos de ellos pueden ser la humedad, temperatura, dafios fisicos en el
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alimento, concentracién de diéxido de carbono y/u oxigeno, composicion del sustrato,

variedad de la planta, presencia de plagas y carga de esporas (Bryden, 2019).

Los hongos micotoxigénicos son de ocurrencia natural en una gran parte de los
cultivos durante todo el ciclo de la cosecha y postcosecha, siendo una amenaza potencial
para la seguridad de los alimentos. Asimismo, durante el almacenamiento y transporte de
alimentos en condiciones de baja humedad, se ha reportado la presencia de esporas en
forma inactiva, sin embargo, estas se pueden activar con pequefios cambios de humedad
y temperatura en el sistema, existiendo un alto riesgo de que los hongos se desarrollen y
sean capaces de producir micotoxinas (Igbal et al., 2013).

Durante la ultima década se han realizado diversas investigaciones sobre la
presencia de micotoxinas en los alimentos, encontrando que en el 75% de las muestras
analizadas se present6 alguna de las siguientes micotoxinas: aflatoxinas, ocratoxina A,
zearalenona, deoxinivalenol y fumonisina. Estas micotoxinas han sido asociadas a un gran
namero de enfermedades, tanto agudas como cronicas, en el ser humano (Bennett &
Moore, 2019; Bryden, 2019).

La exposicién de las micotoxinas al ser humano puede ser al consumir alimentos
elaborados a partir de cereales y plantas contaminadas con hongos micotoxigénicos, asi
como en el consumo de alimentos de origen animal como el huevo, la leche y carne
derivados de animales que fueron alimentados con forrajes y cereales contaminados con
micotoxinas. Ademas, puede ser mediante la inhalacion de aire y polvo que contiene
particulas de estas toxinas (Bryden 2019; IARC 2012; Vaz et al. 2020).

Por lo tanto, hay una necesidad de tener un control de la contaminaciéon con
micotoxinas en los alimentos, lo cual ha llevado a diversas investigaciones sobre la
introduccion de buenas practicas en la cadena de produccién, almacenamiento y
distribucion de los alimentos, sin embargo, estos compuestos téxicos siguen siendo un
problema para la salud humana. (Bennett & Moore, 2019). De las diferentes micotoxinas
producidas por los hongos, las aflatoxinas se encuentran entre las mas estudiadas y de

mayor importancia, ya que se ha reportado que son carcinogénicas (IARC, 2012).

2.1.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de micotoxinas producidas por hongos del género
Aspergillus, principalmente por las especies A. flavus y A. parasiticus. Se han identificado
3
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hasta 18 diferentes tipos de AF. En la Figura 2-1 se presentan las estructuras quimicas de
las cuatro principales: B1 (AFB1) y B2 (AFB2) producidas por los hongos A. flavus y A.
parasiticus; G1 (AFG1) y G2 (AFG2) producidas por A. parasiticus (Benkerroum, 2020; Igbal
et al., 2013). La estructura basica de las AF es un anillo difurano unido a una cumarina.
Ademas, se clasifican en dos grupos de acuerdo con su estructura quimica y color de
emision de fluorescencia; en el grupo 1 estan las AF de la serie B debido al color de emisién
de fluorescencia azul (Blue en inglés) con una estructura formada por difuro-cumaro-
pentanona; mientras que el grupo 2 esta formado por las AF de la serie G ya que su emision
de fluorescencia es color verde (Green en inglés) y la diferencia en su estructura con el
grupo 1 es que tienen una lactona en lugar del anillo pentanona (Benkerroum, 2020; Igbal
et al., 2013).

AFG1 AFG2

Figura 2-1. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas producidas naturalmente por
los hongos micotoxigénicos del género Aspergillus. Las estructuras se obtuvieron de la base
de datos PubChem.

2.1.2 Toxicidad de las aflatoxinas

La principal forma de exposicion de las AF para los seres humanos es mediante el
consumo de cereales y semillas contaminados con las cuatro principales AF. Mediante una
ingesta acumulada de AF se puede producir la aflatoxicosis, la cual puede ser aguda o
cronica. Dentro de los efectos agudos se han descrito los sindromes de Kwashiorkor y de
Reye, ambos afectan a nifios y adolescentes, y se relacionan con una severa malnutricion,

4



AT\

encefalopatia y la degeneracion de las visceras. En aflatoxicosis crénica, las AF pueden
reaccionar y modificar las cadenas de ADN, dando lugar a la formacién de lesiones pro-
mutagénicas gque provocan la activacion de protooncogenes (genes que promueven el
crecimiento y division celular) por lo que se pueden desarrollar células cancerigenas y la
inactivacion de genes supresores de tumores (Bennett & Moore, 2019; Igbal et al., 2013;
Williams et al., 2004).

Ademas, las AF son procarcindgenos, es decir, no son carcinogénicas per se, sino
que primero deben transformarse en su derivado carcinogénico. Por ejemplo, una vez que
la AFB1 es absorbida por el organismo y llega al higado, por accién de alguna de las
enzimas del grupo citocromo P450 (CYP) es oxidada en el doble enlace entre los carbonos
8 y 9 del anillo difurano para producir el metabolito carcinogénico AFB1-exo-8,9-epoxido,
como se observa en la Figura 2-2. Este derivado es capaz de interaccionar con las cadenas
de ADN mediante un ataque electrofilico sobre los residuos de guanina, lo que conduce a
la mutagénesis (Smith & Groopman, 2018).

AFB1 AFB1-ex0-8,9-epdxido

Figura 2-2. Oxidacion de la AFB1 por la enzima citocromo P450 (CYP). Las estructuras se

obtuvieron de la base de datos del PubChem.

Se ha reportado que las cuatro AF tiene diferentes niveles de toxicidad. Como se
puede observar el Figura 2-1, las AFB2 y AFG2 presentan una saturacion del anillo difurano
por lo que es menos probable que sufran una oxidacidn, por lo cual son menos téxicas en
comparacion de las AFB1 y AFG1. Asimismo, el potencial carcinogénico de las AF se
determina por la capacidad de interactuar con las cadenas de ADN. Las AF de la serie G
tienen una menor reactividad con el ADN debido a la presencia del anillo de lactona que
les confiere una conformacién plana (Smith & Groopman, 2018). Por lo tanto, la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en inglés) ha identificado a
todas las AF como carcinogénicos del grupo 1, es decir que estad comprobado que pueden

producir cancer al humano (IARC, 2012).
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La enzima CYP ademas de oxidar a las AF también puede catalizar una hidroxilacion

2.1.3 Derivados menos téxicos de las aflatoxinas

generando metabolitos menos toxicos. Como se observa en la Figura 2-3, los metabolitos
hidroxilados de la AFB1 son las AFQ1, AFM1, AFP1 y el aflatoxicol (AFL). La CYP presenta
un mayor rendimiento de produccién de los metabolitos hidroxilados en comparacion con el
derivado carcinogénico. La formacién de los metabolitos AFQ1 y AFM1 es 8 y 5 veces
mayor en relacion con la formacién del epéxido, respectivamente. Asimismo, la AFB1 puede

ser sustrato de la NADPH reductasa formando al AFL.

NADPH

reductasa CYP

AFP1

Figura 2-3. Metabolitos menos téxicos derivados de la AFB1. Las AFM1, AFQ1 y AFP1 son
hidroxilados por la enzima citocromo P450 (CYP). El aflatoxicol (AFL) es producto de la

reduccion de la AFB1 por la NADPH reductasa.

Ademas, como puede verse en la Figura 2-3 todos los metabolitos hidroxilados
mantienen el doble enlace en los carbonos 8 y 9 del anillo difurano, por lo que adn

conservan el potencial de ser oxidados por la CYP para convertirse en su forma
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carcinogénica (Karabulut et al., 2014; Murcia & Diaz, 2020; Smith & Groopman, 2018). No
obstante, se ha reportado que hay una menor probabilidad de que ocurra la oxidacion para
estos metabolitos, de hecho la IARC report6 que la AFM1, AFQ1 y AFP1 son 10 veces
menos potentes que la AFB1 (IARC, 2002; Smith & Groopman, 2018). Con la excepcion del
AFL que mantiene entre el 20 y 50% del potencial para ser oxidado como la AFB1 (Smith
& Groopman, 2018).

2.1.4 Presencia de aflatoxinas en los alimentos

Desde la perspectiva global de la inocuidad de los alimentos y la seguridad
alimentaria, la contaminacion de los alimentos por AF ha ganado mucha atencién como uno
de los principales factores de riesgos para la salud de los seres humanos y los animales.
Ademas, como ya se ha mencionado hay diferentes formas de exponerse a las micotoxinas,

siendo la ingesta una de las principales, la cual puede ser de forma directa e indirecta.

La exposicion directa a las AF es debido a que los hongos micotoxigénicos son
capaces de crecer en una amplia gama de productos agricolas importantes para el
consumo humano, como los cereales (maiz, sorgo, arroz, trigo etc.), especias (chiles,
pimienta negra, cilantro, circuma, jengibre, etc.), semillas oleaginosas (mani, soya, semillas
de girasol y algoddn, etc.), nueces de arbol (almendra, pistacho, nuez, coco, etc.) por lo que
hay una gran probabilidad de que produzcan las micotoxinas en la superficie de estos
alimentos. Ademas, hay ciertos alimentos procesados en los que se tienen las condiciones
idoneas para el crecimiento de los hongos, como en los quesos madurados con
microorganismos, en donde hay una probabilidad que haya alguna contaminacién cruzada
con algun hongo micotoxigénico con una alta probabilidad de producir las micotoxinas
(Prandini et al., 2009).

Por otro lado, los hongos micotoxigénicos también se encuentran en los forrajes y
alimentos balanceados utilizados para alimentar a los animales, por lo que la exposicion al
ser humano puede ser de forma indirecta, es decir, al consumir carne o productos derivados
de animales que consumieron alimento contaminado con AF (Bhat et al., 2010; Bryden,
2019). Por ejemplo, las vacas al consumir forraje contaminado con AFB1, la micotoxina es
metabolizada en el higado por accién de la enzima CYP transformandola en su derivado
hidroxilado AFM1 (Figura 2-3), la cual puede ser excretada en la leche o la orina
(Benkerroum, 2020; Goncalves et al., 2018; Shuib et al., 2017).
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La leche de vaca es un alimento basico en la dieta humana, ya que es rica en una

2.2 LECHE DE VACA

variedad de nutrientes esenciales. Contiene aproximadamente 5% de lactosa, 3.2% de
proteinas, 4% de lipidos y 0.7% de sales minerales. En México es un alimento altamente
consumido, de acuerdo con el reporte del panorama agroalimentario: el consumo nacional
aparente de leche de vaca fue de 15,288 millones de litros en el 2018. Ademas, su consumo
no solo es en su forma liquida, sino que hay una gran variedad de productos derivados de

la leche como quesos, mantequilla, crema, yogurt entre otros (FIRA, 2019).

De acuerdo con la Camara de Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC) en el
2018 hubo una produccién de 12,008 millones de litros de leche de vaca en México.
Asimismo, se reportaron 733, 201, 418 y 31 millones de toneladas de yogurt, crema, queso
y mantequilla, respectivamente, producidos en el 2018. Cabe sefalar que en esta
estadistica se incluyen todas las variedades de yogures, quesos y cremas que hay en el
mercado (CANILEC, 2019).

Por otro lado, las proteinas de la leche tienen una importancia tecnoldgica debido a
que son probablemente el sistema mejor caracterizado de proteina alimentaria. En el
Cuadro 2-2 se presenta la concentracion de las proteinas en la leche y en el suero de leche
(Chavarria et al., 2017; Fox, 2009). Ademas, son una fuente de diversos péptidos bioactivos
que presentan diferentes actividades bioldgicas como inmunoestimulantes, antibacterianas,
antihipertensivas entre otras (Figueroa Hernandez et al., 2013; O’Riordan et al., 2014;
Steijns, 2001).

Cuadro 2-2. Concentracién de las proteinas presentes en la leche y el suero de leche
(Chavarria et al. 2017).

Proteinas Leche entera (%) Suero de leche (%)
Caseinas 80 4
B-lactoglobulina 13 65
a-lactoalbumina 4.6 23
Seroalbdmina 1.2 6
Lactoferrina 0.4 2
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Adicionalmente, son consideradas como vehiculos naturales de compuestos
bioactivos. Estos compuestos pueden unirse a las proteinas por diferentes mecanismos
como las interacciones hidrofobicas, atracciones de van der Waals, formaciones de puentes
de hidrégeno entre otras. Asimismo, las proteinas globulares del suero de leche son las
mas estudiadas en la interaccion con micronutrientes debido a que presentan cavidades
hidrofébicas (Chavarria et al., 2017; Considine & Flanagan, 2009; Livney, 2010).

2.2.1 B-lactoglobulina

Es la segunda proteina de mayor concentracion en la leche (13%) y la principal en
el suero de leche (65%) (Cuadro 2-2). La estructura primaria de la B-lactoglubulina (B-LG)
esta compuesta por 162 aminoacidos (aa) y tiene una masa molecular de 18.4 kDa. Su
composicion principal de estructuras secundarias es de nueve hojas B plegadas
antiparalelas y una a-hélice (Figura 2-4). Su conformacién tridimensional es de forma
globular estabilizada por dos puentes disulfuro. En la leche de vaca se tienen dos variantes
la Ay B debido a dos mutaciones presentes en la secuencia de aa. En la variante A el acido
aspartico de la posicion 64 cambia a glicina, mientras que en la variante B en el sitio 118 se
tiene una valina en lugar de una alanina. Su ensamble biolégico es en forma de dimero
entre los pH de 2.5 a 7.5 (Xiang & Melton, 2018).

En la Figura 2-4 se pueden ver los dos sitios unibn mas reportados para acidos
grasos y compuestos polifendlicos, el caliz y sitio C. La regién del céliz presenta una forma
de cavidad constituida por ocho hojas B plegadas antiparalelas. Ademas, el sitio C esta
localizado cerca del extremo carbonilo terminal (C-Terminal). Asimismo, se ha reportado la
interaccion de compuestos como el resveratrol, colecalciferol (vitamina D3) y la lactosa en
el sitio C (Dominguez-Ramirez et al., 2013; Oancea et al., 2018; Rovoli et al., 2018; Xiang
& Melton, 2018).



Figura 2-4. Estructuras secundarias de la B-LG: a-hélices (morado); hojas B plegadas
(amarillo); hélices 310 (azul); random coil o estructura irregular (blanco); asas (cyan).
Principales sitios de unién para compuestos bioactivos: Caliz y Sitio C.

Ademas, como el ensamble bioldgico de la B-LG es en forma de dimero, se ha
reportado que hay interaccién en la interfaz del dimero (Figura 2-5) de compuestos como

la vitamina D3 y la lactosa (Dominguez-Ramirez et al., 2013).

Figura 2-5. Representacion del ensamble bioldgico de dimero de B-LG. Linea punteada
roja indica la region de la interfaz del dimero.

2.2.2 a-lactoalbimina

La a-lactoalbumina (a-LA) representa el 23% de las proteinas presentes en suero de
leche, se expresa exclusivamente en la glandula mamaria durante la lactancia, y esta
asociada en la regulacién de la sintesis de lactosa. Es una metaloproteina globular con una
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masa molecular de 14.2 kDa. Su estructura primaria esta constituida por 123 aa siendo
homadloga con la lisozima tipo-C. En su estructura secundaria presenta un 34% de a-hélice
y 16% de hojas B plegadas lo que le confiere una gran flexibilidad (Chrysina et al., 2000;
Pike et al., 1996).

En la Figura 2-6A se puede ver que tiene un forma compactada de estructura
helicoidal con una zona interior hidréfoba la cual estd estabilizada por la presencia de un
ion de calcio unido a su estructura en el llamado codo de union formado por los aa del 79
al 88 y con cuatro puentes de disulfuro (Chrysina et al., 2000; Patrick et al., 2009; Pike et
al., 1996). Ademas, como se observa en la Figura 2-6B tiene dos regiones hidrofébicas
conocidas como caja hidrofobica y grupo aromético |I.

A

Puentes disulfuro;

Puentes disulfuro

Figura 2-6. Estructuras secundarias de la a-LA: a-hélices (morado); hojas B plegadas
(amarillo); Hélices 310 (azul); random coil o estructura irregular (blanco); asas (cyan). (A)
Codo de unién del ion calcio y puentes disulfuro. (B) Sitios de unién: Caja hidrofébica y
Grupo Aromatico |.

También, se ha reportado que debido a sus dos regiones hidrofébicas la a-LA tiene
la capacidad de transportar compuestos bioactivos. Algunos de los compuestos que
presentan afinidad por la proteina son el retinol (vitamina A), kaempferol, genisteina,
vitamina D3, curcumina, trans-resveratrol. (Considine & Flanagan, 2009; Delavari et al.,
2015; Mohammadi & Moeeni, 2015b, 2015a).
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Se ha reportado que aproximadamente entre el 0.3 y 6.2% del total de la AFB1

2.3 PRESENCIA DE AFLATOXINA M1 EN LA LECHE Y SUS DERIVADOS

ingerida por las vacas es metaboliza en AFM1, sin embargo, esto puede variar entre los
animales dependiendo de varios factores que se presentan en el Cuadro 2-3 (EFSA, 2004;
Shuib et al., 2017; Van Eijkeren et al., 2006). Asimismo, Van Eijkeren et al. (2006) reportaron
gue en las vacas de alta produccién de leche (mayor a 40 litros por dia) se metaboliza el
6.2%. Ademas, observaron gue existe una relacién lineal entre la concentracién de AFB1

en el alimento de la vaca y la cantidad de AFM1 presente en la leche.

Cuadro 2-3. Factores que influyen en la capacidad de metabolizacion de AFB1 en el higado

de las vacas.
Las especies animales La salud de los animales y las ubres
La variabilidad de la lactancia El nivel de contaminacion del alimento ingerido
El proceso de ordefio La ubicacién geografica y la estacion del afio

La capacidad de produccion de leche Capacidad individual de biotransformacién

En las dltimas décadas se han realizado diversos estudios para determinar la
presencia de AFM1 en la leche, observando que hay una alta incidencia de esta micotoxina.
En la revision bibliogréfica realizada por Salari et al. (2020) analizaron 122 articulos
publicados entre enero de 1988 y febrero de 2020, observando que de 18921 muestras
analizadas que incluian leche cruda, pasteurizada y ultra pasteurizada en el 79.1% se
determingd la presencia de AFM1. Con un resultado similar esté el trabajo de Womack et al.
(2016) entre los afios 2010 al 2015, donde reportan que el 75% de un total de 7841
muestras analizadas resultaron positivas, donde el 26% estan por encima de los 0.05 g
AFM1 kg™.

2.3.1 Distribucion de la AFM1 en los derivados de la leche

Se han realizado diversas investigaciones sobre la distribucién de la AFM1 en los
derivados de la leche. A pesar de que la AFM1 es soluble en la fase acuosa de leche se ha
reportado su presencia en productos elaborados a partir de la fase lipidica de la leche como
la mantequilla, crema y helado (Ismail et al., 2016; Monti ). Asimismo, se ha observado que

la distribucion de la AFM1 es mayor en la crema, seguido de la mantequilla (Monti et al.,
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2009). Finalmente, en el trabajo realizado por Tadesse et al. (2020) evaluaron la
distribucion de la AFM1 en yogurt, queso y mantequilla elaborados a partir de leche
contaminada. Reportando que la distribucion de AFM1 se encontraba en mayor

concentracion en el queso, seguido del yogurt y la mantequilla.

Ademds, durante la elaboracion de quesos se ha observado que no hay una
disminucion de la concentracién de la AFM1, pero si hay una distribucién variable de la
micotoxina entre la cuajada y el suero de leche. Dentro de los primeros estudios realizados
sobre el destino de la AFM1 durante la elaboracion de queso, en el trabajo de Brackett &
Marth (1982) reportaron que la micotoxina se unio a las caseinas. Esto coincide con lo
reportado por Manetta et al. (2009) y Motawee & McMahon (2009) donde observaron que
la mayor concentracion de AFM1 durante la elaboracion de queso es en la cuajada, es
donde se concentran las caseinas. Sin embargo, otros autores han sugerido que la mayor
concentracion de la micotoxina se encuentra en el suero de leche (Chavarria et al., 2017,
Lépez et al., 2001).

Campagnollo et al. (2016) sugieren que los principales factores que determinan la
variabilidad en la distribucién de la AFM1 durante la elaboracion de quesos son: el origen
de la leche, el proceso de produccion y el tipo de queso. Asimismo, Chavarria et al. (2017)
mencionan que dependiendo el tipo de queso a elaborar, los procesos de produccion son
distintos. Pudiendo ser distinto el tipo de cuajado, el tiempo de prensado para eliminar el
suero, la concentracion de sal, el pH final y la cantidad de agua eliminada durante el
procesamiento entre otros. La combinacion de estos factores puede alterar la estabilidad

de la uniéon de las proteinas de la leche con la AFM1.

2.4 LEGISLACION DEL CONTENIDO DE AFM1 EN LA LECHE Y SUS DERIVADOS

En México, la Secretaria de Salud en la norma NOM-243-SSA1-2010 establecié que
la concentracion maxima permitida en la leche es de 0.5 ug AFM1 kg*. Asimismo, como se
puede ver en el Cuadro 2-4 en otros paises también tienen limitaciones sobre el contenido
de la micotoxina en la leche, observando que en algunos de ellos incluyen ciertos derivados
de la leche en sus legislaciones. Cabe resaltar que en la norma mexicana no se establece
un limite en la concentracion de AFM1 en algun derivado de la leche (Bhat et al., 2010;

Campagnollo et al., 2016; Igbal et al., 2015; Norma Oficial Mexicana, 2010).
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Cuadro 2-4. Limites permitidos de AFML1 en la leche y sus derivados en diferentes paises.

Pais Leche (ug kg™) Derivados de leche (ug kg?)
México! 0.5 Sin limitacion
Estados Unidos? 0.5 0.5
Honduras? 0.05 0.25 (queso)
Argentina? 0.05 0.5
0.02 (mantequilla
Australia2 005 0.2(5 (queqso) )

0.01 (leche infantil pasteurizada)
0.4 (leche en polvo)

Egipto? 0 0

Nigeria? 1 Sin limitacién

Fuentes: 1.-NOM-243-SSA1-2010; 2.-Igbal et al. (2013)

Para el cumplimiento de estas legislaciones y garantizar que los alimentos sean
seguros para el consumo humano, es fundamental tener métodos adecuados para la

deteccion y cuantificacion de la AFM1 en la leche y sus derivados.
2.41 Métodos de cuantificacion de AFM1 en la leche y sus derivados

Como se present6 en el Cuadro 2-4 las concentraciones de AFM1 permitidas por
las legislaciones de la mayoria de los paises estan por debajo de 1 pug AFM1 kg™. Por lo
gue uno de los principales retos para los investigadores es contar con métodos analiticos
gue tengan sensibilidad y exactitud en la medicibn de concentraciones bajas de la
micotoxina. Por lo tanto, la eleccion del método es uno de los pasos mas importantes. Si
solo se desea detectar la presencia de AFM1 en la muestra, un método cualitativo puede
ser el méds adecuado. Sin embargo, si lo que se desea es medir con exactitud la
concentracion de la micotoxina se debe emplear un método cuantitativo (Molognoni et al.,
2019; Vaz et al., 2020).

Usualmente, cualquier método analitico requiere de varios pasos para tener una
cuantificacion y/o deteccion adecuada los cuales se enlistan a continuaciéon (Vaz et al.,
2020):

14



Muestreo aleatorio.
Extraccion de la AFM1 de la muestra.

Andlisis de la muestra.

P WO N PE

Parametros de validacion del método

2.4.1.1 Muestreo aleatorio

Quiza este es el paso mas importante, ya que con un buen muestreo se puede
asegurar una adecuada deteccion y/o cuantificacion de la AFM1 en la leche o sus derivados.
Al contar con normativas que proporcionen las especificaciones adecuadas de como tomar
la muestra, es decir, indicaciones del tamafio (volumen o peso) y nimero de muestras que
se deben recolectar para asi tener un muestreo representativo del lote entero. Por ejemplo,
en el Reglamento de la Comisién Europea, para la cuantificacion de AFM1 en leche, se
establece que se deben recolectar muestras aleatorias de 100 mL para obtener una

muestra global de un litro (Vaz et al., 2020).

2.4.1.2 Extraccion de la AFM1 de la muestra

Es imprescindible realizar una extraccion adecuada de la AFM1 de la muestra para
asi asegurar la cuantificacion de concentraciones bajas. En muchos casos es necesario
realizar un pretratamiento donde se puedan remover todas las impurezas y agentes que
puedan interferir durante la deteccion y/o cuantificacion. Para muestras de leche, un
proceso de centrifugacién y filtracion puede ser suficiente para la deteccion de la
micotoxina. Sin embargo, si se desea cuantificar la concentracion es necesario tener un
método donde se asegure que la AFM1 no esté asociada a algun componente de la leche
como las proteinas. Por otro lado, en el caso de muestras sélidas como el queso, es
necesario realizar una molienda y mezcla de la muestra para asegurar una distribucion

homogénea de la micotoxina (Vaz et al., 2020; Zhang & Banerjee, 2020).

Una vez que se realiz6 el pretratamiento, se procede a extraer la AFM1 de la matriz
del alimento y transferirla a un solvente orgénico para su deteccion y/o cuantificacion. Para
este proceso se pueden utilizar alguna de las siguientes columnas: Extraccion de Fase
Solida, Extraccion Liquido-Liquido y/o de Inmunoafinidad. La eleccién del solvente y la
columna es con base a un conocimiento previo de las propiedades fisicoquimicas de la

micotoxina como su polaridad, solubilidad, termoestabilidad entre otros (Vaz et al., 2020).
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Los métodos mas utilizados para la deteccidén y/o cuantificacién de las AF son la

2.4.1.3 Andlisis de la muestra

cromatografia de capa fina (CCF), la cromatografia liquida de alta eficacia con detector de
fluorescencia (HPLC-FD por sus siglas en inglés) y el ensayo de inmunoabsorcion ligado a

enzimas (ELISA por sus siglas en inglés).

La CCF es un método de andlisis estandar empleado para la purificacion e
identificacion de AFM1, ya que es un método rapido, simple y econémico. Sin embargo, con
este método no se puede determinar la concentracion de la micotoxina (Vaz et al., 2020;
Zhang & Banerjee, 2020).

EI HPLC-FD es un método muy preciso, el cual requiere que la solucion que contiene
a la AFM1 no contenga compuestos adicionales que puedan interferir en la medicion, es
decir, se requiere el mayor grado de pureza posible. Esto debido a que la solucién con la
micotoxina debe pasar a través de una columna de separacion antes de entrar al detector
del equipo para realizar la cuantificacion. Asi cuando se tiene una muestra que contenga
varias AF al pasar la solucion a través de la columna se podra determinar y cuantificar las
diferentes AF. Sin embargo, debido al grado de pureza y el empleo de columnas y
detectores especializados, este método es costoso. Ademas, el tiempo para el analisis de

una muestra puede ser muy largo (Kos et al., 2016; Vaz et al., 2020; Womack et al., 2016).

El método de ELISA se basa en la afinidad de la AFM1 hacia un receptor que
normalmente es una enzima que esta anclada a un soporte. El fundamento de este método
es que la AFM1 competira con un anticuerpo marcado (indicador de color) para unirse a la
enzima. Los resultados se determinan con base al color presente en la solucién después
de un periodo de incubacion y algunos lavados para eliminar los residuos que no tuvieron
interaccion. Por lo tanto, la relacion de la concentracion de la micotoxina es indirectamente
proporcional a la intensidad de color en la solucién. Sin embargo, en el caso de que hubiera
algun otro compuesto que tenga afinidad hacia la enzima, es muy probable que se obtengan
falsos positivos. Asimismo, si hubiera mas de una aflatoxina, con este método solo se
determinaria la concentracion total, pero no se podra definir cuales son los tipos de
aflatoxinas presentes en la solucién. Por lo que algunos autores recomiendan que se realice
una confirmacién por HPLC-FD (Kos et al., 2016; Vaz et al., 2020; Womack et al., 2016).
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La validacion de un método analitico se establece mediante estudios de laboratorio,

2.4.1.4 Parametros de validacion del método

para asegurar gue su desempefio cumpla con los requisitos para aplicaciones analiticas
previstas. Es indispensable para garantizar que los resultados sean reproducibles y
confiables aun cuando durante el andlisis se llegue a cambiar de operador del equipo en el

mismo laboratorio o se use equipo de otro laboratorio (Bhardwaj et al., 2015).

El uso de equipos que funcionen correctamente y que estén calibrados es
fundamental para el proceso de validacion. Los métodos analiticos siempre deben validarse
o revalidarse cuando se llegan a cambiar las condiciones del método en el equipo. La
especificidad, linealidad, rango, precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud
(recuperacion), el limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacién (LDC) son algunos
de los parametros usualmente recomendados en las metodologias analiticas de las
diferentes organizaciones internacionales como la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (FDA por sus siglas en inglés), la Asociacion Oficial de Quimicos Agricolas
(AOAC por sus siglas en inglés) entre otros (Bhardwaj et al., 2015; Shrivastava & Gupta,
2011). En patrticular para la cuantificacién de la AFM1 con métodos analiticos, se deben
utilizar soluciones estandar con una concentracion de la micotoxina bien definida. Estos

estandares son empleados para calcular los LDD y el LDC entre otros.

El LDD se define como la cantidad o concentracion minima de AFM1 que puede ser
detectada con un alto grado de fiabilidad por un método analitico determinado, es decir, es
la sefial de la minima concentracién obtenida a partir del analisis de una muestra que
contiene la micotoxina que seriamos capaces de discriminar de la sefial obtenida a partir
de la medida de un blanco (muestra sin AFM1). Por otro lado, el LDC es la concentraciéon
mas baja de la micotoxina que puede calcularse con exactitud y precision. Al tener estos
limites se puede determinar el coeficiente de correlacion (R?) a partir de diferentes
concentraciones obtenidas del estandar dentro de un intervalo delimitado por el LDC y la
méxima concentracion detectable por el equipo del estdndar (Bhardwaj et al., 2015;
Molognoni et al., 2019; Shrivastava & Gupta, 2011).
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2.5 METODOS PARA REDUCIR EL CONTENIDO DE AFM1 EN LA LECHE Y SUS
DERIVADOS

Las técnicas para disminuir la concentracién de AF en los alimentos han abordado
desde prevenir el crecimiento de los hongos micotoxigénicos en el alimento durante los
procesos de cosecha y postcosecha incluidos el almacenamiento y transporte. Sin
embargo, esto solo aplica para cultivos como los cereales, semillas, leguminosas entre
otros o ciertos alimentos procesados. Otra alternativa es el empleo de tratamientos fisicos,
quimicos y/o biolégicos. En una situacion ideal, estos tratamientos deberian destruir o
inactivar la micotoxina, asi como no producir subproductos que sean toxicos, ademas de
preservar el valor nutritivo del alimento. Ademas, estos deben ser confiables, econémicos

y cumplir con criterios determinados por organizaciones internacionales (Igbal et al., 2013).

Se han realizado estudios sobre la estabilidad de la AFM1 en la leche después de
un tratamiento térmico. Deveci (2007) observé que el proceso de pasteurizacion a 72°C por
2 minutos provoco una disminucién del 12.4 y 9.1% del contenido de AFM1 en dos muestras
de leche contaminada con concentraciones de 1.5y 3.5 ug AFM1 L, respectivamente.
Asimismo, Bakirci (2001) obtuvo una disminucion del 7.62% de la AFM1 cuando pasteurizé
la leche contaminada. Sin embargo, mencioné que el nivel de reduccién no fue significativo,

concluyendo que este tratamiento térmico no es efectivo.

También se ha observado que durante la produccion de yogurt por medio de una
fermentacion con bacterias acido-lacticas (BAL) la concentracion de AFM1 disminuye. Se
ha descrito que esta reduccién es debido al pH bajo y la presencia de acidos organicos.
También se ha descrito que la AFM1 se une a la pared celular de las BAL lo que provoca
la detoxificacién del yogurt (Ismail et al., 2016). En el trabajo realizado por Elsanhoty et al.
(2014), reportaron una reduccion del 87.8% del contenido de AFM1 al fermentar leche
contaminada con Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus

plantarum por 24 horas.

Por otro lado, en el trabajo realizado por Deveci (2007) donde producen queso
blanco madurado en escabeche a partir de leche contaminada con AFM1, obtuvieron una
disminucién de 2.9% del contenido de la micotoxina después de 3 meses de maduracién
del queso en salmuera. Asimismo, Chavarria et al. (2017) observaron una correlacién
inversa en el nivel de AFM1 y la concentracion de las BAL durante la maduracion de queso

blanco con BAL por 28 dias.
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De los primeros estudios realizados para evaluar la interaccion de las proteinas de
la leche con la AFM1 fue el de Brackett & Marth (1982), donde demostraron que la AFM1

se uni6 a las caseina mediante el uso de una dialisis de equilibrio. En su estudio primero

2.6 INTERACCION DE LA AFM1 CON LAS PROTEINAS DE LECHE

realizaron la separacion de las caseinas (CN) de leche libre de AFM1 mediante
ultrafiltracion. El pellet de CN se resuspendid en una solucion que contenia solamente sales
y lactosa (Solucién A). Adicionalmente a dos soluciones de sales y lactosa se les adicioné
dos concentraciones de AFM1 (Soluciones B). Las dos soluciones A y B se colocaron en
una camara para dialisis como se muestra en la Figura 2-7, el proceso de dialisis se llevé a

cabo a 7 °C durante 24 horas.

Solucién B

Solucién A

euURIqWSIA

Figura 2-7. Esquema de la determinacién de la afinidad de la AFM1 por la caseina por
medio de una didlisis. Solucién A: Sales, lactosa y caseinas. Solucién B: Sales, lactosa y
AFM1 (10 0 20 ng mL™?).

Después de la didlisis observaron que la AFM1 habia migrado hacia la celda A, ya
gue en los resultados encontraron 2.5 y 2.9 veces mas micotoxina en la celda A en relaciéon
de la celda B que contenia las concentraciones iniciales de 10 y 20 ng AFM1 mL?,

respectivamente.

Adicionalmente evaluaron el uso de una proteasa no especifica para comprobar si
esta provoca la separacion de la micotoxina de las proteinas de la leche. Realizaron una
digestién enzimética adicionando Pronasa E a leche contaminada con AFML1. La digestiéon
se llevd a cabo por 48 horas a 20 °C. Al final de la digestion, observaron un incremento del
30% de la AFM1 en la leche con el tratamiento enzimético en comparacion con leche sin

enzima (control).

Por otro lado, Lépez et al. (2001), estudiaron la distribucién de la AFM1 durante la
elaboracion de queso con leche pasteurizada contaminada. La produccion del queso fue

por coagulaciéon acida empleando yogurt como cultivo iniciador junto con cloruro de sodio y
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calcio con una maduracion de 25 dias. Para evaluar la concentracién de AFM1 en el queso

primero realizaron una extraccion de la micotoxina con diclorometano.

La concentracion de la aflatoxina en el queso y el suero fue determinada por medio
del método ELISA. Reportando que el queso (cuajada) tenia el 40% y el suero el 60% de la
AFM1. Concluyendo que la presencia de la micotoxina en el queso es debido a la unién con
las CN. Ademas, mencionan que la disminucién del pH durante la coagulacién y el tiempo
de maduracion del queso pudo provocar la liberacion de la AFM1 que estaba unida a las
CN debido a que se cuantificé un 20% mas de la micotoxina en el suero de leche.

Por otro lado, Barbiroli et al. (2007), investigaron la distribucion de AFM1 en las
fracciones proteicas de dos tipos de leche de oveja y cabra. También, produjeron queso
ricotta a partir de suero de leche obtenido de dos procesos de coagulacion. La
concentracion de la micotoxina fue determinada por medio del método de ELISA. A los dos
tipos de leche les adicionaron tres concentraciones de AFM1: 50, 100y 150 ng L.

A las leches contaminadas les realizaron dos tratamientos independientes para
separar las fracciones proteicas: ultrafiltracion empleando una membrana de 10,000 Da y
ultracentrifugacion para la obtencién de las CN. Al analizar la distribucién de la micotoxina
después de la ultrafiltracién de la leche, observaron que el 80% de la AFM1 es retenida en
la fase proteica (todas las proteinas de la leche). Sin embargo, al separar las CN de las
proteinas del suero de leche por ultracentrifugacion, observaron que al aumentar la
concentracion de AFM1 se obtuvé una mayor interaccion de la micotoxina con las proteinas
del suero de leche, es decir, los sitios de unién de las CN se saturan, por lo cual la

micotoxina queda libre para interaccionar con las proteinas del suero.

Por otro lado, realizaron dos tipos de coagulacién de la leche contaminada: acida y
enzimatica. Una vez que la leche fue coagulada determinaron la concentracion de AFM1
en las dos fracciones proteicas obtenidas, cuajada y en el suero de leche. En la leche de
oveja, la coagulacion enzimatica no alter6 la afinidad relativa de las CN hacia la AFM1
manteniendo el comportamiento de saturacién. Pero en la leche de cabra reportaron que
los dos tipos de coagulacién afectaron la afinidad de la AFM1 hacia las CN. Concluyendo

que los cambios de pH modifican la afinidad de la micotoxina por las proteinas.

A partir del suero de leche obtenido de los dos procesos de coagulacion elaboraron

el queso ricotta. El suero de leche obtenido del método enzimatico fue acidificado hasta un
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pH de 5.6 con acido clorhidrico. La coagulacion para producir el queso ricotta se llevo a
cabo a 90°C por 15 minutos. Realizaron la determinacion de la concentracion de AFM1 en
el queso ricotta y el suero (scotta). Encontrando concentraciones muy bajas de micotoxina
en el queso ricotta. Concluyendo que la combinacion del tratamiento térmico y la
disminucion del pH durante la elaboracion del queso provoco la liberacidén de la micotoxina

de las proteinas del suero, quedando principalmente en el scotta.

En otra investigacion realizada por Chavarria et al. (2017), evaluaron la distribucién
y estabilidad de la AFM1 durante la elaboracion de queso fresco madurado por 28 dias.
Ademas, analizaron la interaccion de la micotoxina con las diferentes proteinas del suero y
de la leche. El queso fresco fue producido a partir de leche contaminada con AFM1 por
coagulacion enzimatica. La concentracion de la AFM1 en la cuajada y el suero de leche la
determinaron por el método de HPLC, reportaron que el 70% de la micotoxina se encontro
en el suero de leche.

Adicionalmente, a partir de soluciones que simulan la composicién de las proteinas
en la leche y el suero de leche con diferentes concentraciones de AFM1, evaluaron la
afinidad de la micotoxina hacia las proteinas. Realizaron una precipitacion de las proteinas
con acido tricloracético para obtener un pellet proteico. El sobrenadante obtenido de la
precipitacién acida fue analizado por HPLC para determinar la concentracién de AFM1.
Como se puede ver en la Figura 2-8, hay una correlacion inversa entre la concentraciéon de
las proteinas con la concentracién de AFM1 en el sobrenadante. Con lo cual concluyeron

que hay una afinidad de la micotoxina hacia las proteinas de la leche.
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Figura 2-8. Concentracion de AFM1 en el suero de leche. e Distribucién a partir de las
proteinas de la leche. o Distribucion a partir de las proteinas del suero de leche (Chavarria
et al., 2017).

Con base a los resultados de la Figura 2-9, realizaron otro experimento de afinidad
de la AFM1, pero en esta ocasion con las proteinas de forma individual. Como se puede
ver en el Cuadro 2-5, la afinidad de la AFM1 hacia las proteinas de la leche es diferente
dependiendo el tipo de proteina. Concluyendo que la a-LA y las CN tienen la mayor afinidad
hacia la micotoxina.

Cuadro 2-5. Afinidad de la micotoxina por las proteinas de la leche (Chavarria et al., 2017).

AFM1 en el sobrenadante Afinidad por AFM1

Proteina
(hg L) (%)
a-Lactoalbimina 0.082 87.7
Caseinas 0.129 80.6
B-Lactoglobulina 0.348 49.7
Lactoferrina 0.336 47.9
Seroalbdmina 0.447 7.5

Por dltimo, evaluaron si la afinidad de la AFM1 a las CN esté relacionada con una
subunidad en particular. Encontrando que hay un efecto antagoénico entre las fracciones de
las CN como se observa en el Cuadro 2-6. Concluyen que el efecto antagénico de las
subunidades de las CN puede ocurrir con las otras proteinas, lo que podria explicar los
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reportes de la variabilidad de las diferentes concentraciones de AFM1 en el suero y la

cuajada.

Cuadro 2-6. Afinidad de la micotoxina con las fracciones de la caseina y la mezcla de estas
(Chavarria et al., 2017).

Proteina Afinidad por AFM1 (%)

a-Caseina 100
B-Caseina 54.5
K-Caseina 214

(0, B, K) 26.9

2.7 METODOS ESPECTROSCOPICOS PARA EVALUAR LA FORMACION DE
COMPLEJOS PROTEINA-LIGANDO

Los métodos espectroscopicos son usados para determinar la interaccién entre una
proteina y un ligando como la AFM1 que es el objetivo de estudio en este trabajo. Los
métodos mas empleados son: la espectroscopia de ultravioleta visible (UV-VIS), la

espectroscopia de fluorescencia y el dicroismo circular.

El fundamento de los dos primeros métodos se basa que durante un equilibrio quimico
en el que s6lo una especie absorbe energia, aplicando la ley de Lambert-Beer, se puede
determinar la constante de equilibrio midiendo la absorbancia como una funcién de la
concentracion, siempre y cuando, la relaciébn entre la absorbancia o emisién de
fluorescencia y la concentraciéon sean lineales en los intervalos utilizados en el ensayo
(Harris, 2010).

2.71 Espectroscopia de UV-VIS

Es un método empleado para explorar los cambios estructurales de las proteinas en
presencia de un ligando, es decir, al formarse un complejo entre la proteina y el ligando.
Cuando hay interaccién el espectro de absorcion del sistema se modifica, debido a los
cambios estructurales a nivel electrénico. Estos cambios se pueden observar mediante
desplazamientos en la maxima absorcion en determinada longitud de onda de la proteina

libre. Estos desplazamientos pueden ser a longitudes de onda mayores, es decir corrimiento
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hacia el rojo o hacia longitudes de onda menores o corrimiento hacia el azul (Rouessac &
Rouessac, 2007).

Se ha reportado que la longitud de onda maxima de absorcion en el espectro del
UV-vis de las proteinas es cercano a los 280 nm, debido principalmente a los aa aromaticos:
triptéfano (Trp), tirosina (tyr) y fenilalanina (Phe). Cuando hay la interaccion del ligando con
la proteina, este produce cambios en las regiones hidrofébicas, modificando la intensidad
de absorcién en el espectro del UV-vis de los aa aromaticos produciendo un efecto
hipercrémico, es decir un aumento en la absorbancia o un efecto hipocrémico o disminucion

de la absorbancia (Jing et al., 2016; Rouessac & Rouessac, 2007).

2.7.2 Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia permite realizar el analisis en los cambios
estructurales de las proteinas, causados por procesos de desnaturalizacion o por la
interaccion con otras moléculas. Estos cambios se determinan midiendo los cambios en la
intensidad de la emisién de fluorescencia de la proteina o el sistema. La intensidad de la
fluorescencia ocurre cuando un fluoréforo es desactivado por la modificacion del ambiente
de las regiones hidrofébicas en la proteina. Un fluor6foro es una molécula que tiene la
capacidad de emitir fluorescencia, en las proteinas los principales fluoréforos son el Trp, la
Tyr y la Phe (Lakowicz, 2006).

Asimismo, la presencia de compuestos que pueden interaccionar con las proteinas
como la AFM1 puede producir cambios en la intensidad de la emision de fluorescencia. Este
cambio se representa en el esquema de la Figura 2-9 donde se observa que, al momento
de la formacion de un complejo entre la proteina con otra molécula presente en el sistema,
hay un proceso de transferencia de la energia, lo que se provoca una disminucion o

apagamiento en la emisién de fluorescencia.
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Figura 2-9. Esquema del proceso de emision de fluorescencia: la proteina se representa
con un circulo (azul en su estado basal y amarillo en el estado excitado), el ligando con un
medio circulo verde. (A) Proceso de emision de fluorescencia sin la presencia de un ligando;
(B) disminucién de la emision de fluorescencia por la presencia de un ligando.

En las proteinas la disminucion de la fluorescencia se ve reflejada entre el intervalo
de longitud de onda de 280 a 350 nm. Como se puede ver en el Cuadro 2-7, este intervalo
esta definido por la longitud de onda de emisioén de fluorescencia de los aa arométicos.
Asimismo, se ha observado que la espectroscopia de fluorescencia es uno de los métodos

mas empleado para el estudio de la interaccién proteina-ligando (Sadeghi-kaji et al., 2019).

Cuadro 2-7. Longitud de onda de excitacion y emision de fluorescencia, asi como la

eficiencia en la emision de los aminoacidos aromaticos presentes en las proteinas.

Aminoacido  Aex (nm) Aem (nm) Eficiencia
Triptéfano 295 353 0.2
Tirosina 275 304 0.14
Fenilalanina 260 282 0.02

Aex=longitud de onda excitacion; Aem=longitud de onda emision

Por otro lado, la disminucion de la fluorescencia en la proteina provocado por la
interaccion con un ligando puede ser por dos mecanismos. Uno de ellos es por un proceso

dinamico, es decir cuando hay colisiones del ligando con la proteina. El segundo es una
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interaccion estética, es cuando se formd el complejo proteina-ligando. Estos procesos
pueden ser descritos mediante la ecuacion de Stern-Volmer (Ecuacion 2-1):

L0 =14 K, [QI=1+k470[Q] (2-1)

Donde Fo y F son la intensidad de la fluorescencia de la proteina en presencia y
ausencia del ligando, respectivamente; Ks, es la constante de Stern-volmer o de
desactivacion; 1o es la vida media del ligando; [Q] es la concentracion del ligando; y kq es la
magnitud de la constante de la velocidad de desactivacién (Sadeghi-kaji et al., 2019).
Asimismo, cuando los fluoréforos de las proteinas estdn enterrados, es decir no son
accesibles a la parte hidrofilica de la solucién que contiene la proteina la magnitud de la ksy
es baja. En contraste una magnitud mayor de la Ksy indica que hubo una modificacién de la
region hidrofébica de la proteina y los fluoréforos estdn mas expuestos (Lakowicz, 2006).
Ademas, se ha reportado que si kq €s mayor a 2 x 10'° M1s?, el mecanismo de disminucion
de la fluorescencia es estético, y si es menor, el mecanismo es dindmico (Delavari et al.,
2015).

Sin embargo, cuando el ligando y la proteina presentan un mismo valor de
absorbancia en el espectro de UV-vis en las longitudes de onda de excitacién y emision se
presenta el llamado efecto del filtro interno (EFI). Este efecto es debido a que, en la longitud
de onda de excitacion, se obtiene el mismo valor de absorbancia en los dos compuestos,
esto provocara que haya una disminucion en la emision de fluorescencia. Por lo que se

recomienda hacer una correccion del EFI mediante la aplicacion de la Ecuacién 2-2:
Foor=Fops 10 em’® (2-2)

Donde Fr es la intensidad de la fluorescencia corregida, Fos €s €l valor de la
intensidad de la fluorescencia obtenida durante el experimento, Acx Y Aem SON l0S valores de
la absorbancia en las longitudes de onda de emision y excitacién del sistema a cada
concentracion del ligando y la proteina durante todo el experimento (Bakar & Feroz, 2019;
Shi et al., 2017).

Una vez realizadas las correcciones del EFI con la Ecuacién 2 se puede determinar
el tipo de mecanismo que afecta la intensidad de la fluorescencia con la Ecuacion 1. Si se
obtiene que el mecanismo de interaccién estatico, es decir hay la formacién del complejo
proteina-ligando. Se pueden determinar los parametros de la constante de union (Ky) y los

sitios de union (n) que describen la afinidad del ligando hacia la proteina. Esto es a partir
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de suponer que el posible mecanismo de formacion del complejo es el descrito en la

Ecuacion 2-3:
Proteina+Ligando = Proteina-Ligando (2-3)

Asumiendo que la formacion del complejo esta en equilibrio de acuerdo con la

Ecuacion 2-3, la K, se puede describir mediante la Ecuacién 2-4:

_ [Proteina-Ligando]

- [Proteina][Ligando] (2'4)

u

Los pardmetros Ky, y n de la interaccion de la proteina y el ligando, se pueden
calcular a partir de la ecuacién modificada de Stern-Volmer (Ecuacion 2-5) (Sadeghi-kaji et
al., 2019):

log (F"—FF) =logK ,+nlog/Q] (2-5)

2.7.3 Dicroismo circular

Algunas biomoléculas poseen asimetria molecular, es decir, si se reflejaran sus
imagenes en un espejo no serian idénticas, estas moléculas son llamadas quirales.
(Mathews et al., 2002). La quiralidad es una caracteristica molecular fundamental que
regula los procesos biomoleculares mas importantes tales como las interacciones de
proteina-ligando. Esto es mediante la estereoselectividad, que es la formacion preferente
de un estereoisémero sobre todos los posibles, es decir, un isémero que tiene la misma
formula molecular y la misma secuencia de atomos enlazados, con los mismos enlaces
entre sus atomos, pero difieren en la orientacion tridimensional de sus atomos en el espacio
(Ranjbar & Gill, 2009).

El dicroismo circular (DC) se define como la diferencia de la absorcion de la luz
circularmente polarizada a la izquierda y luz circularmente a la derecha, de una molécula
con uno 0 mas centros quirales, como se muestra en la Ecuacion 2-6. Para moléculas

aquirales Ai;q=Aaqer por lo tanto AA=0.
AA=Aizq'Ader (2-6)

En el caso de las proteinas los enlaces peptidicos provocan una perturbacion en el
sistema, tal que, su disposicion espacial origina un efecto similar a las moléculas quirales,

el método de DC, en la regién del ultravioleta lejano (190-240 nm), es muy empleado para
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determinar los cambios estructurales, debido a que es muy sensible a los cambios de las
estructuras secundarias de las proteinas (Whitmore & Wallace, 2008). En la Figura 2-10 se
presentan algunos ejemplos de los espectros de DC obtenidos de diferentes proteinas
(Berndt, 1996). Asimismo, al realizar una deconvolucion de los datos obtenidos de los
espectros de DC empleando alguno de los algoritmos disponibles en la base de datos de
Dichroweb se puede determinar el porcentaje de estructuras secundarias como a-hélices,
hojas B asi como estructuras en desorden (ramdom coil) (Whitmore & Wallace, 2004). Por
lo tanto, con este método se puede determinar si un ligando provoca cambios en las

estructuras secundarias de una proteina.
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Figura 2-10. Espectros de dicroismo circular de diferentes proteinas. (A) Mioglobina. (B)
Lisozima de gallina. (C) Triofosfato isomerasa. (D) Quimotrisina (Berndt, 1996)

2.8 MODELACION MOLECULAR EN SISTEMAS BIOLOGICOS

Los atomos y moléculas al reaccionar entre si dan lugar a cambios de conformacion,
como la disociacion de las uniones entre ciertos atomos o la formaciéon de nuevos enlaces.

Asi como otras alteraciones fisicas y quimicas como la transicion de fase o de solvatacion,
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entre otros. Estos cambios en conjunto provocan alteraciones en la energia total del
sistema, la cual se espera que este en su estado basal, es decir, en el nivel minimo de
energia posible. Asimismo, en el mismo sistema se espera que la entropia llegue a su valor
maximo. Cuando se cumplen estos valores en los dos parametros termodindmicos
corresponde a que el sistema llegdb a un equilibrio termodindmico. Para predecir la
tendencia al equilibrio de un sistema en particular podemos construir modelos mateméticos

de la energia del sistema (Vazquez et al. 2015).

Por otro lado, con el rapido avance de la tecnologia informatica y el desarrollo de
programas computacionales que ayudan para el estudio de la interaccién de biomoléculas.
Se ha desarrollado una herramienta computacional que se ha vuelto muy popular para el
estudio de la formacion de complejos entre proteinas y diversas moléculas, la cual es
llamada acoplamiento molecular. Esta herramienta es ampliamente utilizada en el
desarrollo de nuevos farmacos, asi como la ubicacion de sitios de union entre la proteinas

y los farmacos (Fan et al., 2017; Y. Wang et al., 2017).

2.8.1 Acoplamiento molecular

La mayoria de los procesos biolégicos depende de las interacciones de los
receptores moleculares y sus ligandos. Se denomina acoplamiento molecular a un
procedimiento de la quimica in silico utilizado para explorar e intentar predecir los posibles
modos de formacion de complejos ligando-receptor, siendo generalmente el receptor una
proteina u oligémero y el ligando una pequefia molécula como la AFM1 u otra proteina
(Alonso et al. 2006; Brooijmans, 2009). En la Figura 2-11 se presenta el fundamento del
acoplamiento molecular que es predecir la forma en que se une una molécula pequefa o

ligando con una proteina o receptor.
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Figura 2-11. Esquema del fundamento del acoplamiento molecular que es predecir la forma
de unién de un receptor y un ligando.

El proceso por el cual el ligando se une a una proteina no es sencillo, ya que esta
influenciado por diversos factores entrépicos y entalpicos. Ademas, la movilidad, tanto del
ligando como del receptor y el efecto de la proteina sobre la distribucion de cargas del
ligando complican la descripcion cuantitativa del proceso. La idea béasica es generar un
namero suficiente de conformaciones del complejo ligando-receptor y entonces clasificarlos
de acuerdo con su estabilidad. Los programas de acoplamiento molecular usan una
combinacién de dos componentes: un algoritmo de busqueda y una funcién de puntuacion
(Alonso et al., 2006; Brooijmans, 2009; Meng et al., 2012).

2.8.1.1 Algoritmos de busqueda

Un algoritmo de busqueda riguroso deberia elucidar exhaustivamente todos los
modos posibles de unién entre el ligando y el receptor. Se deberian de explorar los seis
grados de libertad traslacional y rotacional del ligando como se presentan en la Figura 2-
12. Ademas de los grados de libertad de los angulos de torsién que tienen los ligando y las
cadenas laterales de los aa que conforman la proteina (receptor). La solucién ideal seria
combinar los mejores algoritmos de busqueda con las mejores funciones de puntuacion,
pero esto es inviable en la practica, debido al tamafio del espacio de busqueda (Brooijmans,
2009; Sethi et al., 2019).
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Figura 2-12. Grados de libertad rotacional y traslacional que tiene el ligando sobre el
receptor.

Una de las soluciones para aplicar una blsqueda mas exhaustiva es con la
implementacién de cuadriculas tridimensionales rectangulares llamadas grids con las que
se delimita el espacio en una regidn determinada del receptor como se muestra en la Figura
2-13. Asimismo, el uso de los grids permite la implementacion de funciones de puntuacion

mas sofisticadas (Brooijmans, 2009; Sethi et al., 2019).

Figura 2-13. Ejemplo de delimitacion del espacio de busqueda de la mejor conformacion

ligando-receptor por medio de una grid tridimensional (rojo).

Existen dos enfoques para predecir la mejor conformacién del ligando al unirse al

receptor: la complementariedad entre las moléculas y la busqueda por pasos. Haciendo una
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analogia cuando se arma un rompecabezas para representar la complementariedad solo
hay una forma en la que pueden encajar dos piezas, en este caso el ligando y el receptor

como se puede ver en la Figura 2-14.

'\d‘
LIGANDO RECEPTOR

oL C‘

Figura 2-14. Enfoque de busqueda del complejo ligando-receptor por el método de
complementariedad.

Por otro lado, el método de blsqueda por pasos se basa en explorar un conjunto de
posibles complejos ligando-receptor. Hay dos modulos que estan implicados en este
método: el posicionamiento, que es mediante un algoritmo de buUsqueda que genera
diferentes arreglos del ligando para determinar la mejor posicién para formar el complejo y
una funcion de puntuacién, que evalla la calidad de cada complejo. Existen una gran
variedad de métodos de busqueda de este tipo de enfoque, sin embargo, los més utilizados

son: conformacional y exhaustiva por fragmentacién (Brooijmans, 2009; Sethi et al., 2019).

2.8.1.1.1 Busqueda conformacional

Este método de busqueda se basa en la construccion de conformaciones aleatorias

del ligando, teniendo tres distintos métodos: Monte Carlo, tabu y algoritmo genético.

El método de Monte Carlo, emple& una conformacion aleatoria inicial del ligando en
el sitio de unién y evalua la puntuacion con base en calcular la minima energia de unién
(AGp) del complejo, almacenando la configuracién inicial y generando una nueva
configuracién. Si esta nueva configuracion tiene mejor puntuacion que la anterior se acepta
automaticamente. Si, por el contrario, no es un nuevo minimo, se le realiza un test basado
en la funcion de probabilidad de Boltzmann; si lo supera se acepta, esto se repite hasta que
se obtengan el nimero de conformaciones estableciadas (Meng et al., 2012; Taylor et al.,
2002).

Los algoritmos de tabl, toman en cuenta las areas del espacio conformacional que

ya han sido previamente exploradas y aceptan o rechazan una determinada conformacion
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segun el valor de la desviacion estandar calculada con respecto a cada una de las

conformaciones previamente almacenadas (Meng et al., 2012; Taylor et al., 2002).

Los algoritmos genéticos (AG) son métodos estocésticos similares al de Monte
Carlo, con la diferencia de que se basa en los principios biolégicos de poblacion y
competicion para encontrar la AGp. Los grados de libertad del ligando se codifican como
cadenas binarias llamadas genes. En el caso del acoplamiento molecular, la disposicion
particular de un ligando y una proteina puede definirse por un conjunto de variables que
describen la orientacion y conformacion del ligando con respecto a la proteina. En el
lenguaje del AG, cada variable corresponde a un gen. Este tipo de algoritmo se basa, en
generar una poblacién inicial de conformaciones del ligando (genes). Para cada gen de la
poblacion inicial evalla la interaccidén con el receptor y hace una seleccion de las mejores
conformaciones. Con los mejores genes realiza una serie de combinaciones o mutaciones
aleatorias para asi volver a evaluar la interaccién con el receptor, este método se repite n

veces hasta encontrar las mejores conformaciones (Meng et al., 2012; Sethi et al., 2019).

2.8.1.1.2 Busqueda exhaustiva por fragmentacién

En la busqueda exhaustiva debido a que el nimero de posibles conformaciones
puede ser muy grande, algunos algoritmos utilizan una aproximacion que consiste, en una
primera etapa el ligando se divide en dos fragmentos uno rigido y otro flexible (con enlaces
rotables), posteriormente estos fragmentos se subdividen en la posicion de otro enlace
rotable que posean mejor puntuacion y asi realiza una combinacién de los fragmentos,
similar al algoritmo genético. Este método también genera un numero de iteraciones
previamente estableciadas hasta encontrar las mejores confirmaciones (Huang & Zou,
2010).

2.8.1.2 Funciones de puntuacioén

La segunda parte de un programa de acoplamiento molecular consiste en una
funcién de puntuacién, que distinguira entre los modos de enlace generados. Las funciones
de puntuacién son métodos matematicos utilizados para predecir la AG, de la interaccion
entre el ligando y el receptor. Es un elemento clave de los algoritmos de busqueda en el
acoplamiento molecular, ya que determina directamente la precision del algoritmo. El
proposito es ordenar los complejos de menor a mayor AG, (Huang & Zou, 2010; Meng et
al., 2012; Sethi et al., 2019).

33



AT\

La AGy es la cantidad termodindmica que interesa en el acoplamiento molecular y
se define por la contribucion de la diferencia entre la energia del complejo y la diferencia

entre las energias del ligando y el receptor como se presenta en la Ecuacion 2-7:
A Gb =A Gcomplejo'(A Gligando -A Greceptor) (2'7)

Una funcion de puntuacién ideal seria computacionalmente eficiente y confiable.
Numerosas funciones de puntuacion se han desarrollado en las Ultimas décadas y se
pueden agrupar en tres categorias basicas segun sus métodos de derivacion: campo de

fuerza, empiricas y basadas en el conocimiento (Brooijmans, 2009; Huang & Zou, 2010).

2.8.1.2.1 Funciones de puntuacion de campo de fuerza

Se basan en la descomposicion de la AG, del ligando en términos de la interaccién
con las energias de van der Waals, energias electrostaticas, energias de estiramiento,
flexion, torsion de enlaces, entre otros. Para calcular la AGy, se basa en un conjunto de
parametros derivados de los campos de fuerza: uno es basado en la construccién asistida
de modelos con refinamiento energético (AMBER por sus siglas en inglés) o el conjunto de
campos de fuerza de mecanica molecular de la universidad de Harvard (CHARMM por sus
siglas en inglés). Sin embargo, este tipo de funcién de puntuacién solo toma en cuenta las
fuerzas entrépicas entre el receptor y el ligando, la AGy estimada es solo una aproximacion
a la verdadera AGy, (Brooijmans, 2009; Huang & Zou, 2010).

2.8.1.2.2 Funciones de puntuacion empiricas

Una funcién de puntuacién empirica consiste en comparar las energias reportadas
en las bases de datos que aportan los diferentes tipos de interaccion (formaciéon de puentes
de hidrégeno, interacciones ibnicas, contactos hidrofébicos entre otros) obtenidos de
complejos conocidos, con las energias calculadas en la formacion del complejo evaluado
por el programa. Cada componente se multiplica por un coeficiente determinado y luego se
suma para dar la AGp. Los coeficientes se obtienen del andlisis de una regresion ajustada
a un conjunto de complejos ligando-receptor con AGy conocidas. Una desventaja de esta
funcion es que las predicciones de la AG, sélo son precisas si las moléculas de estudio
tienen interacciones similares a las de los complejos previamente reportados (Brooijmans,
2009; Meng et al., 2012).
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Los parametros potenciales de las funciones de puntuacion basadas en el

2.8.1.2.3 Funciones de puntuacidon basadas en el conocimiento

conocimiento se derivan directamente de la informacion estructural en complejos receptor-
ligando determinados experimentalmente. El principio detrds de estas funciones es el
potencial de la fuerza media, que se define por la relacién inversa de Boltzmann.
Comparando con las funciones de campo de fuerza y empiricas, las basadas en el
conocimiento ofrecen un buen equilibrio entre precision y velocidad (Huang & Zou, 2010;
Meng et al., 2012). Sin embargo, al igual que la funcion empirica debe haber una buena

base de datos de complejos similares al del objeto de estudio.

2.8.2 Programas para el acoplamiento molecular

Los programas de acoplamiento molecular realizan un algoritmo de busqueda en el
que las diferentes conformaciones del ligando se evallan repetidamente hasta que se
alcanza la convergencia a la menor AG,. Asimismo, se emplea una funcion de puntuacion,
para clasificar a las conformaciones de menor a mayor AG, Los programas de
acoplamiento mas utilizados entre 1990 y 2013 son AutoDock, GOLD y Glide. Sin embargo,
el anico programa de dominio publico es AutoDock (Pagadala et al., 2017; Wang et al.,
2019).

2.8.2.1 AutoDock

Es uno de los programas mas empleado para el acoplamiento molecular. AutoDock
(AD) ha demostrado ser una herramienta eficaz y capaz de predecir con rapidez y precision
las conformaciones y AGy, del conjunto ligando-proteina. Ofrece campos de fuerza bien
comparados como el campo de fuerza molecular de AMBER ampliamente utilizado en la
ultima version 4.2. Ademas, la implementacién de un grid eficiente para delimitar el area de
busqueda en el sitio de union de la proteina. Adicionalmente, permite utilizar un protocolo
de acoplamiento flexible, considerando el movimiento de un nimero limitado de aa de la
proteina, permitiendo someterlos a cambios conformacionales para buscar la mejor postura
del ligando y obtener la mayor afinidad de union a la proteina (Biesiada et al., 2011; Morris
et al., 2009).

Ademas, AD combina el algoritmo Lamarckiano con el AG para mejorar la
convergencia en los ligandos con mas de ocho enlaces rotables. EI AG Lamarckiano (AGL)

intercambia el espacio entre el genotipo y el fenotipo. La mutacion y el cruce de las
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conformaciones del ligando tienen lugar en el espacio del genotipo, mientras que el espacio
del fenotipo queda determinado por la optimizacién de la funcion de puntuacion. El calculo
de la AG;, se lleva a cabo después de haber realizado los cambios del genotipo de la

poblacion en el espacio del fenotipo (Nguyen et al., 2020; Vieira & Sousa, 2019).

2.8.3 Antecedentes de acoplamiento molecular con aflatoxinas

Hasta el momento hay pocos estudios sobre el acoplamiento molecular de las
aflatoxinas con proteinas. Bren et al. (2014) realizaron el estudio del acoplamiento de la
AFB1 con la enzima citocromo P450 3A4 (CYP3A4) la cual lleva a cabo la metabolizacion
de la AFB1 en sus metabolitos AFB1 exo0-8,9-epdxido (genotdxico) o al 3a-hidroxi AFB1 (no
téxico). Sin embargo, al no haber estructuras experimentales del complejo CYP3A4-AFB1
reportadas en el banco de datos de proteinas (PDB por sus siglas en inglés), la estructura
cristalizada de la CYP3A4 que emplearon fue la que tiene como ligando el ketoconazol
(PDB 2V0OM), esta seleccién la realizaron debido a que la cooperatividad homotrépica
positiva ha sido inequivocamente establecida tanto por técnicas experimentales como

tedricas para este complejo proteina-ligando.

La evaluacion del acoplamiento lo realizaron empleando el programa GOLD con la
funcién de puntuacién Chemscore. Las coordenadas de busqueda lo determinaron al
reflejar el atomo de azufre cercano al residuo Cys-442 con el plano del complejo hemo IX
férrico protoporfirina. El tamafio del grid lo establecieron de 15 A para que la molécula de
la AFB1 se acoplara completamente en ese espacio. Para la busqueda emplearon 100,000
operaciones de AG con una poblacion inicial de 100 genes. El acoplamiento lo realizaron
en dos etapas: en la primera etapa, una molécula de AFB1 se acopl6 a la estructura apo de
la CYP3A4 produciendo una conformacién del complejo CYP3A4-AFB1, esta conformacion

sirvié como punto de partida para el acoplamiento de una segunda molécula de AFB1.

Los resultados que reportaron se presentan en la Figura 2-15, donde la primera
molécula de AFB1 estaba unida en la zona lateral C8-C9 de la enzima tomando la
orientacion de su forma epoxica y la segunda molécula de AFB1 se unio en el mismo sitio,

pero con la orientacion de su forma hidroxilada.
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Figura 2-15. Estructuras del complejo CYP3A4-AFB1, la enzima CYP3A4 y los residuos
Leu210, Leu21l y Phe304 estan representados acorde de los colores de los &tomos
(carbén en cyan, oxigeno en rojo, nitrdgeno en azul, hidrégeno en blanco y hierro en café),
la AFB1 orientada de la forma epéxica (violeta) y la orientada en su forma hidroxilada (azul)
(Bren et al., 2014)

Por otro lado, Wang et al. (2017), realizaron la busqueda de sitios de union en
proteinas que puedan interactuar con la AFB1 empleando los programas ChemMapper, el
cual se basa en la forma y caracteristicas de las proteinas y LigandProfiler que busca las
similitudes de los farmacéforos. Una vez teniendo las diferentes proteinas que presentaron
la capacidad de unirse a la micotoxina. Evaluaron el acoplamiento molecular de las

proteinas con la AFB1 con el programa Glide XP encontrando 20 complejos AFB1-proteina.

A los complejos obtenidos con Glide XP, se le realizaron simulaciones por dinamica
molecular (DM). Los atomos de hidrogeno de las proteinas se agregaron utilizando el
maodulo TLeap basado en el campo de fuerza AMBER ff99SB con el programa AMBER12.

La geometria de los ligandos se optimizd en el nivel de teoria HF/6-31G* utilizando el
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programa Gaussian09. Los pardmetros del campo de fuerza de los ligandos los obtuvieron
usando el médulo ANTECHAMBER basado en el campo de fuerza de AMBER.

Se utilizaron enfoques tet6ricos combinados, que incluian la busqueda selectiva de
los sitios de unién, el acoplamiento molecular, la simulacién DM, el calculo de las energias
de la mecénica molecular combinadas con la ecuacion de Poisson-Boltzmann y la
solvatacion de la superficie (MM/PBSA por sus siglas en inglés) para buscar los mejores
sitios de unién de la AFB1 con las proteinas. Finalmente seleccionaron tres proteinas,
trihidroxinaftaleno reductasa, GSK-3b y Pim-1, en la base de datos PDB se identifican con
las claves: 1G0O, 3F88 y 3JYA, respectivamente.

Describen que hay muchos residuos comunes de las proteinas que interactdan con
el ligando nativo como con la AFB1. En la Figura 2-16 se presentan las interacciones de la
AFB1 con las proteinas 1G00O, 3JYA y 3F88 respectivamente. Se puede ver que las
interacciones electroestéaticas y las de van der Waals son las que predominan.
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Figura 2-16. Diagramas en 2D de la interaccién de la AFB1 con diferentes proteinas. (A)
Proteina 1G0O. (B) Proteina 3JYA. (C) Proteina 3F88 (Wang et al., 2017).

Adicionalmente, en el trabajo realizado por Podr et al. (2017), evaluaron la
interaccion de las aflatoxinas: B1, B2, G1, G2 y M1 con la seroalbumina humana (HSA).
Primero realizaron la optimizacion de las estructuras de las aflatoxinas utilizando el
programa MOPAC con el funcional PM3. Asimismo, utilizaron la estructura apo de la HSA
(PDB 1A06). Para realizar el acoplamiento molecular emplearon el programa AutoDock 4.2.
Por medio de la herramienta AutoDock Tools a las aflatoxinas se le adicionaron las cargas
parciales de Gastaiger-Marsilli y para la HSA fue la carga de Kollman. El algoritmo de

busqueda empleado fue algoritmo genético Lamarckian. La determinacion del sitio de union
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fue de dos formas, una blusqueda en toda la superficie de la proteina. Por lo cual asignaron
un grid de tamafio 250 X 250 X 250 puntos con un espaciado por punto de 0.375 A, el centro
del grid lo ubicaron en el centro de la proteina. Una segunda evaluacion la llevaron a cabo
en un sitio especifico de la proteina llamado Sitio I. En este caso el tamafio del grid fue de
90 X 90 X 90 puntos con el mismo espaciado, pero el centrado del grid fue en las
coordenadas X=35.000, Y=31.825 y Z=37.000. Para ambas evaluaciones se llevaron a
cabo 100 corridas de busqueda conformacional y el nimero de evaluaciones de energia

fue de 20 millones.

Los resultados de las conformaciones de las cinco aflatoxinas para las dos
evaluaciones de busqueda se presentan en la Figura 2-18A, la blisqueda en toda la proteina
estd identificado como Rank 1y el Rank 2 es la busqueda especifica en el Sitio I. Asimismo,
en la Figura 2-18B se muestra la interaccion de la AFB1 en el Sitio |, observando que
principalmente se forman puentes salinos con los residuos histidina (H) 222 y arginina (R)
257, y puentes de hidrégeno con H242 vy lisina (K) 199. También reportan interacciones

hidrofébicas con los residuos isoleucina () 264 y 290, alanina (A) 261.

““\””é F

R257

Figura 2-17. Representacion del acoplamiento de la HSA (gris) con las conformaciones de

la AFB1. (A) Busqueda en toda la proteina Rank 1 (esferas amarillas) y en el sitio | y el
Rank 2 (esferas cyan). (B) interaccion de los amino&cidos con la AFB1 en el Sitio | (Poor et
al., 2017).
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3  JUSTIFICACION

En México se ha reportado un alto consumo de leche y sus derivados principalmente
de quesos, ademas que en los ultimos afios se ha observado una alta incidencia de la
micotoxina en estos alimentos, siendo un riesgo para la salud humana debido a que se ha
demostrado que es un compuesto carcinogénico. A pesar de que existe una norma
mexicana que legisla en contenido maximo permitido de AFM1 en la leche, no existe una
normativa para los derivados de la leche.

Asimismo, hay diversas investigaciones que buscan formas de detoxificar la leche.
Encontrando que esta micotoxina es resistente a los tratamientos térmicos que se le dan a
la leche. Ademas, esta reportado que con la fermentacién de la leche con bacterias acido-
lacticas hay una disminucién en el contenido de la AFM1. Sin embargo, durante la
elaboracion de quesos, no se ha encontrado que haya una reduccién de la concentracién
de la micotoxina, sino que se describe que hay una variabilidad en la distribucién entre la
cuajada y el suero de leche. En las diversas investigaciones sobre la distribucion e
interaccion de la micotoxina, no hay alguno que describa la forma en que interacciona la

AFML1 con las proteinas de la leche.

Por otro lado, en diversas investigaciones han combinado el uso de métodos
espectroscopicos, asi como, herramientas computacionales como el acoplamiento
molecular para describir la forma en que interactian compuestos bioactivos con diversas
proteinas. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la interacciéon de la AFM1
con las proteinas de la leche a-lactoalbumina y B-lactoglobulina empleando métodos
espectroscopicos y la herramienta del acoplamiento molecular para determinar los

pardmetros termodinamicos de la interaccion de la AFM1 con las proteinas de la leche.

48



4 HIPOTESIS

Si existe una interaccion entre la AFM1 con la a-lactoalbumina y B-lactoglobulina, se podra

demostrar mediante métodos in silico e in vitro los tipos de interaccion.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar los parametros termodindmicos de la interaccion entre la AFM1 y las principales
proteinas del suero de la leche: a-lactoalbumina y B-lactoglobulina empleando métodos
espectroscopicos y acoplamiento molecular.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Realizar una busqueda bibliografica de la situacién actual de las investigaciones que
evallan la concentracién de AFM1 en la leche y quesos producidos en México.
e Estudiar la interaccion de la AFM1 con la a-lactoalbumina bovina por los métodos
espectroscopios:
» UV-VIS.
» Fluorescencia.
» Dicroismo circular.
e Determinar la forma de interaccion de la o-lactoalbumina y la B-lactoglobulina

bovinas con la AFM1 por acoplamiento molecular.
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7 ANALISIS DE LA CONTAMINACION DE AFM1 EN LECHE Y QUESOS
PRODUCIDOS EN MEXICO

7.1 RESUMEN

El objetivo de este capitulo fue realizar una revision de las investigaciones que han
detectado y/o cuantificado la AFM1 en leche y quesos tipicos producidos en México. La
busqueda sistematica reflej6 que se han realizado pocos estudios en este pais,
encontrando solo 10 publicaciones que evaluaron el contenido de AFM1 en leche y 3 en
dos tipos de queso: oaxaca y panela. Los métodos reportados para cuantificar la aflatoxina
fueron HPLC-FD y ELISA. Encontrando que en el 55y 100% de los trabajos que analizaron
leche cruda e industrializada, respectivamente, determinaron concentraciones superiores a
los 0.5 pg AFM1 kg?, que es el limite establecido en la norma mexicana. Ademas, se
observd que la leche cruda producida durante la temporada de lluvias en el estado de
Jalisco (2007), cumplio con lo permitido en la norma. Respecto, a las investigaciones en los
dos tipos de queso, también se reportaron concentraciones de AFM1 mayores a las
permitidas en la leche. Asimismo, se ha reportado la presencia de las principales aflatoxinas
en el alimento para ganado y estas pueden ser metabolizadas generando sus derivados
hidroxilados, los cuales pueden estar presentes en la leche.
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Las aflatoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por hongos del

7.2 INTRODUCCION

género Aspergillus, principalmente por las especies A. flavus, A. parasiticus y A. nominus.
Las estructuras quimicas de las cuatro principales aflatoxinas: B1 (AFB1); B2 (AFB2); G1
(AFG1) y G2 (AFG2) se muestran en la Figura 7-1 (IARC, 2012; Igbal et al., 2013). La
contaminacién de los alimentos con aflatoxinas ha ganado mucha atencién, siendo uno de
los principales factores de riesgos para la salud de los seres humanos y los animales (Igbal
et al., 2013; Min et al., 2020). De acuerdo con la agencia internacional de investigacion del
cancer (IARC) las aflatoxinas se han identificado como carcinogénicos del grupo 1, es decir
que estd comprobado que pueden producir cancer al humano (IARC, 2012). Las diferentes
formas de exponerse a las micotoxinas pueden ser mediante la ingesta, inhalacién y/o
absorcion por la piel (IARC, 2012; Vaz et al., 2020). Se pueden encontrar en una amplia
gama de productos agricolas para el consumo humano como los cereales, especias,

semillas oleaginosas, nueces de arbol, entre otros (Bhat et al., 2010; IARC, 2012).

AFG1 AFG2

Figura 7-1. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas producidas por hongos. Las

cuales fueron obtenidas de la base de datos de PubChem.

Ademas, la exposicion a las aflatoxinas también puede ser indirecta, es decir, al
consumir carne o productos derivados de animales que fueron alimentados con piensos

contaminados. Por ejemplo, en el higado de las vacas por la accion de la enzima citocromo
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P450 (CYP), la AFB1 es metabolizada en su derivado hidroxilado llamado AFM1, el cual
puede ser excretado en la leche o la orina (Figura 7-2). Este metabolito también es
considerado un carcinogénico del grupo 1 por la IARC (Benkerroum, 2020; Goncalves et
al., 2018; IARC, 2012; Shuib et al., 2017). Adicionalmente, Van Eijkeren et al. (2006)
reportaron que entre el 0.3 y 6.2% de la AFB1 ingerida por los animales productores de
leche es metabolizada a AFM1. La concentracion de esta micotoxina en la leche varia
dependiendo la raza de la vaca, la capacidad de produccion de leche y la concentracién de
AFB1 en el alimento. Finalmente, se ha reportado el potencial de la AFM1 para unirse con
las proteinas de la leche, por lo cual puede encontrase en productos derivados como el
queso (Chavarria et al., 2017; Jiménez-Pérez et al., 2020; Vaz et al., 2020).

AFB1 AFM1

Figura 7-2. Representaciéon de la metabolizacion de la AFB1 por accién de la enzima
citocromo P450 (CYP) a su derivado hidroxilado AFM1 en el higado de la vaca. Las

estructuras fueron obtenidas de la base de datos de PubChem.

De acuerdo con el reporte del panorama agroalimentario: Leche y lacteos en el 2018
hubo un consumo aparente de 15,288 millones de litros de leche en México (FIRA, 2019).
Debido a los riesgos a la salud derivados de la presencia de AFM1 en este producto, la
Secretaria de Salud de México, en la norma NOM-243-SSA1-2010, establecié que la
concentracion maxima permitida en la leche es de 0.5 ug AFM1 kg?*. Como se puede ver
en el Cuadro 7-1, los niveles de AFM1 en los productos lacteos se regulan de manera
diferente dependiendo de cada pais. Cabe destacar que en Honduras o Argentina el limite
maximo de AFM1 en la leche es diez veces menor al establecido en México. Ademas, varios
paises establecieron limites en el contenido de AFM1 en productos lacteos como el queso.
En contraste, en la norma mexicana no se establece un limite en el contenido de la

micotoxina para el queso u otros derivados de la leche, a pesar de que el queso ha sido
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considerado un producto lacteo de mayor demanda en el mundo, de acuerdo con el reporte

del panorama agroalimentario: Leche y lacteos (FIRA, 2019).

Cuadro 7-1. Concentracion maxima permitida de AFM1 en leche y queso en diferentes

paises.
Pais Leche Quesos
(Mg AFM1kg™")  (ng AFM1kg™)
México? 0.50 Sin regulacion
Estados Unidos? 0.50 Sin regulacion
Honduras? 0.05 0.25
Argentina? 0.05 0.25
Brasil? 0.50 2.50
Suiza? 0.05 0.25
Egipto? 0.00 0.00
Nigeria? 1.00 Sin regulacion

Fuente: .- NOM-243-SSA1-2010; 2.- (Vaz et al., 2020).

Debido al efecto carcinogénico de las aflatoxinas en los seres humanos, es de suma
importancia tener método adecuados y precisos para detectar y cuantificar estos
compuestos en la leche y sus derivados. En los ultimos afios, los investigadores se han
enfrentado a diversos desafios para desarrollar métodos analiticos con diferentes niveles
de sensibilidad y precision (Zhang & Banerjee, 2020). Uno de ellos es la extracciéon de la
AFM1 de matrices complejas como la leche, donde se debe remover la grasa y
posteriormente realizar la separacién de la micotoxina de las proteinas. Para muestras de
queso, es necesario realizar una molienda con algun solvente para asegurar la extraccion

adecuada de la micotoxina.

En consecuencia, para una deteccidn y cuantificacion 6ptima de la AFM1 en la leche
y sus derivados, se requieren de pasos preliminares, tales como: (1) realizar un muestreo
aleatorio y (2) la preparacion de la muestra. En este ultimo se incluye la extraccion de la

aflatoxina de la matriz alimentaria utilizando disolventes organicos (acetonitrilo, metanal,
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acetona, cloroformo o diclorometano) seguido de un paso de purificacién. Para ello, se
pueden emplear columnas de extraccion en fase sélida (SPE), columnas de inmunoafinidad
(IAC) asi como de extraccion liquido-liquido (Salari et al., 2020; Vaz et al., 2020; Womack
et al., 2016).

Los métodos mas utilizados para la identificacion y cuantificacion de aflatoxinas son
la cromatografia liquida de alta resolucidn con deteccién de fluorescencia (HPLC-FD) vy el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Salari et al., 2020; Vaz et al., 2020;
Womack et al., 2016). El primero tiene la ventaja de una alta sensibilidad con limites de
deteccion de hasta 0.001 pg AFM1 kg*, mientras que el segundo se caracteriza por la
facilidad en que se realiza el andlisis, ya que requiere de pocos pasos de preparacion de la
muestra, y también permite realizar numerosos analisis al mismo tiempo empleando kits
disponibles comercialmente. Sin embargo, como todos los métodos analiticos, presentan
algunas desventajas. En el HPLC-FD se requiere de varios pasos para la extraccion y el
aislamiento de la micotoxina. Ademas, de insumos costosos para la cuantificacion como el
detector de fluorescencia. En el caso de ELISA, la mayor limitacion es la obtencion de falsos
positivos y la necesidad de verificar los resultados con métodos mas precisos como HPLC-
FD (Kos et al., 2016; Vaz et al., 2020; Womack et al., 2016).

Para garantizar una identificacion y cuantificacion confiables de la aflatoxina en las
condiciones experimentales establecidas, es indispensable determinar los parametros de
validacién del método analitico empleado. El primer parametro es el limite de deteccion
(LDD) que define la cantidad méas baja de la micotoxina detectada por el método analitico y
que se puede diferenciar del blanco (muestra sin AFM1). Asi como el limite de cuantificacion
(LDC) el cual es la minima concentracion de micotoxina en una muestra que se puede
determinar con exactitud y precision. Estos limites son indispensables, ya que los umbrales
de deteccién de los diversos métodos no son totalmente confiables en la cuantificaciéon de
concentraciones cercanas a cero (Shrivastava & Gupta, 2011). Otra parte esencial en la
validacién del método es la construccién de una curva de calibracion a partir de diferentes
concentraciones de un estandar de la AFM1, lo que permite obtener el coeficiente de
correlaciéon (R?), un pardmetro que mide la confianza del método en el valor de
concentracion determinado. Finalmente, es vital definir el porcentaje de recuperacion con

base al estdndar analizado, ya que corresponde a la precision del método.
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Debido a que la presencia de AFM1 en la leche y sus derivados como el queso,
representan un riesgo para la salud humana, ademas que en México hay un alto consumo
de estos productos. Es importante obtener una perspectiva de la situacién sobre el
contenido de AFML1 en la leche y quesos tipicos producidos en México en los Ultimos afios
con base en las publicaciones cientificas. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue
realizar una busqueda sistematica de publicaciones en los Ultimos 20 afios sobre la

deteccidn y/o cuantificacion de aflatoxinas en leche y quesos tipicos producidos en México.

7.3 METODO DE BUSQUEDA DE LOS ARTICULOS

Se realizé una busqueda bibliografica sistematica en las siguientes bases de datos:
Science Direct, Scopus y Google Scholar. Los criterios de busqueda fueron: “Aflatoxin” and
“M1” or “Milk” or “Cheese” and “México”. El periodo de busqueda se definié desde enero de
2000 hasta agosto de 2020.

7.3.1 Seleccién de articulos

Los articulos de investigacion seleccionados para esta revision incluyeron estudios
sobre deteccion y/o cuantificaciéon de AFM1 en leche y/o queso producido en México. Los
reportes que provenian de resimenes de poster o trabajos de congresos no fueron
considerados. Ademas, se descartd todo articulo que tuviera datos similares a otra

investigacion.

7.4 RESULTADOS

En las bases de datos consultadas se obtuvieron 13 publicaciones que coincidieron
con los criterios de busqueda determinados para esta revision bibliografica, de las cuales
12 son articulos y una tesis de especialidad. Encontrando que 10 de ellos se centran en el
andlisis de muestras de leche de vaca (Carvajal et al., 2003a; Cdordova-lzquierdo et al.,
2007; Espinosa Montesinos, 2019; Gutiérrez et al., 2013a, 2013b; Hernandez-Falcén et al.,
2018; Landeros et al., 2012; Pérez et al., 2008; Quevedo-Garza et al., 2018; Reyes
Velazquez et al., 2009) y los 3 restantes en dos diferentes quesos frescos elaborados con
leche de vaca: tipo oaxaca (Carvajal-Moreno et al., 2019; Hernandez-Camarillo et al.,
2016a) y tipo panela (Urban et al., 2009).
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De acuerdo con la norma NOM-243-SSA1-2010, el método indicado para la

7.4.1 Métodos de deteccién y cuantificacion

cuantificacion de la micotoxina es el HPLC-FD. Como se puede ver en el Cuadro 7-2, los
trabajos que analizaron muestras de leche con este método fueron seis, mientras que en
los cuatro restantes utilizaron el método de ELISA. Cabe destacar que Reyes Veldzquez et
al. (2009) determinaron los niveles de AFM1 utilizando ambos métodos. Se puede asumir
que los autores que utilizaron el método de ELISA en lugar del HPLC-FD como lo dicta la
norma por ser econémico, rapido y facil de usar. Esta suposiciéon concuerda con lo descrito
por Salari et al. (2020) que analizaron 122 articulos cientificos sobre la cuantificacion del
contenido de AFM1 en muestras de leche en todo el mundo. Reportando que los métodos
utilizados eran HPLC, ELISA y cromatografia en capa fina (TLC), mencionando que el
método de ELISA era el mas utilizado para la deteccion de aflatoxinas. Asimismo, las
concentraciones de AFM1 en queso fueron determinadas por HPLC-FD en todos los

trabajos de investigacion incluidos en esta revision.

Como ya se menciond, es crucial validar el método analitico para asegurar que los
resultados sean confiables. Sin embargo, como se ve en el Cuadro 7-2, a pesar de que el
método de HPLC-FD fue el mas utilizado, en ningun trabajo se reportaron los cuatro
pardmetros de validacion detallados en la introduccion. Los resultados mas confiables
obtenidos por HPLC-FD fueron los reportados por Quevedo-Garza et al. (2018) quienes
determinaron los valores LDD y LDC, asi como el porcentaje de recuperacion de AFM1.
Carvajal et al. (2003a) y Pérez et al. (2008) reportaron solo el valor de R? y el porcentaje de
recuperacion, mientras que Espinosa Montesinos (2019) solo report6 el coeficiente de
correlacion. La falta de los LDD y LDC no garantiza la precision al determinar las
concentraciones mas bajas en estos trabajos. En los estudios en los que se evalud el
contenido de AFM1 en queso, encontramos que Urban et al. (2009) utilizé el método de
ELISA vy reporté los cuatro pardmetros de validacion y en los dos trabajos restantes
calcularon el R?, porcentaje de recuperacion y LDD, por lo que se puede asumir que sus

resultados son precisos y exactos.
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Cuadro 7-2. Métodos analiticos y sus parametros de validacion empleados para detectar y

cuantificar los niveles de AFM1 en leche y quesos producidos en México.

AFM1

LDD LDC R? Rec. Referencia

Muestra Método
(Mg kg?) (g kg™) (%)

N/R 0.9990 96 Carvajal et al. 2003a

Cérdova-Izquierdo et

N/R al. 2007

N/R 0.9982 91 Pérez et al. 2008

Reyes Veladzquez et
al. 2009

Gutiérrez et al.
2013a

Gutiérrez et al.
2013b

Espinosa
Montesinos 2019

Reyes Veladzquez et
al. 2009

HPLC-FD N/R

N/R

Leche N/R

N/R 0.9866 N/R

N/R

0.005 N/R Landeros et al. 2012

ELISA . "
Hernandez-Falcén et

al. 2017

Quevedo-Garza et
al. 2018

N/R

0.005 0.080 N/R 100

0.221 0.560 0.9982 83 Urban et al. 2009

Hernandez-
Queso HPLC-FD 0.010 N/R 0.9834 95 Camarillo et al.
2016a

Carvajal-Moreno et
al. 2019

0.010 N/R 0.9834 95

LDD: limite de deteccion; LDC: limite de cuantificacion; R2: coeficiente de correlacion; AFM1 Rec.: AFM1
recuperada; N/R: no reportado.
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De acuerdo con los estudios incluidos en esta revision, se analizaron dos tipos de

7.4.2 Presenciade AFM1 en leche producida en México

leche: leche cruda e industrializada. El primero no fue sometido a ningun tratamiento
térmico (Cérdova-lzquierdo et al., 2007; Espinosa Montesinos, 2019; Gutiérrez et al., 2013a,
2013b; Hernandez-Falcén et al., 2018; Reyes Velazquez et al., 2009) mientras que el
segundo se sometio al proceso de ultrapasteurizacion (UHT) o pasteurizacion (Carvajal et
al., 2003; Quevedo-Garza et al., 2018). En dos de los trabajos realizaron el estudio tanto en

leche cruda como en industrializada (Landeros et al., 2012; Pérez et al., 2008).

Por otro lado, se reportan dos procesos de produccién de leche: convencional y
organica. El convencional, es aquel que, durante la produccién del forraje utilizado para
alimentar a las vacas, se emplearon pesticidas y/o fertilizantes sintéticos para su cuidado,
ademas algunos productores combinan el forraje con alimentos balanceados a los cuales
se le agregan ciertos aditivos quimicos como colorantes, conservadores, entre otros. En
contraste, en el proceso organico los forrajes utilizados para el ganado deben ser cultivados
y procesados con métodos naturales, es decir, no se utilizan productos sintetizados
quimicamente o aguas residuales para el riego. En cuanto a los alimentos balanceados no
deben contener ningun aditivo o conservador artificial. Ademas, a los animales no se les

debe administrar hormonas, anabdélicos o antibidticos (FAO & WHO, 2007).

Por otro lado, en el 2006 en México se derog6 la NOM-037-FITO-1995 en la cual se
establecian las especificaciones para la produccion y procesamiento de productos agricolas
organicos para ser sustituida por la Ley de Productos Orgéanicos (2006) promulgada por el
gobierno de México. Sin embargo, en esta Ley no se contempla un reglamento o
especificaciones para su produccién o procesamiento, por lo cual hay un vacio legal en la

regulacion de los productos organicos en México.

Finalmente, la Camara Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC) reporta que
los principales estados productores de leche en México son Jalisco, Coahuila, Durango y
Chihuahua con una participacion del 20.3, 11.3, 10.2 y 9.4% de la produccion nacional,
respectivamente (CANILEC, 2019). Sin embargo, en los trabajos revisados las muestras de
leche cruda fueron obtenidas en los estados de Chiapas, Ciudad de México, Estado de
México, Hidalgo, Jalisco y Veracruz. Ademas, en el caso de la leche industrializada, los
autores solo reportan el estado donde adquirieron las muestras de leche de las principales

marcas consumidas en cada regién. Por otro lado, Unicamente Carvajal et al. (2003a)
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realizaron la identificacion con base en el estado donde son producidas, reportando a los
estados de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Jalisco y Querétaro.
Por lo tanto, es posible que el andlisis de los articulos no sea representativo del pais, dado
que los estados mas productores de leche no estan incluidos en las investigaciones
encontradas; por lo que esto podria ser un andlisis de la situaciébn en los estados

estudiados.

7.4.2.1 Presenciade AFM1 en leche cruda

Como se muestra en el Cuadro 7-3, se detecté AFM1 en muestras de leche cruda. La
leche organica producida en Hidalgo y Chiapas contenia niveles elevados de esta
micotoxina, observando que en el primer estado reportaron concentraciones de hasta 15

veces superior al limite maximo permitido en la norma mexicana.

Cabe destacar que se ha observado que la presencia de aflatoxinas en la leche se ve
afectada por la temporada de produccién. En las muestras de leche recolectadas en
Chiapas durante la temporada de lluvias (junio-noviembre) contenian AFM1 en
concentraciones dentro de los limites establecidos en la norma, mientras que la leche
producida durante la temporada seca (mayo-junio) mostré niveles de AFM1 10 veces

superiores al permitido.
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Cuadro 7-3. Contenido de AFM1 en leche cruda producida en diferentes regiones de

México.
AFM1 kg
Estado Proceso de Temporada (g kg) Referencia
Produccion de muestreo _ i
Min. Max.
. Mensual Gutiérrez et al.
Hidalgo durante el afio 0.230 7.660 2013a
Organica Mayo-junio 1.460 5.080 L
Chiapas Gutiérrez et al.
Junio- 2013b
X 0.020 0.450
noviembre
. Cérdova-lzquierdo
Hidalgo N/R 0.167 0.332 ot al. 2007
Ciudad de
México, Octubre- ,
Estado de febrero 0.400 92.300 Pérez et al. 2008
México
0.014 0.065
0.015 0.055
0.006 0.030
i 0.017 0.061 .
Jalisco Septiembre- Reyes Velazquez et
octubre al. 2009
Convencional 0.006 0.009
0.009 0.012
0.006 0.027
0.01 0.046
. Landeros et al.
Jalisco Enero-mayo  0.005 0.100
2012
Mensual Gutiérrez et al.
Veracruz durante el afio 0.030 3.810 20133
, Hernandez-Falcon
Hidalgo N/R N/R 0.012 ot al. 2017
Hidalgo N/R 2280  6.900 Espinosa

Montesinos 2019

N/R: no reportado
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Con base en estos resultados, Gutiérrez et al. (2013b) consideraron que durante la
temporada seca al no tener la disponibilidad de forraje (disponible en temporada de lluvias)
los animales consumen alimentos balanceados, lo que podria explicar la mayor
concentracion de la micotoxina en esta temporada. Esto coincide con lo descrito por
algunos autores que reportan que la mayor concentracion de AFM1 en la leche es en la
temporada de invierno, debido a que las vacas son alimentadas con concentrados
alimenticios en comparacion con los forrajes que pueden obtener en verano (Bilandzi¢ et
al., 2014; Fallah et al., 2011; Khaneghahi Abyaneh et al., 2020; Ruangwises &Ruangwises,
2009).

Por otra parte, en los trabajos que analizaron leche convencional (Cuadro 7-3), se
observa que las muestras del estado de Jalisco y dos de Hidalgo, cumplen con lo
establecido en la norma mexicana. En comparacion con las de la Ciudad de México, Estado
de México, Veracruz y una de Hidalgo, en las cuales se cuantificaron concentraciones de
AFML1 superiores a lo permitido en México. Es importante mencionar que en el trabajo
realizado por Reyes-Velazquez et al. (2009), el muestreo se realizé en temporada de lluvias,
lo que explicaria la baja concentracién de AFM1 en comparacién con los resultados de
Pérez et al. (2008) que determinaron una mayor concentracion en el muestreo durante el
invierno, destacando que ambos autores utilizaron el método de HPLC-FD para cuantificar
la micotoxina. Estos datos estan en concordancia con lo mencionado anteriormente en

cuanto a la influencia de la estacionalidad la presencia de AFM1 en la leche.

A partir de los resultados observados en el Cuadro 7-3 donde hubo muestras de leche
que cumplieron con la normativa mexicana en los dos procesos de produccion, se puede
concluir que no solo los niveles de AFM1 en la leche dependen de la temporada de
produccién, sino que también otros factores como la regién y el proceso de produccion son
factores que influyen en contenido de la micotoxina en la leche. También es importante
tener en cuenta el nivel de contaminacion de los piensos y la raza de ganado (Van Eijkeren
et al. 2006). Sin embargo, este Ultimo no puede ser un factor determinante de la incidencia
de AFML1 en la leche en México ya que solo hay dos razas productoras la Holstein Fresian

y Pardo Suiza Americana (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2015).

Finalmente, es fundamental seleccionar un método analitico adecuado para
cuantificar AFM1. En la Cuadro 7-2 comparamos los métodos que se utilizaron para

determinar las concentraciones de AFM1 (Cuadro 7-3). Por ejemplo, tanto Gutiérrez et al.
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(2013a) y Montesinos Espinosa (2019) analizaron muestras de leche del estado de Hidalgo
mediante HPLC-FD y obtuvieron valores similares de los niveles de contaminacion de
AFM1. Asimismo, Reyes-Velazquez et al. (2009) y Landeros et al. (2012) emplearon ELISA
para evaluar la incidencia de aflatoxinas en la leche producida en el estado de Jalisco y
coincidieron en las concentraciones reportadas. Cabe destacar que Reyes-Veldzquez et al.
(2009) verificaron sus resultados de ELISA con HPLC-FD. Con base a esto podemos asumir
que ambos métodos demostraron ser adecuados y precisos. Esta hipétesis fue consistente
con otros reportes en donde no encontraron diferencias en la precision para el analisis
cuantitativo de AFM1 usando HPLC-FD y ELISA (Kos et al.,, 2016; Omar et al., 2020;
Shaneshin et al., 2018). Ademas, Salari et al. (2020) han observado que el método de
ELISA es el més utilizado por ser mas econémico y porque se pueden analizar un mayor
numero de muestras en un menor tiempo. Por otro lado, Khaneghahi Abyaneh et al. (2020)
han sefialado que con el HPLC-FD se pueden determinar concentraciones por debajo de
las determinadas con ELISA. Ademas, se pueden obtener falsos positivos en este segundo
método. En el caso de la presente revision bibliogréafica, las concentraciones reportadas de
AFM1 cuantificadas con ELISA se determinaron en niveles mas bajos que los obtenidos por
HPLC-FD vy, por lo tanto, los falsos positivos parecen no ser un problema en los articulos

seleccionados.

7.4.2.2 Presenciade AFM1 en laleche industrializada

Aunque la produccion de leche industrializada esta sujeta a una estricta regulacion,
las muestras analizadas dieron positivo a la presencia de AFM1. El Cuadro 7-4 muestra los
valores de las concentraciones de AFM1 determinadas para las principales marcas de leche
consumidas en México que fueron compradas en cierta region. Carvajal et al. (2003a)
identificaron los estados donde se produjeron las diferentes marcas de leche que
analizaron. Reportando que el 10% de las muestras excedieron el limite establecido por la
norma mexicana. Adicionalmente, observaron concentraciones mas bajas de AFM1 en la
leche UHT en comparacion con la pasteurizada, por lo que es posible que este tipo de
tratamiento térmico afecte la concentracién de la micotoxina en la leche. Asimismo, de
acuerdo con lo reportado por Deveci (2007) al pasteurizar leche contaminada con AFM1
con dos concentraciones diferentes de 11.95y 4.91 ug kg* durante 2 min a 72°C disminuy6
el contenido de micotoxinas en un 9.1 y 12.4%, respectivamente. Por otro lado, en un
estudio realizado por Bakirci (2001), se observo una disminucion del 7.62% del nivel de

AFM1 en la leche después de la pasteurizacion. Sin embargo, mencionan que esta
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reduccién no es significativa, concluyendo que este tratamiento térmico no es efectivo para

reducir la concentracion de la micotoxina.

Al comparar la incidencia de AFM1 en muestras de leche producidas en diferentes
regiones, Pérez et al. (2008) reportaron que el 33.3 y 55% de las muestras de leche
orgénica y convencional, respectivamente, producidas en la Ciudad de México estaban
contaminadas con la micotoxina en concentraciones superiores al limite maximo
establecido. Asimismo, los niveles de AFM1 en el 47 y 28.5% de las muestras de leche
producidas en Nuevo Leon y Jalisco, respectivamente, estuvieron por encima de los 0.5 ug
AFM1 kg™.

Cuadro 7-4. Contenido de AFM1 en las principales marcas de leche consumidas en México.

AFM1
Estado P[ocgso (hg kg™ Referencia
térmico - .
Min. Max.
Hidalgo® UHT 0 4.78
Aguascalientes? UHT 0 3.95
. . Pasteurizada 0 5.87
Querétaro, Jalisco y
1 a
Chihuahua UHT 0 3.5
Pasteurizada 0 8.35
Hidalgo?® Carvajal et al. 2003a
UHT 0 6.52
Pasteurizada 0 6.83
Hidalgo®
UHT 0 2.98
Pasteurizada 0 4.05
Durango y Coahuila?
UHT 0 7.02
UHT 0.2 76.6
Ciudad de Méxica® Pérez et al. 2008
UHT-organica 0.2 88.6
Jalisco® Pasteurizada 0.005 0.637 Landeros et al. 2012
. UHT o Quevedo-Garza et al.
b
Nuevo Leon Pasteurizada 0.1 127 2018

a: Region de produccion; b: Regién de muestreo; UHT: ultra pasteurizada
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De los datos recopilados se observa claramente que la contaminacion de la leche con
AFM1 requiere legislaciones mas eficientes en México. Como se observa en Cuadro 7-4,
las muestras de leche de las principales marcas disponibles en la Ciudad de México dieron
positivo para la presencia de esta micotoxina en concentraciones que excedian hasta 100
veces el limite establecido de 0.5 pg AFM1 kg™. En otro estudio, Carvajal et al. (2003a)
determinaron que la AFM1 estaba presente en algunas muestras de leche en

concentraciones de casi 10 veces superiores al limite maximo permitido.

Finalmente, con base en las publicaciones analizadas, es notable que hay un riesgo
para la salud de la poblacion mexicana, en particular de los estados en donde se realizaron
los andlisis, ya que en los dos tipos de leche: cruda e industrializada se detecto la presencia
de AFM1. Con lo que se pude concluir que es necesario, evaluar la norma actual y asi tener

una regulacién mas estricta para el contenido de la micotoxina.

7.4.3 Presencia de AFM1 en quesos

De acuerdo con fuentes oficiales, en 2018 se produjeron en México 410 mil toneladas
de diferentes tipos de queso (SIAP, 2019). En este mismo afio en el reporte del panorama
agroalimentario (FIRA, 2019) se estim6 que el consumo per capita fue de 4.3 kg de queso
con base a los datos proporcionados por el Consejo Nacional de Poblacién. Asimismo, se
ha reportado que el 80% del queso adquirido en México es de tipo fresco, siendo el queso
tipo panela de los mas consumidos (Jiménez-Guzman et al., 2009). Esta tendencia también
fue encontrada en un estudio realizado en el estado de Veracruz, donde se reporté que los
guesos mas comprados son el tipo fresco y el oaxaca con el 90 y 75%, respectivamente

(Hernandez-Camarillo et al., 2016b).

Dentro de las investigaciones que analizaron muestras de queso, esta el realizado
por Hernandez-Camarillo et al. (2016a) que evaluaron el contenido de AFM1 en queso tipo
oaxaca artesanal, es decir, su produccion es a pequefia escala y su elaboracion es
principalmente con insumos locales y a mano, por lo que no se requiere de maquinaria
especializada (Gonzalez-Cérdova et al., 2016). Las muestras las adquirieron en diferentes
mercados de la Ciudad de Veracruz. Como se puede ver en la Figura 7-3, de las 30
muestras analizadas en 20 no se detecto la presencia de la micotoxina, sin embargo, en 8
se cuantificaron concentraciones de AFM1 superiores a los 0.5 ug kg* que es el limite
establecido en la norma para leche. Observando que los niveles determinados van desde
0.72 a 41.8 ug AFM1 kg™,
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Figura 7-3. Concentraciones de AFM1 en muestras de queso tipo oaxaca de produccion
artesanal distribuidos en la Ciudad de Veracruz. Linea roja indica el limite maximo
establecido en la norma NOM-243-SSA1-2010. Datos de Hernandez-Camarillo et al.
(2016a).

Adicionalmente, Carvajal-Moreno et al. (2019) evaluaron 30 muestras de queso tipo
oaxaca de produccion industrial, adquiriendo las muestras en diferentes supermercados de
la Ciudad de México. Como se puede ver en la Figura 7-4, se detect6 AFM1 en 17 muestras
con concentraciones por encima del limite de establecido para leche, con un intervalo de
1.2 a5 ug AFM1 kg
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Figura 7-4. Concentraciones de AFM1 en muestras de queso tipo oaxaca de produccion
industrial distribuidos en la Ciudad de México. Linea roja indica el limite maximo establecido
en la norma NOM-243-SSA1-2010. Datos de Carvajal-Moreno et al. (2019).

Como se puede observar en los resultados publicados al analizar queso tipo oaxaca,
los niveles de AFM1 cuantificados en el queso de produccion artesanal fueron mas altos en
comparacion con el industrial, esto puede ser debido a que en el primer proceso se haya
empleado leche cruda la cual no fue analizada, asi como no cumplir con las normas de
buenas practicas de manufactura e higiene como debe ser el proceso industrial. Sin
embargo, como se puede observar en la Figura 7-4, el queso industrial presentdé un mayor
namero de muestras positiva en comparaciéon con el artesanal (Figura 7-3). Lo que nos
indica que a pesar de que en este tipo de proceso se deben cumplir con mas regulaciones,

aln hace falta la normativa en el contenido de AFML1 en este tipo de producto.

Por otra parte, Urban et al. (2009) evaluaron el contenido de AFM1 en queso fresco
tipo panela producido por 9 industrias queseras de diferentes regiones de México y uno
elaborado artesanalmente en la Ciudad de México. Como se puede ver en la Figura 7-5,
las concentraciones reportadas estan en un intervalo de 0.19 hasta 1.22 pg AFM1 kg?,
observando que el 80% de las muestras estan por encima del limite establecido para leche.
Unicamente las muestras obtenidas de Baja California y Guanajuato cumplieron con la

norma.
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Figura 7-5. Concentraciones de AFM1 en muestras de queso tipo panela de industrias
queseras de diferentes regiones de México. Linea roja indica el limite maximo establecido
en la norma NOM-243-SSA1-2010. Datos de Urban et al. (2009).

Por ultimo, es importante destacar los factores que contribuyen a la contaminacion
por AFM1 en diferentes tipos de queso, como el origen de la leche, el proceso de produccion
y el tipo de queso (Campagnollo et al., 2016). Por ejemplo, se evalud la distribucién de
AFM1 durante la produccién de Gran Padano, un tipo de queso madurado (Manetta et al.,
2009) y queso Feta (Motawee & McMahon, 2009). Los estudios mostraron que la mayor
concentracién de esta micotoxina se encontré en la cuajada. Sin embargo, otros reportes
demostraron la presencia de AFM1 en el suero de leche durante el proceso de produccion

de queso madurado (Lépez et al., 2001) y queso fresco (Chavarria et al., 2017).

También, se han realizado estudios para evaluar la capacidad de la AFM1 para formar
complejos con las diferentes proteinas de la leche (Chavarria et al., 2017; Jiménez-Pérez
et al.,, 2020). Con base en los resultados de estos articulos, es posible explicar la
variabilidad en las concentraciones de la micotoxina en los dos tipos de queso. Por lo cual
estas investigaciones pueden servir a la industria lactea en la busqueda de alternativas mas

eficientes para la eliminacion o reduccion de AFM1 en sus productos.

En general, los datos disponibles sobre la contaminacion por AFM1 en queso tipo
oaxaca y panela demostraron concentraciones por encima del limite maximo de 0.5 pg

AFM1 kg?. Los resultados implican que la exposiciéon a esta micotoxina representa un
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riesgo para la salud publica ya que estos dos tipos de queso son los mas consumidos en
México. Se recomienda encarecidamente abordar este problema mediante la
implementacién de un nuevo reglamento sobre los limites de AFM1 en derivados de la leche

como el queso.

7.4.4 Presenciade otros derivados hidroxilados de la AFB1 en Leche

Como se observa en la Figura 7-6, algunos autores han reportado que durante la
metabolizacion de la AFB1 por la CYP en el higado de la vaca también se puede producir
la aflatoxina P1 (AFP1) (Hayes et al., 1977; Niu et al., 2008). Asimismo, por accion de la
NADPH reductasa la AFB1 puede reducirse en su metabolito aflatoxicol (AFL) (Karabulut
et al., 2014; Murcia & Diaz, 2020). Ademas, se ha reportado que estos metabolitos
presentan una menor toxicidad, sin embargo, siguen siendo posibles agentes
carcinogénicos. Por ejemplo, se ha descrito que el AFL es hasta 18 veces menos toxico
(Karabulut et al., 2014).
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Figura 7-6. Derivados de la AFB1 producidos en el higado de las vacas. Estructuras

obtenidas de la base de datos PubChem.

La mayoria de los estudios se centraron en el andlisis del contenido de AFM1 debido
a su elevada concentracion en la leche. Carvajal et al. (2003b) también evaluaron la
presencia de AFB1 y AFL en las siete principales marcas de leche consumidas en México

que fueron identificadas por la region de produccion. Como se ve en el Cuadro 7-5, las
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concentraciones de AFB1 en muestras de leche se detectaron en el rango de 0.01 a 0.42

ug kg?, mientras que los niveles de AFL excedieron los 0.5 ug kg?. Con base en estos

resultados, se puede concluir que dos metabolitos de AFB1 se excretan a la leche,

conocidos como AFM1 y AFL. Ademas, Goncalves et al. (2018) y Scaglioni et al. (2014)

también reportaron la presencia de AFB1 en la leche.

Cuadro 7-5. Contenido de AFB1 y AFL en leche industrializada producida en diferentes

regiones de México. Datos de Carvajal et al. (2003b).

Proceso AFB1 AFL
Estado
térmico (ug kg™) (ug kg™)
Querétaro, Pasteurizada 0.04 0.75
Jalisco y
UHT 0.34 10.04
Chihuahua
Hidalgo UHT 0.01 12.40
Pasteurizada 0.01 4.49
Hidalgo
UHT 0.03 6.27
Pasteurizada N/D N/D
Hidalgo
UHT 0.01 0.63
Durango y Pasteurizada 0.01 3.60
Chihuahua UHT 0.42 7.16
Aguascalientes UHT 0.02 0.51

UHT: ultra pasteurizada; N/D: no detectado

Como se ha reportado, uno de los factores de la presencia de AFM1 en la leche, es

la ingesta de alimento contaminado con AFB1 por las vacas. Ademas, se ha informado que

hasta el 6.2% es transformada en AFM1, dejando la posibilidad de que la AFB1 restante,

pueda ser metabolizada en otro derivado como el AFL o la AFP1, asi como no sufrir cambios

y también ser excretada en la leche. Al ver estos resultados publicados, es evidente que
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hace falta ampliar este tipo de estudios, para asi poder llegar a una conclusién de si es

necesario ampliar la normativa en el contenido de aflatoxinas en la leche.

7.4.5 Presenciade otros derivados hidroxilados de AFB1 en queso

En el contexto de la incidencia de aflatoxinas en la leche, es muy posible que los
derivados de la leche, como el queso, también estén contaminados con diferentes
micotoxinas. Esta hipotesis se apoya en los estudios realizados por Carvajal-Moreno et al.
(2019) y Vargas-Ortiz et al. (2017) quienes evaluaron la coexistencia de las cuatro
aflatoxinas principales: AFB1, AFB2, AFG1 y AFGZ2, junto con los metabolitos hidroxilados
de la AFB1: AFM1, AFP1, AFL y de la AFB2: AFM2 en muestras de queso tipo oaxaca de
produccion industrial y artesanal respectivamente. Como se ve en la Figura 7-7, el AFL fue
el metabolito detectado con las concentraciones mas altas en los quesos fabricados por
ambos procesos. La presencia de otros derivados hidroxilados en las muestras de queso
indica que los contaminantes de aflatoxinas excretados a la leche no pueden limitarse a
AFM1. Cabe destacar que el queso artesanal se caracteriz6 por presentar los niveles mas
elevados de AFB1 en comparacion con su homélogo industrial. Esto probablemente se
debe a que durante la elaboracion se adicionan almidones modificados, como el de maiz
(probablemente contaminados con aflatoxinas) para aumentar los rendimientos (Vargas-
Ortiz et al., 2017).

Con base en la evidencia y los datos obtenidos de las publicaciones sobre el
contenido de otras aflatoxinas en el queso, es de suma importancia tener una normativa
que regule la presencia de estas micotoxinas, dado que son productos altamente

consumidos en México.
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Figura 7-7. Contenido de aflatoxinas y sus derivados hidroxilados en queso tipo oaxaca de
produccion industrial (Carvajal-Moreno et al., 2019) y artesanal (Vargas-Ortiz et al., 2017)
distribuidos en la Ciudad de México y Veracruz, respectivamente. Linea roja indica el limite
méaximo de AFML1 establecido en la norma NOM-243-SSA1-2010 para leche.

7.4.6 Presencia de aflatoxinas en el alimento del ganado

Diversos grupos de investigacion han reportado que la principal fuente de aflatoxinas
son los cereales y algunos forrajes que se utilizan para formular alimentos destinados a
vacas productoras de leche (Bani Ismail et al., 2020; Borutova et al., 2012; Bryden, 2012;

Huerta-Trevifio et al., 2016). Por lo tanto, el contenido total de aflatoxinas (AFT): AFB1,
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AFB2, AFG1l y AFG2, esta regulado en México por la norma NOM-188-SSA1-2002
estableciendo un limite maximo de 20 pug AFT kg en el alimento del ganado.

En el trabajo de Reyes Velazquez et al. (2009) analizaron el contenido de AFT en 40
raciones de alimento balanceado para bovinos, reportando que el 92.5% presentaron
contaminacién en un intervalo entre los 4.82-24.89 ug AFT kg, aungue solo el 9.3% de las
muestras estan por encima de la norma. Posteriormente, estos autores determinaron el
contenido de AFML1 en la leche producida por las vacas alimentadas con estas raciones
(Cuadro 7-3, seccion 7.4.2.1), observando que en el 80% de las muestras se detectd la
presencia de la micotoxina. Estos resultados parecen confirmar que uno de los factores en
la incidencia de AFML1 en la leche es la contaminacion del alimento con aflatoxinas. Por otra
parte, Huerta-Trevifio et al. (2016) evaluaron la incidencia de AFT en diferentes forrajes,
determinando concentraciones promedio de 2.77, 0.5 y 0.36 ug AFT kg! en alfalfa
(Medicago sativa L.), zacate (Cenchrus ciliaris L.) y sorgo (Sorghum Bicolor L. Moench),

respectivamente.

Por otro lado, se han buscado estrategias para disminuir la concentracion de las
micotoxinas en los alimentos para el ganado, dentro de las que se encuentran medidas
preventivas tanto antes como después de la cosecha. Sin embargo, esto no es suficiente
para evitar la contaminaciéon del alimento con los hongos productores de micotoxinas. Por
lo cual, se han evaluado también la adicion de absorbentes no-nutritivos al alimento, los
cuales tienen la capacidad de unirse a las aflatoxinas y reducir la biodisponibilidad, evitando
que sean metabolizadas en el higado de los animales y ser excretadas en la leche
(Marroquin-Cardona et al., 2009; Rojo et al., 2014, Vila-Donat et al., 2018). Por ejemplo, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) aprobé el uso de bentonita en todas
las especies animales, ya que estd comprobado que disminuye la concentracion de
micotoxinas (Rychen et al., 2017). Sin embargo, se han realizado estudios sobre efectos
adversos del uso de este tipo de compuestos, encontrando que ademas de tener la
capacidad de absorber las micotoxinas, también pueden unirse micronutrientes presentes
en el alimento, por lo cual disminuye la calidad nutrimental de los mismos. Ademas, en
algunos estudios se han demostrado incluso efectos citotdxicos, principalmente en aves y
cerdos (Elliott et al., 2020).
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La presente revision recopildé y comparoé los datos de investigacion disponibles sobre

7.5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

la presencia de AFM1 en la leche y los quesos producidos en México en los Ultimos veinte
afios. Se encontré que las muestras de leche cruda e industrializada estaban contaminadas
con AFM1 en concentraciones que excedian el limite maximo establecido en la norma
mexicana. La incidencia de esta micotoxina en la leche se vio afectada por la temporada de
produccién y la contaminacion del alimento para el ganado con aflatoxinas. La deteccién y
cuantificacién de micotoxinas en la leche se realizé mediante los métodos de HPLC-FD y
ELISA.

El andlisis de los quesos se limitd a los resultados disponibles solo para los quesos
tipo panela y oaxaca. La concentracibn mas alta de AFM1 se reporté para el queso
artesanal tipo oaxaca, mientras que los quesos producidos industrialmente mostraron la
mayor incidencia de esta micotoxina. Ademas, se detecté AFM1 en la mayoria de las
muestras de queso tipo panela en concentraciones superiores al limite oficial establecido
para la leche. Este valor se utilizé como referencia dada la falta de una legislacion sobre el
contenido de AFM1 en el queso en México. El método de HPLC-FD fue el utilizado para

cuantificar las micotoxinas en el queso.

Ademas, los reportes indicaron la presencia de otras aflatoxinas y sus metabolitos
hidroxilados en la leche y los quesos producidos en México, lo que sugiere la contaminacion

de los alimentos que consume el ganado lechero.

En resumen, los resultados analizados demostraron claramente que la leche y sus
derivados producidos en México presentaban alta incidencia de contaminacién no solo con
AFML1, sino también con otras aflatoxinas. Por lo tanto, es de suma importancia implementar
una legislacién mas estricta con respecto a estas micotoxinas en la leche, sus derivados y

la alimentacién del ganado.

Dado que existe un nimero limitado de estudios sobre la incidencia de AFM1 en la
leche y otros productos lacteos como el queso, es necesario realizar mas investigaciones
sobre este tema debido a su relevancia para la salud publica en México. En primer lugar,
es fundamental estandarizar la metodologia de muestreo de leche y queso. Por ejemplo,
deberian establecerse normas relativas a la determinacién del nimero de muestras junto

con los limites de deteccion y cuantificacion. El principal inconveniente de las publicaciones
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analizadas en esta revision fue el hecho de que solo unas pocas informaron pardmetros de
validacién. Ademas, se recomienda establecer un periodo de muestreo de un afio para
determinar la temporada de produccién que se caracteriza por la menor incidencia de
micotoxinas. Asimismo, se deben mejorar las medidas de control sobre la calidad de la
alimentacién del ganado, ya que se ha demostrado que los forrajes contaminados son una
fuente principal de aflatoxinas, las cuales pueden ser metabolizadas y excretadas a la leche

de vaca.

También es necesario ampliar el alcance de los estudios de AFM1 hacia otros tipos
de quesos comercializados en México para recabar informacion completa sobre ese tema.
Se recomienda introducir medidas reglamentarias sobre la contaminacion con la micotoxina
en otros tipos de queso. Finalmente, es importante ampliar la investigacion hacia la
incidencia de otras aflatoxinas en la leche y sus derivados ya que su presencia también ha

sido considerada un riesgo para la salud humana.
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8 ESTUDIOS ESPECTROSCOPICOS Y MODELAMIENTO MOLECULAR DE LA
FORMACION DEL COMPLEJO AFLATOXINA M1-a-LACTOALBUMINA BOVINA

8.1 RESUMEN

El objetivo de este capitulo fue evaluar la interaccion entre la a-lactoalbimina bovina
(a-LA) y la AFM1 utilizando diferentes métodos espectroscépicos y la herramienta de
acoplamiento molecular. Por medio de la espectroscopia de fluorescencia se demostré que
debido a la adicién de la AFM1 a una solucién con a-LA hubo una disminucion de la
intensidad de fluorescencia a través de un mecanismo estético. Los resultados indicaron
que la reaccion es endotérmica y la unién entre la AFM1 y la a-LA es principalmente
mediante interacciones hidrofobicas. Los valores estequiométricos del sitio de unién (n =
1.32) y la constante de union de 2.12 x 10 M se calcularon de acuerdo con la ecuacion
de Stern-Volmer modificada. Los parametros termodindmicos AH, AS y AG, obtenidos
experimentalmente fueron 93.58 kJ mol?, 0.378 kJ mol? Ky -19.17 + 0.96 kJ mol?,
respectivamente. Ademds, los estudios de dicroismo circular del UV-lejano revelaron
alteraciones en las estructuras secundarias de la a-LA cuando se form6 el complejo a-LA-
AFML1. Observando un aumento del contenido de estructuras a-hélices (del 35 al 40%) y de
hojas B plegadas (del 16 al 19%). Asimismo, mediante el acoplamiento molecular se
demostr6 que la AFM1 podria unirse en las regiones hidrofébicas de la a-LA. En conclusién,

con los resultados obtenidos se confirmo la formacion del complejo a-LA-AFM1.
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Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas producidas principalmente por hongos

8.2 INTRODUCCION

filamentosos como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Igbal et al., 2013). El
consumo de alimentos y bebidas contaminados con estas micotoxinas, en particular con
aflatoxina B1 (AFB1), representa una grave amenaza para la salud publica, ya que esta
comprobado que es un carcindgeno de clase 1 (Creppy, 2002; Igbal et al., 2013). En la
Figura 8-1 se muestra la estructura quimica de la aflatoxina M1 (AFM1), que es un
metabolito de la AFB1l. Cuando las vacas son alimentadas con forraje o granos
contaminados con AFB1, en el higado del animal es producida la AFML1 la cual es excretada
en la leche y la orina (Igbal et al., 2013). Debido a la alta incidencia de AFM1 en la leche y
sus derivados, es de suma importancia investigar y desarrollar métodos de prevencién
adecuadas (Creppy, 2002; Igbal et al., 2015). Se ha reportado que la concentracion de
AFM1 en el queso podria ser significativamente mayor que en la leche de la que se produjo
(Manetta et al., 2009). Ademas, el contenido de AFM1 en el queso varia segun el tipo de
queso, el origen de la leche y el proceso de fabricacion (Campagnollo et al., 2016). No hay
reportes concluyentes en cuanto a la distribucién de la AFM1 en la cuajada y el suero de
leche durante el proceso de elaboracién del queso. Algunos autores afirman que el mayor
contenido de la micotoxina esta en la cuajada (Manetta et al., 2009; Motawee & McMahon,
2009), mientras que otros reportaron que se encuentra en el suero de leche (Chavarria et
al., 2017; Lépez, et al., 2001). Por otro lado, Chavarria et al. (2017) realizaron un estudio
comparativo de la interaccion de la AFM1 con las proteinas de la leche purificadas,
encontrando que la a-lactoalbumina (a-LA) presentaba una mayor afinidad en comparacion
con las caseinas, con una retencion del 87.7 y 80.6% de la micotoxina, respectivamente.
En otro estudio, Barbiroli et al. (2007) compararon la afinidad de la AFM1 hacia las
principales fracciones de proteina en la leche de oveja y cabra durante la produccién de
queso. Se establecid que la AFM1 se unia preferiblemente a las proteinas del suero (56-
75%) en la leche de oveja, mientras que se que las caseinas tenian una mayor afinidad por
la AFM1 en la leche de cabra (53-62%).
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Figura 8-1. Estructura quimica de la aflatoxina M1 obtenida de PubChem (CID 1558498).

La a-LA bovina se caracteriza por tener dos regiones hidrofobicas que le aportan la
funcion de transportar compuestos bioactivos (Chrysina, et al., 2000; Livney, 2010). Entre
las biomoléculas que interaccidn con la proteina se encuentran el acido cumarico, acido
ferdlico (Zhang et al., 2014), vitamina D3 (Delavari et al., 2015), genisteina, kaempferol
(Mohammadi & Moeeni, 2015a), trans-resveratrol, curcumina (Mohammadi & Moeeni,
2015b) y epigalocatequina-3-galato (Al-Hanish et al., 2016). Recientemente, los estudios
de acoplamiento molecular revelaron que los sitios de union de la a-LA para los compuestos
bioactivos son la caja hidréfoba y el grupo aromatico | (Delavari et al., 2015; Mohammadi &
Moeeni, 2015a, 2015b). Ademas, los parametros termodinamicos de la interaccion de la a-
LA con diferentes compuestos se determinaron mediante espectroscopia de fluorescencia
(Delavari et al., 2015; Mohammadi & Moeeni, 2015a, 2015b). Debido a la variabilidad en el
contenido de AFM1 en la leche y sus derivados, el objetivo de este capitulo fue evaluar la
formacion del complejo a-LA-AFM1 utilizando métodos espectroscépicos y por
acoplamiento molecular. Con la combinacion de estos métodos se determinaron los
parametros termodinamicos de esta interaccion y los posibles sitios de uniéon de la

micotoxina con la a-LA.

8.3 MATERIALES Y METODOS
8.3.1 Materiales

El etanol absoluto y la a-LA de leche bovina tipo | se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EE. UU.). La AFM1 se adquiri6 en Enzo Life Sciences, Inc. (Nueva York, NY,
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EE. UU.). Los fosfatos de potasio monobasico y dibasico se obtuvieron de J. T. Baker
(Estado de México, México). Los experimentos se llevaron a cabo a pH 6.5 para simular el
pH de la leche. Se prepararon soluciones de a-LA a una concentracién de 10 uM en
regulador de fosfato (BP) 50 mM a pH 6.5 para espectroscopia de fluorescencia y 1.40 uM
en BP 5 mM a pH 6.5 para espectrofotometria UV-VIS y dicroismo circular (DC). El motivo
de utilizar una menor concentracién de a-LA en los experimentos de UV-VIS y DC en
comparacion con la empleada para la espectroscopia de fluorescencia tuvo como objetivo
evitar una posible agregacion de proteinas. La concentracion exacta de la proteina se
determiné mediante el coeficiente de extincién A1% =20.1 a 280 nm, previamente reportado
por Kronman & Andreotti (1964). Se prepararon soluciones de AFM1 en etanol absoluto a
3 mM para espectroscopia de fluorescencia y 608 uM para espectrofotometria UV-VIS y
DC. Una menor concentracion de AFM1 implica menos residuos que afectan el medio
ambiente. Todas las soluciones se prepararon al momento de realizar los experimentos y
se utilizaron inmediatamente. Los experimentos se llevaron a cabo en la Ciudad de México

a una presion atmosférica promedio de 0.77 atm.

8.3.2 Espectrofotometria de UV-VIS

Las mediciones de los espectros del UV-VIS se realizaron en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1800 (Tokio, Jap6n) equipado con un soporte para celdas con control de
temperatura Shimadzu TCC-20A (Tokio, Japén). En resumen, en una celda de cuarzo con
una longitud de paso 6ptico de 1 cm que contenia 3.3 mL de la solucién de a-LA (1.40 uM)
se fueron adicionando alicuotas de 25 uL de la solucion madre de AFM1 (608 uM) hasta
alcanzar un volumen final de 3.4 mL. Las concentraciones de AFM1 obtenidas estaban en
un intervalo de 4.48 a 17.92 yM. Al final de la titulacién, la relacién molar [AFM1]/[a-LA] fue
de 12.8. Cada alicuota de la titulaciébn se mezclé manualmente y se incubé durante 3
minutos con agitaciébn magnética en un soporte para celdas y la temperatura se mantuvo
constante. Los espectros de absorcién de UV-VIS se registraron en un intervalo de longitud
de onda entre 190-450 nm a 298 K. Todos los espectros se corrigieron utilizando un

espectro de BP (5 mM, pH 6.5) como linea base.

8.3.3 Espectroscopia de fluorescencia

Las mediciones de los espectros de fluorescencia se realizaron en un
espectrofotémetro de fluorescencia PC1 de ISS (Champaign, IL, EE. UU.) equipado con un

soporte para celdas con chaqueta de agua para controlar la temperatura. En resumen, en
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una celda de fluorescencia que contenia 2.9 mL de solucién de a-LA (10 uM) se le
adicionaron los siguientes volimenes de la solucién madre de AFM1 (3 mM): 35, 10, 15,
15, 15y 10 uL, para alcanzar un volumen final de 3.0 mL. Las concentraciones de AFM1
obtenidas estaban en un intervalo de 35 a 100 uM. Al final de la titulacién, la relacién molar
[AFM1]/[a-LA] fue de 10. Cada alicuota de la titulacion se realiz6 como se describe para la
espectrofotometria UV-VIS. La longitud de onda de excitacion se establecié en 280 nm y
los espectros de emision se registraron en un intervalo de longitud de onda de 290-500 nm.
El ancho de las rejillas para la excitacion y emision se ajustaron a 0.5 mm. Los experimentos
se llevaron a cabo a 298, 303 y 308 K. Todos los espectros se corrigieron utilizando un
espectro de BP (50 mM, pH 6.5) como linea base.

8.3.4 Dicroismo circular

Los efectos de la micotoxina en el cambio de las estructuras secundarias de la a-LA
se monitorearon utilizando un espectropolarimetro Jasco J-715 (Tokio, Jap6n) equipado
con un soporte para celdas con control de temperatura tipo Peltier. Los valores de DC se
reportaron como la elipticidad por residuo medio ([6]mwr), l0S cuales se calcularon usando
una masa media de los residuos de 110 Da. La titulacion de la a-LA (3.3 mL, 1.40 uM) con
diferentes alicuotas de AFM1 (608 uM) se realizé en una celda de cuarzo con 1 cm de paso
Optico a 298 K. Al final de la titulacién, la relacion molar [AFM1]/[a-LA] fue de 12.8. Cada
alicuota de titulacién se realiz6 como se describe para la espectrofotometria UV-VIS. Los
espectros de DC en la region del UV-lejano se registraron en un intervalo de longitud de
onda de 190-240 nm. Todos los espectros se corrigieron usando un espectro de AFM1 en
BP (5 mM, pH 6.5) como linea base, debido a que no se observaron diferencias para los
espectros de BP con y sin la AFM1 (Figura 11-1 del Anexo 1). Se realizaron cinco barridos
para obtener el espectro de DC final. Para estimar el porcentaje de estructuras secundarias,
los datos de DC se analizaron mediante el algoritmo CDSSTR utilizando el conjunto de
datos de referencia SP175 (Lees et al., 2006) que incluye mas tipos de estructuras de
proteinas disponible en DICHROWEB (Whitmore & Wallace, 2008).

8.3.5 Acoplamiento molecular

El proceso de seleccion de la estructura cristalografica de la a-LA y la optimizacion
de la estructura de la AFM1 se describen en el Anexo | (Secciones 11.1 a 11.4; Figuras 11-
2y 11-3).
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La forma en que se une la AFM1 con la a-LA se model6 utilizando el programa
AutoDock 4.2 (Morris et al.,, 2009). Las estructuras de la micotoxina y la proteina se
prepararon con parametros estandarizados utilizando AutoDockTools. Los atomos de
hidrégeno faltantes en la estructura cristalografica de la a-LA se adicionaron de acuerdo
con los valores del pKa de los aminoacidos titulables calculados por el programa H ++
(Anandakrishnan et al., 2012) a un pH de 6.5.

La estructura mas favorable del complejo a-LA-AFM1, definida por la menor energia
libre de unién (AG.,), se obtuvo utilizando un procedimiento llamado acoplamiento ciego en
el que estd involucrada toda la estructura de la proteina. El valor de AGy se determind
utilizando el Algoritmo Genético de Lamarckian (Morris et al., 1998). En resumen, el nUmero
de algoritmos genéticos fue de 100 y se consideré un tamafio de poblacién inicial de 150
genes con un maximo de 2x10° generaciones y 25x10° evaluaciones de energia. El grid se
ubico en el centro geométrico de la proteina con un tamafio de 84 X 92 X 126 puntos con
un espaciado de 0.375 A entre cada punto. Las imagenes de los complejos de la a-LA con
la AFM1 y los esquemas de las interacciones hidrofébicas se obtuvieron utilizando los
programas VMD (Humphrey et al., 1996) y LigPlot + (Wallace et al., 1995), respectivamente.

8.4 RESULTADOS
8.4.1 Espectrofotometria de UV-VIS

Se utiliz6 el método de espectroscopia de absorcion UV-VIS para explorar los
cambios estructurales de la a-LA en presencia de la AFM1, ya que tales variaciones
indicarian la formacion del complejo (Ranjbar et al., 2013; Sadeghi-kaji et al., 2019). En la
Figura 8-2A se muestran los espectros de absorcion UV-VIS de la a-LA libre (linea negra)
con la banda de absorcién maxima a 280 nm, mientras que la AFML1 libre en BP (linea azul)
se caracteriza por tener tres maximos de absorcion a los 226, 265 y 356 nm, asi como tres
minimos a los 219, 252 y 290 nm. Cuando se titul6 la a-LA con la micotoxina hasta alcanzar
una concentracion de 17.92 uyM AFML1 (linea purpura), se observo un incremento en la
intensidad de la absorcion para los méximos a 265 y 356 nm, mientras que el pico a 226
nm desaparecié en comparacion con los espectros de AFM1 libre. De manera similar, la
intensidad de absorcién de los minimos a 252 y 290 nm fue mayor durante la titulacién que
la registrada para la micotoxina libre. Finalmente, el minimo de absorcién a 290 nm tuvo un
corrimiento al rojo de 10 nm. Las alteraciones observadas de los espectros de UV-VIS

alrededor de los 280 nm podrian explicarse por los cambios en el microambiente cercano
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a los aminoéacidos arométicos Trp, Tyr y Phe, como lo describi6é Jing et al. (2016). Con lo
que se puede asumir que la AFM1 podria disminuir la hidrofobicidad alrededor de estos
residuos. Ademas, no se observaron cambios en los espectros de absorcién UV-VIS
durante el curso de titulacion al aumentar la concentracion de la micotoxina como se

muestra en la Figura 8-2B.
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Figura 8-2. (A) Espectros de absorcion UV-VIS de a-LA libre a 1.40 uM (linea negra); AFM1
libre (17.92 uM) en BP (linea azul); punto de la titulacién de a-LA (1.40 uM) con AFM1
(17.92 uM) (linea violeta) a 298 K. (B) Espectros de absorcion UV-VIS de a-LA en 1.40 uM
(linea negra) titulada con diferentes concentraciones de AFM1 en el intervalo de 4.48 a
17.92 uM (lineas de color) a 298 K.

8.4.2 Espectroscopiade fluorescencia

La principal fuente de fluorescencia de las proteinas son los aminoacidos aromaticos
Trp, Tyr y Phe. Se ha observado que para varias proteinas la presencia del residuo Trp se
correlaciona directamente con la intensidad de fluorescencia observada. Por este motivo,
la espectroscopia de fluorescencia es una de las técnicas mas utilizadas para estudiar la
formacion de complejos proteina-ligando, ademas de que sirve para determinar los

parametros de union del complejo (Lakowicz, 2006a; Sadeghi-kaji et al., 2019).

8.4.2.1 Mediciones de la fluorescencia intrinseca

Dado que el efecto de filtro interno (EFI) se observé en los espectros de absorcion
ultravioleta en las longitudes de onda de excitacion y emision, cuando se agregoé la AFM1
a la solucion de a-LA (Figura 8-2), se utilizé la Ecuacion (8-1) para corregir la intensidad de

los espectros de fluorescencia durante la titulaciéon de la a-LA con AFM1 (Shi et al., 2017):

F cor=TobsX 10(AeX-Aem)/2 (8'1)
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Donde Fcor €s la intensidad de fluorescencia corregida y Foss €S la intensidad de
fluorescencia observada en el experimento, Aex Y Aem SON las absorbancias en el espectro
de UV-VIS de todos los componentes a la longitud de onda de excitacion y emision,

respectivamente.

Los espectros de fluorescencia obtenidos al titular la a-LA con diferentes
concentraciones de AFM1 a 298 K se muestran en la Figura 8-3A. La proteina libre tiene
una emision méaxima a 310 nm (linea negra). Ademas, se observé una disminucion de la
intensidad de la fluorescencia de la proteina conforme se adicionaba la AFM1, indicando
gue hay una interaccién con la micotoxina. Asimismo, la formacién de un punto isosbéstico
a 370 nm es otra evidencia de que la interaccién solo involucré a la AFM1y la a-LA, y que
la estequiometria de la reaccion permanecio sin cambios en una proporcion de 1:1 cuando
se formd el complejo a-LA-AFM1 (Harris, 2010). Del mismo modo, no se observaron
diferencias en los espectros de fluorescencia registrados para la a-LA titulada con AFM1 a
303 y 308 K en comparaciéon con el de 298 K (Anexo I; Figura 11-4). Los resultados
obtenidos son consistentes con lo reportado por Mohammadi & Moeeni (2015) y Bagheri &
Fatemi (2018) que obtuvieron espectros de fluorescencia similares para el complejo de a-
LA-trans-resveratrol y el complejo de seroalbumina humana-AFB1, respectivamente.
Finalmente, la presencia de una segunda banda de emisién con un maximo a 420 nm como
se puede ver en la Figura 8-3A corresponde a la AFM1, esto fue comprobado al titular una
disolucién de BP con la micotoxina (Figura 8-3B). Ademas, tras la adicién de AFM1 a la
solucion de a-LA (Figura 8-3A) se observo una disminucion de la intensidad de la micotoxina

libre a 420 nm en comparacién con la observada en la Figura 8-3B.
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Figura 8-3. (A) Espectros de fluorescencia de la a-LA 10 pM (linea negra) titulada con

diferentes concentraciones de AFM1 (35 a 100 uM) a 298 K. (B) Espectros de fluorescencia
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de la a-LA 10 uM (linea negra) titulada con diferentes concentraciones de AFM1 (35 a 100
uM) a 298 K.

8.4.2.2 Mecanismo de disminuciéon de fluorescencia

La disminuciéon o desactivacién de la fluorescencia de las proteinas se produce
cuando interactian con otras moléculas llamadas ligandos. Hasta ahora se han descrito
tres mecanismos de interaccion: dinamica (proceso de colision), estatica (formacion del
complejo) y una combinacion de ambos que provoca un proceso de colision y la formacion
del complejo con el mismo ligando. Estos mecanismos se pueden distinguir por la
correlacion entre la constante de Stern-Volmer (Ks) y la temperatura. Para la interaccion
dinamica, el valor de Ks, aumenta al incrementar la temperatura debido que hay un mayor
coeficiente de difusion para el ligando promoviendo la transferencia de electrones. Por el
contrario, en caso de interaccién estatica, Ksy disminuye con el aumento de la temperatura,
debido a que se afecta la estabilidad del complejo. El mecanismo de interaccion se puede
describir mediante la ecuacién de Stern-Volmer (Ecuacion (8-2)) (Lakowicz, 2006b; Lu et
al., 2018; Wang et al., 2019; Wang et al., 2016; Zhang et al., 2017):

Fo_
F

1+K, [Ql=1+k,To[ Q] (8-2)
Donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia de la proteina en ausencia y
presencia del ligando, respectivamente; Ksy €s la constante de Stern-Volmer; 1o es la vida
media del ligando; [Q] es la concentracion del ligando; y kq es la cantidad de la constante
de velocidad de desactivacion (Sadeghi-kaji et al., 2019). Si kq es mayor que 2x10*° M s,
el mecanismo de interaccion es estético, y si es menor, el mecanismo es dinamico (Delavari

et al., 2015).

Con base en los datos de la Figura 8-4A, se determind que la Kg, es igual a (5.90 +
0.42) x 10® M, Para calcular la kg, se utilizé el valor 1o para la a-LA (2.6 ns) previamente
reportada por Delavari et al. (2015). Dado que el valor de kq obtenido fue (2.27 £ 0.17) x
102 M s, se concluyé que el mecanismo de interaccion entre la a-LA y la AFM1 fue
estatico con lo que se confirmo6 la formacion del complejo a-LA-AFM1. Los valores

calculados de Ksy y kq @ 303 y 308 K estan reportados en el Cuadro 11-1 del Anexo I.

8.4.2.3 Determinacion de los pardmetros de union

Un posible mecanismo de formacion del complejo puede ser expresado con la

siguiente Ecuacion (8-3):
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Considerando que la reaccion esta en equilibro de acuerdo con la Ecuacion 8-3, la

a-La+tAFM1 = a-La-AFM1 (8-3)

constante de union (K,) puede ser expresada por la siguiente Ecuacion (8-4):

_ la-La-AFM1]

U [a-La][AFM1] (8-4)

Ademas, cuando el mecanismo de interaccion es estatico, la ecuacion de Stern-
Volmer modificada (Ecuacioén (8-5)) se puede utilizar para determinar la K,y el nUmero de
sitios de union (n) (Mohammadi & Moeeni, 2015b, 2015a; Zhang et al., 2014).

EeB ~logK,+nlog/AFM1] (8-5)

log

Basados en los datos de la Figura 8-4B fue posible determinar los n y la K. El valor
de los n fue de 1.32 + 0.07, lo que significa, que se formo el complejo con una relacién 1:1
entre la a-LA y la AFM1. Como se puede observar en el Cuadro 8-1, con un valor de K, >1,
la formacién del complejo a-LA-AFM1 se ve favorecida de acuerdo con la reaccion en el
equilibrio mostrado en la Ecuacion 8-4. Asimismo, mediante la Ecuacion 8-6 se calculé la

AG, (Cuadro 8-1) y debido a que la AG,<0 se favorece la formacion del complejo.

AG,=-RTLnK, (8-6)
A B Log(AFM1)
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Figura 8-4. (A) Grafico de Stern-Volmer: describe la disminucién de la fluorescencia de la
a-LA por la adicion de AFM1 a 298 K. (B) Grafico de la ecuacion modificada de Stern-

Volmer de la formacién del complejo a-LA-AFM1 a 298 K.
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Cuadro 8-1. Ky, ny AG, obtenidos de la interaccion de la a-LA con diferentes compuestos

obtenidos por espectroscopia de fluorescencia.

Ky AG,

Compuesto (M) n (kJ molY) Referencia
AFM1 (2.12+0.59) x 10° 1.32+0.07 -19.17+0.96 Este trabajo
6 ;
Kaempferol (1.44 £ 0.59) x 10 1.29+0.04 38.77 £1.05 Mohammadi &
Genisteina (059+136)x10° 123+019 -3560+054  oeen2015a
Curcumina (1.47 £0.66) x 10°® 1.20+0.17 -35.48+1.09

Mohammadi &

Trans-resveratrol  (6.32+3.10)x 10° 1.16+004 -37.15+121  “oeeni 2015b

Vitamina D3 (0.70 £ 0.49) x 10° 1.30+0.01 -33.47+0.00 Delavari et al. 2015

Ku: constante de unién; n: sitios de union; AGu: energia libre de union.

8.4.3 Naturaleza de la interacciéon

La naturaleza de la interaccién entre la a-LA y la AFM1 se establecié al determinar
los cambios de los valores de la entalpia (AH) y la entropia (AS) (Ross & Subramanian,

1981; Suryawanshi et al., 2016) utilizando la Ecuacion de van’t Hoff (Ecuacion (8-7)):

AH1 AS
InK, =-F7_+F (8'7)

En este trabajo, los valores de K, se evaluaron a tres temperaturas diferentes (Anexo
I, Figura 11-5 y Cuadro 11-1) para poder construir la grafica de van’t Hoff como lo reporté
Suryawanshi et al. (2016). Con base a los datos de la Figura 8-5, los valores de AHy AS
obtenidos fueron 93.58 kJ mol?y 0.378 kJ mol*K?, respectivamente. Debido al signo
positivo de estos parametros, se concluyé que la interaccion entre la a-LAy la AFM1 es de
naturaleza hidrofébica, como lo descrito previamente por Suryawanshi et al. (2016).
Ademaés, Delavari et al. (2015) reportaron que el complejo a-LA-vitamina D3 también es de

naturaleza hidrofébica.
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Figura 8-5. Gréafico de van't Hoff para las constantes de unién (K,) a 298, 303 y 308 K

calculadas por extincion de fluorescencia de a-La por AFML1.

8.5 DICROISMO CIRCULAR

La espectroscopia de DC es un método sensible para examinar los efectos de los
ligandos sobre los posibles cambios conformacionales en las estructuras secundarias de
las proteinas en solucién (Shahlaei et al., 2015). Los espectros de DC-UV lejano registrados
para la titulacién de la a-LA con AFM1 a 298 K se muestran en la Figura 8-6. Como se
puede observar hay cambios en los espectros de DC conforme se van adicionando
diferentes concentraciones de AFM1 a la solucion de proteina. En el Cuadro 8-2 se reporta
el contenido porcentual de estructuras secundarias en cada punto de la titulacién de la a-
LA con AFM1 calculados con el algoritmo CDSSTR. Ademas, de acuerdo con Whitmore et
al. (2004), la desviacion cuadratica media normalizada (NRMSD) es un parametro de ajuste.
Si el valor es mayor que 0.1, las estructuras secundarias experimentales no corresponden
con las estructuras de la base de datos del algoritmo. Como se puede ver en el Cuadro 8-
2, los valores de NRMSD obtenidos en este trabajo estan por debajo de 0.1, lo que significa
gue las estructuras secundarias de la a-LA se ajustaron correctamente. Asimismo, los
resultados obtenidos para el contenido de a-hélice fueron consistentes con los reportados
por Delavari et al. (2015). Por lo tanto, los estudios de DC-UV lejano confirmaron que la
AFM1 altera las estructuras secundarias de la a-LA cuando se forma el complejo. Los
mayores cambios se observaron en las estructuras de la a-hélices con un cambio del 35 al
40% asi como de las hojas 3 del 16 al 19%, lo que corresponde al aumento del 12.5% y del
15.8% de las estructuras a-hélice y hojas B, respectivamente. Por el contrario, las
estructuras secundarias de asas y random coil disminuyeron en un 20% y un 12%,
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respectivamente. Con el fin de excluir el posible efecto del etanol absoluto sobre las
estructuras secundarias de la a-LA, se llevo a cabo el experimento con el blanco apropiado

(datos no mostrados) en el cual no se observaron cambios en los espectros de DC.

20000
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. — AFM1 (4.48 pM)
< 15000 —  AFM1 (8.96 uM)
o —  AFM1 (13.44 pM)
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Figura 8-6. Espectros de DC de la titulacion de a-LA (linea negra) con diferentes

concentraciones de AFM1 (lineas de colores) a 298 K.

Cuadro 8-2. Cambios de las estructuras secundarias cuando se adicionan diferentes

concentraciones de AFM1 a una solucidon de a-LA.

AFM1 (uM)  a-hélices (%) Hojas B (%) Asas (%) Random coil (%) NRMSD*

0 35 16 15 34 0.043
4.48 34 17 14 34 0.042
8.96 38 14 14 34 0.034
13.44 39 16 13 31 0.025
17.92 40 19 12 30 0.017

*Error relativo calculado por el algoritmo CDSSRT.

8.6 ACOPLAMIENTO MOLECULAR

El acoplamiento molecular es una herramienta de modelado computacional que se
utiliza para predecir las formas mas estables de los complejos proteina-ligando y
proporciona una idea de la naturaleza de unién de estas interacciones. Ademas, una vez

gue se conoce la estructura cristalografica de la proteina, se puede determinar el sitio
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potencial de union del ligando a la proteina. La Figura 8-7 muestra la estructura terciaria de
la a-LA, que se compone de dos regiones hidrofébicas (Chrysina et al., 2000). En primer
lugar, se realizé el acoplamiento molecular con AFM1 en toda la superficie de la proteina,
es decir una busqueda a ciegas y se encontraron dos sitios de union potenciales: en la caja
hidrofébica y el grupo aromético I. Luego, se recalculé el acoplamiento molecular localizado
en cada sitio de unidon para determinar la minima AG, en la formacién del complejo a-La-
AFM1.

Caja hidrofoébica

<

s~

Grupo
aromatico |

Figura 8-7. Estructura terciaria de la a-LA. Estructuras secundarias: a-hélices (magenta):
hélices 310 (azul); hojas B (amarillo); asas (cyan) y random coil (café). Regiones
hidrofébicas: caja hidrofobica (linea punteada verde) y grupo aromético | (linea punteada

naranja).
8.6.1 omplejo formado en laregién de la caja hidrofobica

Como se muestra en la Figura 8-8A, las interacciones hidrofobicas entre la proteina
y la AFM1 son formadas con los aminoacidos apolares; 1159, Val99, Trp60 y Tyr103. Los
dos ultimos son reportados por Chrysina et al. (2000) y pertenecen a la region de la caja
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hidrofébica. Adicionalmente, se identific la formacion de tres puentes de hidrégeno, los
cuales contribuyen a la estabilidad del complejo. Como se puede ver en la Figura 8-8B dos
estan formados con la asparagina (Asn) 56 y uno con el acido glutamico (Glu) 49, con una
distancia de union de 1.855, 2.013 y 2.001 A, respectivamente. Por otra parte, como se
puede observar en la Figura 8-7, la region de la caja hidrofébica estd conformada
principalmente por estructuras a-hélices y hojas 3, y de acuerdo con los resultados de DC
(seccién 8.5) los mayores cambios son en ese tipo de estructuras, por lo que se puede

sugerir que esta region es las mas probable para la formacién del complejo a-LA-AFML1.

Figura 8-8. Representaciones graficas de las interacciones de la AFM1 con la a-LA en la

region de la caja hidrofobica. (A) Diagrama de Lig Plot de las interacciones hidrofobicas
(lineas de puntos blancas) de AFM1 con los aminoacidos de la caja hidrofébica. (B) Imagen
estereoscopica de los puentes de hidrogeno (lineas de puntos negros) formados con la
AFM1 y los aminoéacidos de la caja hidrofébica.

Ademas, los reportes de Delavari et al. (2017) y Mohammadi & Moeeni (2015a,
2015b) indican que la interacciéon de la a-LA con los compuestos estudiados fue del tipo
hidrofébico y con formacion de puentes de hidrégeno con aminoacidos que pertenecen a

esta region.

La AG, obtenida para formacién del complejo a-LA-AFM1 en la caja hidrofébica fue
de -26.07 kJ mol*, siendo similar a lo obtenido con el método experimental (seccion 8.4.2.3).
Al comparar los valores de la AG, obtenidos de la interaccion de la a-LA con otros
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compuestos reportados previamente por diversos autores (Cuadro 8-3) son consistentes

con el obtenido en este trabajo.

Cuadro 8-3. Valores de la AG, obtenidos por acoplamiento molecular de la interaccion de
la a-La con diferentes compuestos.

Ligando A4G,(kJ mol?) Referencia
AFM1 -26.07 Este trabajo
Kaempferol -25.27 Mohammadi & Moeeni 2015a
Trans-resveratrol -26.44 Mohammadi & Moeeni 2015b
Genisteina -22.13 Mohammadi & Moeeni 2015a
Vitamina D3 -31.42 Delavari et al. 2015

AG.: energia libre de unién

8.6.2 Complejo formado en laregion del grupo aromatico |

En la Figura 8-9A se presenta las interacciones hidrofobicas en la regién del grupo
aromatico | de la a-LA con la AFM1. En este caso los aminoacidos aromaticos (Tyr36,
Phe31y Trp118) y los polares (Thr4, Lys5, Cys6 y Cys120) participan en la formacién del
complejo. Adicionalmente para esta regidon se observd la formacion de un puente de
hidrégeno con la lisina (Lys) 5 a 2.197 A (Figura 8-9B). Mohammadi & Moeeni (2015b)
reportaron que la curcumina al interactuar con la a-LA en la region del grupo aromatico |
tiene una AG, de -21.00 kJ mol?, siendo muy cercana a la obtenida para la AFM1 en este
trabajo (-26.28 kJ mol?).
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Figura 8-9. Representaciones graficas de las interacciones de la AFM1 con la a-LA en la
region del grupo aromatico I. (A) Diagrama de Lig Plot de interacciones hidrofébicas (lineas
de puntos blancas) de AFM1 con los aminoacidos del grupo aromético I. (B) Imagen
estereoscopica de los puentes de hidrogeno (lineas de puntos negros) formados con la

AFM1 y los aminoéacidos del grupo aromético |.

8.7 CONCLUSIONES

En este capitulo se evalué la interaccién entre la a-LA y la AFM1 utilizando diferentes
métodos espectroscopicos complementados con estudios de acoplamiento molecular. Tal
enfoque permitié determinar los valores experimentales de los parametros de union del
complejo a-LA-AFM1 y se modelaron los sitios de union potenciales en la superficie de la
proteina. Los estudios por espectroscopia de fluorescencia mostraron que la reduccion de
la intensidad de fluorescencia de la a-LA debido a la adicion de AFM1 fue mediante un
mecanismo estético, lo que es indicativo de la formacién del complejo. EI valor
estequiométrico de los n reveld la presencia de un solo sitio de union entre la a-LA y la
AFM1. Asimismo, con los datos espectroscopicos y los valores de la AH 'y la AS mostraron
que la interaccion entre la a-LA y la micotoxina es principalmente de naturaleza hidrofobica
ya que se observaron cambios en el microambiente de los amino&cidos aromaticos. Por
otro lado, los estudios de DC demostraron un cambio en la proporciéon de estructuras
secundarias de la a-LA al adicionar la AFM1 con un aumento de estructuras a-hélices y
hojas . Dichos cambios conformacionales podrian proporcionar una mayor estabilidad

proteica mientras se formaba el complejo a-LA-AFM1.
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Finalmente, los estudios de acoplamiento molecular ayudaron a predecir los dos
posibles sitios de union de la a-LA: la caja hidréfoba o el grupo aromatico I. Ademas, se
observé que el complejo se estabiliza mediante interacciones hidrofébicas y puentes de
hidrégeno formados a través de aminoacidos aromaticos y polares, respectivamente. Estos
residuos estan presentes en la caja hidrofébica de la proteina, asi como en el grupo
aromaético I. Asimismo, los resultados de DC y del acoplamiento molecular sugirieron que
el sitio de uniébn mas probable era la caja hidrofébica. Dado que se encontrd que el sitio de
union de la micotoxina es el mismo que en otras biomoléculas, se puede asumir que la a-

LA bovina puede actuar como un transportador de la AFM1.
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9 EVALUACION DE LA INTERACCION DE LA AFLATOXINA M1 CON LA B-
LACTOGLOBULINA BOVINA A DIFERENTES PH POR ACOPLAMIENTO
MOLECULAR

9.1 RESUMEN

El objetivo de este capitulo fue evaluar la interaccién de la AFM1 con cuatro modelos
estructurales de la B-lactoglobulina (B-LG) obtenidos a los pH de 2.0, 6.5, 7.4 y 8.2 por
medio de la herramienta de acoplamiento molecular en los tres sitios de union de la
proteina: el Caliz, Sitio C y la interfaz del dimero, este ultimo solo se estudio en los pH de
6.5y 7.4, debido a que la proteina solo se encuentra en este ensamble entre los pH de 2.5
a 7.5. Al comparar los modelos estructurales a los diferentes pH de la proteina, se observo
gue en el Céliz a pH 2.0 y 6.5 el loop EF se encuentra en conformacién cerrada y la
superficie de la cavidad del Céliz es mas estrecha entre los residuos Leu87-Leu39 en
comparacion a los pH 7.4 y 8.2 donde el loop EF esté abierto. En la regién del Sitio C a pH
2.0 se observé una cavidad hidrofébica la cual va desapareciendo conforme se aumenta el
pH, ademas en esta regién hay una mayor afinidad por compuestos hidrofilicos como la
lactosa. A pesar de estos cambios estructurales la AFM1 tuvo la capacidad de unirse con
las cuatro estructuras de la proteina evaluadas. Finalmente, se determiné que los complejos
formados al pH de 6.5 no presentaron diferencias en la AG, de -29.71, -28.70 y -28.03 kJ
mol? en el Céliz, Sitio C e interfaz del dimero, respectivamente. Concluyendo que la AFM1
presenta una mayor afinidad con la B-LG a pH 6.5, el cual es cercano al pH fisioldgico de

la leche.
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9.2 INTRODUCCION

La herramienta de acoplamiento molecular esta disefiada para modelar la forma en que
interacciona un ligando como la aflatoxina M1 (AFM1) con una proteina con base a la
complementariedad de las moléculas. La conformacion éptima se podré predecir mediante
el célculo de la energia libre de union (AG.) ademas de predecir la afinidad de union
mediante la constante de union (K,). Sin embargo, si solo se basara en buscar el
acoplamiento perfecto entre la proteina y el ligando como se observa en la Figura 9-1A, no
se estaria simulando un proceso real, ya que las moléculas en un sistema in vivo tienen
movimiento. Para los programas de acoplamiento molecular seria un gasto computacional
muy alto el poder considerar flexibles a la proteina y el ligando. Sin embargo, en AutoDock
(AD) se considera la flexibilidad del ligando. Como se ve en la Figura 9-1B, cuando el
ligando se posiciona en el sitio de unién, cambia de conformacion hasta encontrar la

complementariedad con la proteina (Fan et al., 2019).

A
Rigid
—
Proteina Ligando
B
Q + Q/\) Flexible Q
-« -«
Proteina Ligando

Figura 9-1. Procesos del acoplamiento molecular. (A) Basado en la complementariedad de
las moléculas. (B) Permitiendo la flexibilidad del ligando (Fan et al., 2019).

El PDB contiene mas de 130 mil estructuras cristalograficas de proteinas de las
cuales el 90% fueron obtenidas por difraccién de rayos X (DRX) y un 9% por resonancia
magnética nuclear (RMN) (Burley et al., 2017). Las estructuras obtenidas por DRX con una
resolucion menor a los 3 A son consideradas de una alta resolucién (PDB RCSB, s/f-a, s/f-
b). En RMN la estructura como se obtienen a partir de una solucién. El archivo del PDB
contiene un conjunto de estructuras de la proteina ya que esta en constante movimiento,
asi como una estructura promedio (PDB RCSB, s/f-a). Para la eleccion del cristal de RMN
se debe consultar el reporte de validacion de la estructura, donde comparan el modelo con

datos experimentales y determinan la calidad del cristal.
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La B-lactoglobulina (B-LG) es la principal proteina globular presente en el suero de
leche y se encuentra en forma de dimero en un intervalo de pH entre 2.5 a 7.5 (Xiang &
Melton, 2018). En la Figura 9-2A se observa que la proteina esta formada principalmente
por nueve hojas 3 antiparalelas (A-1) y entre las hojas B-H se forma el Céliz, ademas el Sitio
C se ubica entre una a-hélice cercana al grupo carboxilo terminal (C-terminal). Estos son
los principales sitios de interaccidén para acidos grasos y polifenoles (Dominguez-Ramirez
et al., 2013; Oancea et al., 2018; Rovoli et al., 2018; Xiang & Melton, 2018). También, se
ha encontrado que en la interfaz del dimero (Figura 9-2B) hay interaccion con compuestos
como el resveratrol, vitamina Dz y la lactosa (Dominguez-Ramirez et al., 2013). Asimismo,
se ha reportado que la B-LG presenta una serie de transiciones estructurales inducidas por
el cambio del pH entre 2.0 y 8.0. A un pH de 7.0 presenta la transicion de Tanford, la cual
implica un cambio de conformacién del loop flexible formado entre las hojas B E-F, donde
este adquiere una conformacion abierta debido a que el Glu89 es desprotonado lo que

permite la accesibilidad de los compuestos a la cavidad del Céliz (Sakurai & Goto, 2007).

A LoopFEF B

> Interfaz del dimero

e 4 Glha?’,‘ & é

. F“‘/‘ ) R
== 1= Caliz® e

~Terminal
>

\ 6 . o
N ‘ fs l"

L

Figura 9-2. Regiones de interaccion de compuestos en la B-LG (A) Estructura
cristalografica de la B-LG a pH 6.5 (amarillo) donde se observa en la region del Céliz el loop
EF cerrado (circulo linea punteada roja) y el &cido glutdmico protonado (GIh89); el cristal a
pH 7.4 (cyan) con el loop EF abierto y con el Glu89 desprotonado. (B) Representacion del
dimero de la B-LG. Estructuras secundarias: a-hélices (morado); hojas [ plegadas

(amarillo); hélices 310 (azul); random coil (blanco); asas (cyan).

En los Ultimos afios se han realizado estudios sobre la distribucion de la AFM1

durante la elaboracién de quesos, asi como la evaluacion de la afinidad que tiene la
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micotoxina por las proteinas de la leche (Barbiroli et al., 2007; Brackett & Marth, 1982;
Chavarria et al., 2017; Jiménez-Pérez et al., 2020; Lopez et al., 2001; Manetta et al., 2009;
Motawee & McMahon, 2009). Sin embargo, existen pocos estudios de acoplamiento
molecular que reporten la interaccion de las aflatoxinas con alguna proteina (Bagheri &
Fatemi, 2018; Bren et al., 2014; Jiménez-Pérez et al., 2020; Podr et al., 2017; Wang et al.,
2017).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la interaccion de la AFM1 con cristales de la
B-LG reportados en PDB a diferentes pH empleando AD, para determinar los parametros

de unién: Ky y AG,.

9.3 METODOLOGIA
9.3.1 Obtencidn de estructuras cristalograficas

Se buscaron todos los modelos estructurales de la B-LG reportadas en el PDB. Una
vez identificadas se realiz6 una seleccién de acuerdo con la resolucion y pH de cristalizacion

para evaluar posibles cambios estructurales.

9.3.1.1 Comparacion de las estructuras cristalogréaficas

Se realizé la comparacion de los modelos estructurales de la B-LG a diferentes pH.
Con uso de la herramienta MatchMaker del programa UCSF Chimera v.1.14 se
sobrepusieron las estructuras mediante un alineamiento de las secuencias de aminoacidos
con el algoritmo Needleman-Wunsch. El mejor alineamiento de las cadenas se determin6
con base a la desviacion estandar a partir de los carbonos alfa para cada residuo ente el
cristal referencia y el modelo (RMSD-ca) calculado con la matriz de BLOSUM-62 (Meng et
al., 2006).

9.3.2 Acoplamiento molecular

Se adicionaron los atomos de hidrégeno faltantes en los modelos estructurales de
acuerdo con los valores del pKa de los amino&cidos titulables calculados en el servidor
PlayMolecule mediante la herramienta ProteinPrepare (Martinez-Rosell et al., 2017) con

base al pH de cristalizacion reportados de cada estructura.

La prediccion de la forma de union de la AFM1 con los diferentes modelos de la 3-LG

se realizé utilizando el programa AutoDock 4.2. Las determinaciones de los puntos rotables
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de la micotoxina y la delimitacién del espacio de busqueda (grid) para cada regién de la

proteina se realizé empleando la herramienta AutoDockTools (Morris et al., 2009).

El grid se ubicé con base a los residuos que pertenecen a los sitios de unién del Céliz,
Sitio C y la interfaz del dimero previamente reportados (Dominguez-Ramirez et al., 2013;
Oancea et al., 2018; Rovoli et al., 2018; Xiang & Melton, 2018). Las dimensiones del grid
en puntos para el Caliz, Sitio C e interfaz del dimero fueron las siguientes (X, y, z): (80, 80,
80), (60, 60, 60) y (90, 90, 50), respectivamente. Considerando un espaciado de 0.375 A
entre cada punto.

La Ky y AG, de cada complejo B-LG-AFM1 en los diferentes sitios de union se
calcularon utilizando el Algoritmo Genético de Lamarckian (Morris et al., 1998). En resumen,
el nimero de corridas del algoritmo genético fue de 100 y se consider6 un tamafio de
poblacién inicial de 150 genes con un maximo de 2x10% generaciones y 25x10°
evaluaciones de energia. Las imagenes de los complejos de la B-LG-AFML1 y los esquemas
de las interacciones se obtuvieron utilizando los programas VMD v1.9.3 (Humphrey et al.,
1996), PyMol v2.4.0 (Schrodinger LLC, 2015) y BIOVIA Discovery Studio Visualizer
v20.1.0.19295.

9.4 RESULTADOS
9.4.1 Modelos estructurales de la B-LG

En el PDB se encontraron 74 modelos estructurales de p-LG, de los cuales dos (Codigo
PDB: 1CJ5y 1DV9) fueron obtenidos por RMN a un pH de 2.0. Ademas, se seleccionaron

tres cristales de DRX a diferentes pH con una resolucién menor a 3 A (Cuadro 9.1).

Cuadro 9-1. Estructuras cristalogréficas de la B-LG obtenidos a diferentes pH de

cristalizacion mediante DRX.

Cédigo pH Resolucién _
o _ Referencia
PDB  cristalizacion del cristal (A)
1BEB 6.5 1.80 Brownlow et al. (1997)
4GNY 7.4 1.64 Gutiérrez-Magdaleno et al. (2013)
2BLG 8.2 2.46 Qin et al. (1998)
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De acuerdo con el reporte de validacion de los dos modelos de RMN de la B-LG, el que

9.4.1.1 Comparacion de los modelos estructurales

presento la mejor calidad fue el PDB 1DV9. Por lo tanto, esta se tomo6 como referencia para
compararlo con los cristales obtenidos por DRX. En el Cuadro 9-2, se reportan los valores
del RMSD-ca obtenidos al comparar cada cristal de DRX con el de RMN, y se puede ver
que la estructura a pH de 2.0 es muy diferente en comparacion con los cristales a pH de
6.5, 7.4y 8.2. Ademas, se observa que a partir del pH 6.5 la estructura de la B-LG no tienen
grandes cambios conformacionales en comparaciéon con los cristales a pH 7.4 y 8.2,
asimismo, hay muy poca diferencia entre estas dos Ultimas estructuras. Con lo que se

concluye que la variacion del pH induce a cambios estructurales en la proteina.

Cuadro 9-2. Diferencias entre las estructuras cristalografias de la B-LG obtenidas a
diferentes pH con base al RMSD-ca.

Cristal de referencia RMSD-ca (A)
(PDB) PH 1DV9 1BEB 4GNY 2BLG
1DV9 20  0.000 2592 2675 2.782
1BEB 6.5 0.000 0.554 0.543
AGNY 7.4 0.000 0.391
2BLG 8.2 0.000

RMSD-ca: Desviacion estandar entre los carbonos alfa de los residuos

En la Figura 9-3 se presentan los cambios estructurales de acuerdo con el pH de
cristalizacion. Como se observa en la Figura 9-3A, en los modelos a pH 2.0 y 6.5 el Glu89
esta protonado y el loop EF se encuentra en su conformaciéon cerrada. Mientras que a pH
7.4y 8.2 el loop EF esta en su forma abierta con el Glu89 desprotonado (Figura 9-3B). Con
estos resultados se confirma que a un pH mayor a 7.0, la proteina tuvo la transicion de
Tanford generando la apertura del loop EF y dejando la posibilidad de que la AFM1 pueda
ingresar a la cavidad del Caliz, coincidiendo con lo reportado previamente por Sakurai &
Goto (2007). Ademas, en la region del Sitio C se observan cambios conformacionales
principalmente en la estructura de random coil del modelo a pH 2.0 (Figura 9-3A) en

comparacion con los otros cristales.
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Figura 9-3. Efecto del pH en la conformacion del loop EF (ovalo linea roja) de la region del
Caliz de la B-LG. (A) Conformacioén cerrada con estructuras a pH 2.0 (gris) y 6.5 (amarillo).
(B) Conformacion abierta con estructuras a pH 7.4 (azul) y 8.2 (verde). Regién del Sitio C
delimitado por ovalo con linea punteada violeta.

En la Figura 9-4 se presentan los modelos estructurales de la B-LG a diferente pH.
Como se puede ver, la longitud de la cavidad del Céliz entre los residuos Leu87-Leu39 e
lle79-Ser116 varian en funcién del pH. En el Cuadro 9-3 se presentan las distancias que
hay entre los residuos que delimitan la cavidad, observando que hay una menor distancia
entre la Leu87-Leu39 en los modelos a pH 2.0 y 6.5 en comparacién con los de pH 7.4y
8.2. Con base a estos resultados es evidente que hay una menor area superficial en la
entrada a la cavidad del Céliz, por lo que a pH menores a 7.4 la AFM1 no podréa ingresar.
Por otro lado, también se puede observar que la region del Sitio C a un pH 2.0 presenta
una menor area superficial (Figura 9-4A), esto debido a que el area superficial global de la

proteina va aumentando conforme el pH se incrementa (Cuadro 9-3).

Cuadro 9-3. Longitud de la cavidad del Caliz delimitada entre los residuos Leu87-Leu39 e

lle71-Ser116, asi como el area superficial de la B-LG a los diferentes pH.

Cadigo Distancia (A) Area superficial global
PDB Leu87-Leu39 lle71-Serl16 (A%
1DV9 2.0 8.21 15.06 16.336x10°
1BEB 6.5 6.75 16.85 17.697x10°
A4GNY 7.4 16.74 18.94 18.022x10°
2BLG 8.2 16.61 17.80 18.739x103
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Figura 9-4. Modelos estructurales de la 3-LG obtenidas a diferentes pH. Regién del Caliz
indicado por linea punteada roja; Sitio C por linea punteada violeta. Distancia entre la
Leu87-Leu39 (linea punteada amarilla); lle71-Ser116 (linea punteada azul). (A) pH de 2.0.
(B) pH de 6.5. (C) pH de 7.4. (D) de 8.2.
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Basados en los analisis de los cambios conformacionales de la B-LG debido al pH,

9.4.2 Acoplamiento molecular

es muy probable que haya efectos en la interaccion de la AFM1 con los diferentes modelos

estructurales de la proteina.

9.4.2.1 Interacciones de la AFM1 en laregion del Céliz

La formacién de complejos en la region del Caliz es la mas reportada, especialmente
para acidos grasos y polifenoles. Por lo cual se realiz6 la evaluacion de la interaccion de la
AFML1 en esta region. Asimismo, se ha observado que, si la conformacién del loop EF se

encuentra cerrada, esto puede impedir el paso de la micotoxina a la cavidad del Caliz.
9.4.2.1.1 Interacciones de la AFM1 con el loop EF cerrado

En la Figura 9-5 se presentan los resultados obtenidos del acoplamiento molecular
de la AFM1 con los modelos de la B-LG a pH 2.0 y 6.5. Como se puede ver, cuando el loop
EF esta en conformacion cerrada no permitié que la AFM1 se uniera en la cavidad del Céliz,
confirmando que el &rea de la cavidad del Caliz es mas estrecha (mencionado en la seccién
9.4.1.1). Mientras que, en la Figura 9-5A, en el modelo de pH 2, se observa la formacién
del complejo B-LG-AFML1 se ubicé en la parte externa del Caliz, cerca del Sitio C. Ademas,
en la Figura 9-5B se puede ver que se presentan interacciones hidrofobicas del tipo Alkyl
con los residuos Cys66 y Leu57, asi como la formacion de puentes de hidrégeno (P-H) con
el Glu45, GIn59 y GIn159. Mientras que en la estructura a pH 6.5 (Figura 9-5C), el complejo
se formd cerca del loop EF. Las interacciones hidrofébicas del tipo Alkyl y Amida-Pi apilada,
asi como la formaciéon de P-H convencionales y del tipo Carbono-Hidrégeno (C-H) fueron

las que contribuyeron a la formacién del complejo B-LG-AFM1 (Figura 9-5D).
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Figura 9-5. Modelos estructurales de la B-LG a diferente pH. (A) Complejo formado fuera
de la region del Caliz con el modelo a pH 2.0. (B) Tipo de interacciones que contribuyen a
la formacién del complejo a pH 2.0. (C) Complejo formado cerca del LF que forma parte del
Céliz con el modelo a pH 6.5. (D) Tipo de interacciones que contribuyen a la formacion del
complejo a pH 6.5.

Finalmente, no hay reportes de la interaccion de compuestos con la B-LG por debajo
de pH 7.5. Sin embargo, con base a los parametros de union de la AFM1 con los modelos
de la B-LG a pH 2.0 y 6.5 (Cuadro 9-4) cuando el loop EF se encuentre cerrado, se puede
ver que no fue impedimento para que la AFM1 se uniera a la proteina. Ademas, la AG,
obtenida a pH 6.5 es similar a la reportada en el Capitulo 8 (Secc. 8.6) sobre la interaccion
de la AFML1 con la o-LA (AG, = -26.07 kJ mol?).
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Cuadro 9-4. Parametros de union obtenidos de la interaccion de la AFM1 con los modelos
de la B-LG aun pH de 2.0y 6.5 en la region del Caliz.
Codigo PDB pH Ky (M) AG, (kJ mol?)
1DV9 2.0 3.47x10% -26.11
1BEB 6.5 1.60x10° -29.71

Ku: Constante de union; AGu: Energia libre de unién.

9.4.2.1.2 Interacciones de la AFM1 con el LF abierto

Los resultados sobre la formacion del complejo B-LG-AFML1 en la cavidad del Caliz
cuando el loop EF se encuentra de forma abierta con los cristales a pH 7.4 y 8.2 son
presentados en la Figuras 9-6. Encontrando que la AFM1 se unié en la region del Céliz en
ambos pH. En la Figura 9-6A se puede ver que la micotoxina formé el complejo con la -
LG a pH de 7.4 en una regioén cercana a la obtenida en el modelo a pH 6.5 (Figura 9-5C).
Ademas, en la Figura 9-6B se observan la formacién de P-H e interacciones hidrofébicas
del tipo Pi-Alkyl. Por otro lado, con el modelo a pH 8.2 la AFM1 se uni6 en la cavidad del
Cdliz (Figura 9-6C). Asimismo, como se ve en la Figura 9-6D, presenta mayores
interacciones hidrofdbicas del tipo Alkyl y Pi-Alkyl y la formacién de P-H convencionales,
asi como del tipo C-H. En los complejos formados B-LG-AFM1 a los pH de 7.4 y 8.2
presentaron interacciones con los residuos cercanos a la lle71 que se tomé como referencia
para determinar la longitud del Caliz (Figura 9-4). Asimismo, los residuos que interaccionan
con la AFM1 para los dos pH (Figuras 9-6B y D) coinciden con los reportados por diversos
autores que forman parte de la region del Caliz (Dominguez-Ramirez et al., 2013; Oancea
et al., 2018; Rovoli et al., 2018; Xiang & Melton, 2018). Finalmente, la K,y la AG, obtenidas
para estos pH son similares como se puede ver en el Cuadro 9-5. Con lo que se puede

concluir que no hay diferencia en la afinidad de la micotoxina a estos pH.

Cuadro 9-5. Parametros de union obtenidos de la interaccion de la AFM1 con los modelos
de laB-LG aun pH de 7.4y 8.2 en la region del Caliz.
Codigo PDB pH Ku (M?1)  AG, (kJ mol?)
AGNY 7.4 1.46x10* -23.77
2BLG 8.2 2.04x10* -24.60

Ku: Constante de union; AGu: Energia libre de unién.
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Figura 9-6. Moldeos estructurales de la B-LG a diferente pH. (A) Complejo formado en la
region del Caliz con el cristal a pH 7.4. (B) Representacion con superficie que muestra cémo
se encuentra abierta la cavidad del Caliz. (C) Complejo formado en la cavidad de la region
del Caliz del cristal a pH 8.2. (B) Representacion con superficie que muestra cémo se une
la AFM1 en la cavidad del Céliz.

Ademas, se ha reportado que la B-LG pertenece a la familia de las lipocalinas, y que
en la cavidad del Céliz se unen principalmente acidos grasos (Gutiérrez-Magdaleno et al.,
2013). Al comparar los parametros de union de la AFM1 con el modelo a pH de 7.4 con los
reportados para otros compuestos al mismo pH (Cuadro 9-6), se puede ver que la B-LG
presenta una mayor afinidad de unién con la AFM1 en comparacion con el acido caprico.
Ademas, Loch etal. (2018) realizaron una mutacién en de los residuos Leu39 e lle56
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sustituyéndolos por una Ala y Phe, respectivamente. Esto para aumentar el area de la
cavidad del Caliz. A pesar de esto, se puede ver que la afinidad por la AFM1 es mayor que
lo reportado para la clorpromazina. Con base a estos resultados se puede concluir que la

micotoxina es capaz de competir por la unién en la regién del Caliz con acidos grasos.

Cuadro 9-6. Pardmetros de union de diferentes compuestos con la 3-LG a un pH de 7.4 en
la regién del Caliz.

Compuesto Ku (M?) AG, (kJ mol?) Referencia
AFM1 1.46x10* -23.77 Este trabajo
Clorpromazina 8.10x10° -22.00 Loch et al. (2018)
Sulfato de dodecilo 5.20x10° -32.63 Gutiérrez-Magdaleno et al. (2013)
Acido céaprico 6.00x10° N/R Loch et al. (2011)

N/R: No Reportado; Ku: Constante de union; AGu: Energia libre de unién.

9.4.2.2 Efecto del pH en laformacion del complejo B-LG-AFM1 en la region del Sitio
C

Como se pudo ver en los resultados de la formacion del complejo B-LG-AFML1 en la
region del Céliz, en particular con el modelo a pH 2.0, se observé que la micotoxina se une
cerca de la regién del Sitio C. Por lo cual es necesario realizar el andlisis de la interaccion

en esta region.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 9-7, la region donde
interaccion6 la AFM1 en el Sitio C se encuentra en la parte posterior tomando como
referencia la entrada a la cavidad del Caliz. Como se puede ver para el modelo a pH 2.0
(Figura 9-7A) se forma una cavidad con un caracter hidrofébico y de acuerdo con la Figura
9-7B las principales interacciones que contribuyen a la formacion del complejo son
hidrofébicas del tipo Alkyl y Pi-Alkil. En comparacion con el modelo a pH 6.5 (Figura 9-7C)
la micotoxina interacciona en la superficie del Sitio C. Asimismo, con esta estructura solo
se formaron P-H convencionales y del tipo C-H. Asimismo, en el Cuadro 9-7 se presentan
los parametros de unién obtenidos para los complejos B-LG-AFM1 formados con los
modelos a pH 2.0 y 6.5, como se puede ver a pH 6.5 la B-LG presenta una mayor afinidad
por la micotoxina, lo cual se puede atribuir al hecho de que a este pH no presenta
interacciones hidrofébicas y la unién solo es debida a la formacién de P-H convencionales

y los del tipo C-H, los cuales contribuyen a una mayor estabilidad del complejo.
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Cuadro 9-7. Parametros de union obtenidos de la interaccion de la AFM1 con los cristales
de laB-LG aun pHde 2.0y 6.5 en la regién del Sitio C.
Codigo PDB pH Ke(MY)  AG, (kJ mol?)
1DV9 2.0 6.65x10* -27.53
1BEB 6.5 1.07x10° -28.70

Ku: Constante de union; AGu: Energia libre de union.

Interacciones
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Figura 9-7. Modelos estructurales de la B-LG a pH de 2.0 y 6.5. (A) Complejo formado en
la cavidad hidrofébica del Sitio C con el modelo a pH 2.0. (B) Tipo de interacciones que
contribuyen a la formacién del complejo a pH 2.0. (C) Complejo formado en la superficie del
Sitio C con el modelo a pH 6.5. (D) Tipo de interacciones que contribuyen a la formacion

del complejo a pH 6.5.

118



AT\

Como se pudo ver a un pH de 2.0 se forma una cavidad hidrofébica pero conforme
se aumenta el pH esta desaparece. Esto se puede confirmar al observar los resultados de
la interaccion de la AFM1 con los modelos de la B-LG a los pH de 7.4 y 8.2 presentados en
las Figuras 9-8A y C. Como se ve en las Figuras 9-8B y D hay menos residuos que
interaccionan con la AFM1 en comparacion con los obtenidos con los modelos a pH 2.0y
6.5 (Figuras 9-7B y D), ademas que no hay interacciones hidrofébicas. Con base a estos
resultados, la afinidad de la AFM1 va disminuyendo conforme aumenta el pH, esto se
confirma con los pardmetros de union determinados para estos dos modelos reportados en
el Cuadro 9-8. Finalmente, Dominguez-Ramirez et al. (2013) evaluaron la interaccion de la
lactosa con el PDB 2BLG, y reportaron una AG, de -26.78 kJ mol?, por lo que podemos
decir que la B-LG tiene mayor afinidad por la lactosa en comparaciéon con la AFM1.
Asimismo, como se puede ver en los resultados de la interaccion de la micotoxina en el
Sitio C, conforme se aumenta el pH no se forman interacciones hidrofébicas, con lo que se
puede concluir que la B-LG presenta una mayor afinidad por compuestos hidrofilicos en

esta region.

Cuadro 9-8. Parametros de union obtenidos de la interaccion de la AFM1 con los modelos
de laB-LG aun pH de 7.4y 8.2 en la region del Sitio C.
Codigo PDB pH Ku (M?1)  AG, (kJ mol?)
4GNY 7.4 9.03x10* -28.28
2BLG 8.2 1.11x103 -17.36

Ku: Constante de unién; AGu: Energia libre de union.
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Figura 9-8. Modelos estructurales de la B-LG a pH de 7.4y 8.2. (A) Complejo formado en
la superficie del Sitio C con el modelo a pH 7.4. (B) Tipo de interacciones que contribuyen
a la formacion del complejo a pH 7.4. (C) Complejo formado en la superficie del Sitio C con
el modelo a pH 8.2. (D) Tipo de interacciones que contribuyen a la formacion del complejo
apH 8.2.

9.4.2.3 Interacciones de la AFM1 en la interfaz del dimero

Debido a que se sabe que la B-LG se encuentra en forma de dimero a pH de 2.5 a
7.5, se realizd la evaluacion de la interaccion de la micotoxina en esta regién con los
modelos estructurales apH 6.5y 7.4.

En la Figura 9-9A se puede ver la formacion del complejo B-LG-AFM1 con el dimero
a un pH de 6.5, el cual ubico en el centro de la interfaz entre las dos a-hélices. Ademas, se
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observa que las interacciones hidrofébicas son las que tienen un aporte mayoritario en la

formacion del complejo (Figura 9-9B).

Hidrofobicidad

om Cadena A
1.00

Interacciones
Puente de hidrégeno-
Carbono-Hidrégeno -

Hidrofébicas [
Tipo: Alkyl y Pi-Pikyl

Arg148:B au

i ;
oa
o
Arg148:A Y@

" -
3 < -
.

o lle147:A

Figura 9-9. Modelo estructural del dimero de la B-LG a pH de 6.5. (A) Complejo formado
en la interfaz del dimero. (B) Tipo de interacciones que contribuyen a la formacion del

complejo a pH 6.5.

Por otro lado, en la Figura 9-10A se puede ver que la AFM1 se une en un extremo
de la interfaz del dimero a un pH de 7.4. Ademas, se puede observar en la Figura 9-10B
gue los residuos que interaccion para formar el complejo son menos en comparacion con
el de pH 6.5 (Figura 9-9B).
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Figura 9-10. Modelo estructural del dimero de la B-LG a pH de 7.4. (A) Complejo formado
en la interfaz del dimero. (B) Tipo de interacciones que contribuyen a la formacion del
complejo a pH 7.4.

Finalmente, los pardmetros de unién obtenidos para los dimeros se reportan en el
Cuadro 9-8, observando que son similares a pesar de que haya mas residuos
interaccionando con el dimero a pH de 6.5. Adicionalmente, en el trabajo de Dominguez-
Ramirez et al. (2013) evaluaron la interaccion de la lactosa en la interfaz del dimero del a
pH de 8.2 en el cual biolégicamente la B-LG no esta en forma de dimero, tuvieron que
formarlo con apoyo de un programa computacional. Reportando que la vitamina D3 y la
lactosa se unen a la interfaz con una AG, de -33.47 y 26.78 kJ mol?, respectivamente. Al
comparar estos resultados con los de este trabajo (Cuadro 9-8) se puede ver que la lactosa
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tiene una AG, similar a la del dimero a pH de 7.4 y en el caso de la Vitamina D; esta es

superior a la de los cristales evaluados en este trabajo.

Cuadro 9-9. Parametros de union obtenidos de la interaccion de la AFM1 con los dimeros
de laB-LG aunpHde 6.5y 7.4 en la region del Sitio C.
Codigo PDB pH Ko (M?1)  AG, (kJ mol?)
1BEB 6.5 8.18x10* -28.03
AGNY 7.4 4.83x10* -26.74

Ku: Constante de union; AGu: Energia libre de unién.

9.5 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este capitulo, se comprobé que la AFM1
se puede unir a la B-LG a pesar de los cambios conformacionales que sufre por la variacion
del pH. En la regién del Caliz se observé que la AFM1 presenta una mayor K, y AG, con el

modelo estructural a pH 6.5, a pesar de que a este pH el loop EF se encuentra cerrado.

En el caso del Sitio C, se determind que esta region forma una cavidad hidrofébica a
un pH de 2.0 y conforme se aumenta el pH va adquiriendo una naturaleza mas hidrofilica.
Asimismo, a pH 6.5 se present6 la mayor afinidad de la proteina por la AFM1. Por ultimo,
cuando la proteina esta en forma de dimero la afinidad por la AFM1 no se ve afectada por

el cambio de pH a pesar de que la ubicacion donde se forma el complejo se diferente.

Con base a los resultados obtenidos, es muy probable que en la leche la AFM1 este
formando complejos con la B-LG en los tres sitios de union reportados, debido a que el pH

fisiologico de la leche es cercano a 6.5.

Por otro lado, es muy probable que, durante el proceso de coagulacién acida para la
elaboracion de queso, se cierre el loop EF en el Caliz y al mismo tiempo se forme la cavidad
hidrofébica en la region del Sitio C por lo que aun se podria formar el complejo B-LG-AFM1.
Esta capacidad de la proteina de formar el complejo a pesar de los cambios en el pH puede
explicar la variabilidad de la concentracién de la AFM1 durante la produccién de los quesos

u otros derivados de la leche.
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Bagheri, M. y Fatemi, M., 2018. Fluorescence spectroscopy, molecular docking and
molecular dynamic simulation studies of HSA-Aflatoxin B1 and G1 interactions. Journal of
Luminescence Elsevier B.V., 202: 345-353.
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10 CONCLUSIONES GENERALES

Debido a los riesgos a la salud que conlleva la presencia de la AFM1 en la leche y sus
derivados, se realizé una revision bibliogréfica para conocer la situacion del contenido de la
micotoxina en los productos lacteos elaborados y consumidos en México. Encontrando que
hay pocas investigaciones al respecto en los Ultimos 20 afios. Ademas, hay deficiencias en
la normativa mexicana, ya que ésta solo estipula un limite del contenido de AFM1 en la
leche y no hay limitaciones para sus derivados, en particular para el queso. En la revision
se encontré que hay estudios que determinaron la presencia de la AFM1 en muestras de
guesos tipo panela y oaxaca con niveles por encima de lo permitido en la norma mexicana

para leche.

Por otro lado, ya que hay evidencias de que la AFM1 se concentra en los quesos que
son elaborados con leche contaminada, se realizé la evaluacion de la interaccion de la
AFM1 con la a-LA bovina por métodos espectroscopicos y acoplamiento molecular.
Determinando que la forma de interaccion de la micotoxina es principalmente por
interacciones hidrofébicas en las regiones de la caja hidrofébica y el grupo aromatico | de
la proteina. Asimismo, por los estudios de DC se observo que hay un posible ordenamiento
de las estructuras secundarias de la proteina por lo que el complejo a-LA-AFM1 puede
estabilizarse. Con base a lo observado por los métodos espectroscépicos y el acoplamiento

molecular es muy probable que la a-LA sea un vehiculo para la AFML1.

Ademas, como se sabe que las proteinas sufren cambios conformacionales debido a
la variacion del pH y que, durante la produccion de quesos, puede haber una disminucion
del pH para precipitar a las proteinas. Se evalu6 el efecto del pH en la interaccién de la
AFM1 con diferentes modelos estructurales de la B-LG a pH de 2.0, 6.5, 7.4 y 8.4 mediante
la herramienta de acoplamiento molecular en tres sitios de union: el Caliz, Sitio C y la
interfaz del dimero. Encontrando que a pesar de que la proteina si presenta cambios en su
estructura la AFM1 es capaz de formar complejos en todos los pH evaluados. Observando

gue al pH de 6.5 la AGy, es similar en los tres sitios de union.

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que las
proteinas a-LA y B-LG son capaces de interaccionar y transportar la AFM1 cuando esta
presente en la leche, debido a que se obtuvieron los mayores parametros de interaccion a
un pH de 6.5, el cual esta cercano al pH fisiolégico de la leche. Asimismo, al estudiar la
afinidad de la B-LG por la AFM1 al variar el pH se observo que esta disminuye conforme se
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aumenta el pH por lo que estos cambios pueden explicar la variabilidad de la concentracién

de la micotoxina en la cuajada y el suero de leche durante la elaboracion de queso.
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11 PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, los experimentos que se
proponen para continuar evaluando la interaccién de las proteinas de la leche con la AFM1

son:

Evaluar la estabilidad de los complejos a-LA-AFM1 y B-LG-AFM1 obtenidos por
acoplamiento molecular a diferentes temperaturas mediante dinamicas moleculares para

determinar su estabilidad.

Obtener los parametros termodinamicos de la interaccion de la AFM1 con la 3-LG por
espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular a los pH modelados por acoplamiento

molecular.

Mediante dicroismo circular determinar los cambios estructurales de la B-LG debido al
efecto de la variacién del pH, asi como durante la adicion de diferentes concentraciones de
la AFM1.

Realizar los mismos estudios experimentales y computacionales con las dos proteinas
evaluadas en esta tesis, pero con la aflatoxina B1, debido a que en la revisién bibliografica

se encontrd dicha micotoxina esta en la leche y quesos producidos en México.
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12 ANEXO |

12.1 OPTIMIZACION GEOMETRICA DE LA AFM1

La estructura 3D de AFML1 (CID 15558498) se obtuvo de la base de datos PubChem.
La optimizacién geométrica se llevd a cabo utilizando la teoria funcional de densidad (DFT)
con el intercambio y correlacion funcional de Perdew et al. (1996) y el conjunto de bases
para todos los &tomos del orbital 6-311 ++ G ** utilizando el programa Gaussian 09 Rev.
A.02 (Frisch et al., 2016). Es importante sefialar que el calculo de las segundas derivadas
se realizd para corroborar que existe un minimo en la superficie de energia potencial. Los
mapas de potencial electrostatico se calcularon con el programa Multiwfn, version 3.4 (Lu
& Chen, 2012).

12.2 MAPAS DEL POTENCIAL ELECTROSTATICO DE AFM1

El mapa del potencial electrostatico obtenido de AFM1 optimizado siguiendo la
metodologia DFT se muestra en la Figura 11-2, observandose que la region con mayor
distribucion de carga negativa (puntos minimos) se encuentra en los grupos carbonilo del
anillo cumarinico y el ciclo de pentanona con valores de -234,42 kJ mol. Para la regién
con mayor distribucién de carga positiva, esta presente el punto maximo (172.84 kJ mol?)

en la regién del grupo hidroxilo del anillo difurano.

12.3 SELECCION Y PREPARACION DE LA ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE LA
PROTEINA

Usando Chimera 1.12 UCSF (Pettersen et al., 2004), se analizaron dos estructuras
cristalinas de a-LA en su forma holo (con el ion calcio): la estructura nativa PDB ID 1F6S
(Chrysina et al., 2000) y el PDB ID 1HFZ recombinante (Pike et al., 1996). La unidad
biolégicamente activa de ambas estructuras se alineé con MatchMaker, considerando las
secuencias de aminodcidos utilizando el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz
BLOSUMG62 (Meng et al., 2006) para determinar el porcentaje de identidad y elegir la
estructura a utilizar para realizar el célculo de acoplamiento. El agua cristalizada se elimino
de las estructuras cristalinas seleccionadas, que se almacenaron en forma holo y apo (sin

el i6n calcio).
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No hubo diferencia en las estructuras terciarias de los cristales de las proteinas

nativas (1F6R) y recombinantes (1HFZ) (Figura 11-3). El andlisis de las secuencias y

estructuras terciarias con Chimera 1.12 UCSF (Meng et al., 2006) mostré un 99.19% de

identidad y un valor bajo de la desviacion cuadratica media (RMSD) para carbonos alfa

(0.97 A). Con base en estos resultados, llegamos a la conclusiéon de que no habria

diferencias significativas entre las dos estructuras cristalinas. Por lo tanto, decidimos ocupar

la estructura de la proteina bovina nativa para el acoplamiento molecular.

Cuadro 12-1. Constante de extincion (Ks/), cantidad de la constante de velocidad de

extincion (kq), energia libre de unién (AGy), constante de unién (Kp) y sitios de unién (n)

obtenidos de la interaccién de a-La con AFM1 a diferentes temperaturas por fluorescencia

espectroscopia.

pardmetros Stern-Volmer

Temperatura K, n 4G,
K M1 kJ mol?
(K) s % (M) ( )
(M) (M*s™)
298 5.90 x 103 2.27 x 10*? 2.12 x 103 1.32 -19.17
303 4.95 x 10° 1.92 x 10*? 4.95 x 103 1.17 -21.06
308 2.88 x 103 1.11 x 10*2 7.20 x 108 1.09 -22.95
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Figura 12-1. Espectros DC UV lejanos de a-LA (linea negra); BP solucion 5 mM a pH 6.5
(linea gris) y AFM1 (17.92 uM) en BP (linea purpura) a 298 K.

Figura 12-2. Mapas de potencial electrostético de AFM1. Superficie de mayor densidad de
electrones (rojo) (Isovalor = 0.001).
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Figura 12-3. Comparacion de las estructuras terciarias de los cristales de a-LA; cristal

nativo (1F6R: naranja) y cristal recombinante (1HFZ: azul).
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Figura 12-4. Espectros de fluorescencia de a-La titulada con diferentes concentraciones de
AFM1 (0-100 pM) a dos temperaturas (A) 303 K y (B) 308 K. La longitud de onda de
excitacion fue de 280 nm.
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Figura 12-5. (A) Grafico de Stern-Volmer para la extincion de la fluorescencia de a-La por
AFM1 a 303y 308 K. (B) Grafico de Stern-Volmer modificado para el complejo a-La-AFM1
a 303y 308 K.
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ABSTRACT

Since the high incidence of aflatoxin M1 (AFM1) in milk and dairy products poses a serious risk to human health,
this work aimed to investigate the complex formation between bovine a-lactalbumin (a-La) and AFM1 using
different spectroscopic methods coupled with molecular docking studies. Fluorescence spectroscopy measure-
ments demonstrated the AFM1 addition considerably reduced the a-La fluorescence intensity through a static
quenching mechanism. The results indicated on the endothermic character of the reaction, and the hydrophobic
interaction played a major role in the binding between AFM1 and a-La. The binding site stoichiometric value
(n = 1.32) and a binding constant of 2.12 x 10> M~ ! were calculated according to the Stern-Volmer equation.
The thermodynamic parameters AH, AS and 4G, were determined at 93.58kJ mol ', 0.378 kJmol "K' and
-19.17 = 0.96kJ mol ', respectively. In addition, far-UV circular dichroism studies revealed alterations in the
a-La secondary structures when the a-La-AFM1 complex was formed. An increased content of the a-helix
structures (from 35 to 40%) and the p-sheets (from 16 to 19%) were observed. Furthermore, protein-ligand
docking modelling demonstrated AFM1 could bind to the hydrophobic regions of a-La protein. Overall, the
gathered results confirmed the a-La-AFM1 complex formation.

1. Introduction

Aflatoxins are a group of mycotoxins produced mainly by fila-
mentous fungi such as Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus [1].
Consumption of foods and beverages contaminated with these toxins, in
particular with aflatoxin B1 (AFB1), poses a serious threat to public
health since the latter is a well-documented class 1 carcinogen [1,2].
Fig. 1 shows the chemical structure of aflatoxin M1 (AFM1), which is an
AFB1 metabolite. When cows are fed with the AFB1 contaminated feed,
toxic AFM1 is produced in the animal liver and is further excreted into
milk and urine [1]. Due to the high incidence of AFM1 in milk and dairy
products, it is a matter of great importance to investigate and develop
suitable prevention measures [2,3]. It has been reported the AFM1
concentration in cheese could be significantly higher than that in milk
from which it is produced [4]. In addition, AFM1 content in cheese
varies depending on cheese type, milk origin and manufacture process
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[5]. In terms of the AFM1 distribution in curd and whey during cheese
production process, there are no conclusive reports. Some authors
claimed the higher content of the mycotoxin in curd [4,6], while the
others determined the highest concentration of mycotoxin in whey
[7,8]. On the other hand, Chavarria et al. [8] performed a comparative
study of the purified milk proteins, among which a-lactalbumin (a-La)
was found to exhibit a higher affinity towards AFM1 than casein, re-
taining 87.7 and 80.6% of mycotoxin, respectively. In another study,
Barbiroli et al. [9] compared the AFM1 affinity towards the main
protein fractions in ewe and goat milk during cheese production. It was
established that AFM1 preferably bound to whey proteins (56-75%) in
ewe milk, while a higher preference for caseins was observed in goat
milk (53-62%).

The bovine a-La protein is characterized by two hydrophobic re-
gions that were proved to play a role in protein-ligand interaction and
transportation of bioactive compounds [10,11]. Among tested
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Fig. 1. Chemical structure of the aflatoxin M1 from PubChem (CID 1558498).

biomolecules were coumaric acid, ferulic acid [12], vitamin D3 [13]
genistein, kaempferol [14], trans-resveratrol, curcumin [15] and epi-
gallocatechin-3-gallate [16]. Recently, protein-ligand docking studies
revealed the location of the binding site for bioactive compounds in the
hydrophobic box and aromatic group I of a-La [13-16]. Additionally,
thermodynamic parameters for the a-La interaction with different
compounds were determined using fluorescence spectroscopy [12-16].
Given the variability of the AFM1 content in milk and dairy products,
the focus of this work was placed on studying the a-La-AFM1 complex
formation using experimental (spectroscopic methods) and computa-
tional tools (molecular docking). Such combined approach allowed
determining thermodynamic parameters of this interaction and gaining
an insight into potential binding sites of the mycotoxin to a-La protein.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Absolute ethanol and a-La from bovine milk type I were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). AFM1 was purchased from
Enzo Life Sciences, Inc. (New York, NY, USA). Potassium phosphate
monobasic and potassium phosphate dibasic were obtained from J. T.
Baker (Mexico State, Mexico). Experiments were carried out at pH 6.5
to simulate the physiological pH of milk. a-La solutions were prepared
in 50 mM phosphate buffer (PB) at pH 6.5 for fluorescence spectro-
scopy, and 5mMPB at pH6.5 for UV-visible spectrophotometry
(UV-vis) and circular dichroism (CD). A lower concentration of a-La
used in UV-vis and CD experiments in comparison to fluorescence
spectroscopy, aimed to avoid a possible protein aggregation. The exact
concentration of protein was determined using an extinction coefficient
Arem'™ =20.1 at 280nm, as previously reported by Kronman &
Andreotti [17]. AFM1 solutions were prepared in absolute ethanol at
3mM for fluorescence spectroscopy and at 608 uM for UV-vis spec-
trophotometry and CD. A lower concentration of AFM1 implies fewer
residues that affect the environment. All solutions were prepared daily
and utilized instantly. All experiments were carried out in Mexico City
at atmospheric pressure of 0.77 atm.

2.2. UV-vis Spectrophotometry

The UV-vis measurements were performed on a Shimadzu UV-1800
spectrophotometer (Tokyo, Japan) equipped with a Shimadzu tem-
perature control TCC-20A (Tokyo, Japan). Briefly, 3.3 mL of the a-La
solution (1.40 uM) were titrated with the 25 pL aliquots of AFM1 stock
solution (608 pM) until reaching a final volume of 3.4mL in a quartz
cell with 1 em pathlength. The obtained AFM1 concentrations were in a
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range of 4.48 to 17.92 uM. At the end of the titration, the [AFM1]/[a-
La] molar ratio was 12.8. Each titration aliquot was mixed manually
and incubated for 3 min with magnetic stirring in a temperature-con-
trolled cell holder to maintain a constant temperature. The UV-vis
absorption spectra were recorded at 298 K over a wavelength range of
190-450 nm. All spectra were corrected using a PB spectrum (5 mM,
pH 6.5) as a baseline.

2.3. Fluorescence Spectroscopy

Fluorescence measurements were performed on a fluorescence
spectrophotometer PC1 from ISS (Champaign, IL, USA) equipped with a
water-jacketed temperature control cell holder. Briefly, 2.9 mL of the a-
La solution (10 uM) were titrated with the following volumes of the
AFM1 stock solution (3mM): 35, 10, 15, 15, 15 and 10pL, until
reaching a final volume of 3.0 mL in a fluorescence cell. The obtained
AFM1 concentrations were in a range of 35 to 100 uM. At the end of the
titration, the [AFM1]/[a-La] molar ratio was 10. Each aliquot of ti-
tration was performed as described in the UV-vis spectrophotometry.
The excitation wavelength was set at 280 nm, and the emission spectra
were recorded over a wavelength range of 290-500 nm. Both the ex-
citation and emission slits widths were adjusted to 0.5 mm. The assays
were carried out at 298, 303 and 308 K. All spectra were corrected
using a PB spectrum (50 mM, pH 6.5) as a baseline.

2.4. Circular Dichroism

The effects of mycotoxin on the a-La secondary structures were
monitored using a Jasco J-715 spectropolarimeter (Tokyo, Japan)
equipped with a Peltier temperature control cell holder. CD values were
reported as a mean residue ellipticity ([0]ywr), which was calculated
using a mean residue weight of 110 Da. The titration of a-La (3.3 mL,
1.40 uM) with different aliquots of AFM1 (608 uM) was carried out in a
quartz cell with 1 cm pathlength at 298 K. At the end of titration, the
[AFM1]/[a-La] molar ratio was determined at 12.8. Each aliquot of
titration was performed as described in the UV-vis spectrophotometry.
The far-UV CD spectra were recorded over a wavelength range of
190-240 nm. All spectra were corrected using a spectrum of AFM1 in
PB (5mM, pH 6.5) as a baseline. No differences were observed for the
PB spectra without and with AFM1 (Fig. S1, supplementary material). It
should be noted that the spectropolarimeter performs five CD mea-
surements which average value comprises the final spectrum. In order
to estimate the percentage of secondary structures, the CD data were
analyzed by the CDSSTR algorithm using the reference data set SP175
[18] which includes more protein structural types available in DICH-
ROWEB [19].

2.5. Molecular Docking

Selection process of the a-La crystalline structure and optimization
of the AFM1 structure are described in the supplementary material
(Sections 1-4; Fig. S2 and S3).

The a-La-AFM1 interaction was modelled using AutoDock 4.2 [20].
The structures of mycotoxin and protein were obtained using Auto-
DockTools with standardized parameters. Missing hydrogen atoms in
the crystallographic structure of a-La were added according to the pK,
values of titratable amino acids calculated by H + + [21] at pH6.5.

The most favorable structure of the a-La-AFM1 complex, defined by
its lowest binding free energy (AG,), was obtained using a blind docking
procedure in which the whole protein structure is involved. The AG,
value was determined using the Lamarckian Genetic Algorithm [22]. In
brief, the number of genetic algorithms was adjusted to 100, and initial
population size of 150 genes with a maximum of 2 X 10* generations
and 25 x 10° energy evaluations were considered. The grid size was
84 x 92 x 126 A with 0.375 A spacing and centered at the protein's
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Fig. 2. (A) UV-vis absorption spectra of unbound a-La at 1.40 uM (black line); free AFM1 (17.92 pM) in PB (blue line) and titration point of a-La (1.40 uM) with
AFM1 (17.92 uM) (purple line) at 298 K. (B) UV-vis absorption spectra of a-La at 1.40 uM (black line) titrated with increasing concentrations of AFM1 in the range
from 4.48 to 17.92uM (colored lines) at 298 K. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this

article.)

geometric center. The images of a-La complexed with AFM1 and the
hydrophobic interaction schemes were obtained using the VMD program
[23] and LigPlot + [24], respectively.

3. Results and Discussion
3.1. UV-vis Spectrophotometry

UV-vis absorption spectroscopy was used to explore the structural
changes of the a-La protein in the presence of ligand since such alter-
nations would indicate on the complex formation [25,26]. Fig. 2A
shows the UV-vis absorption spectra of the unbound a-La (black line)
with the maximum absorption band at 280 nm, while free AFM1 in PB
(blue line) is characterized by three major absorption maxima at 226,
265 and 356 nm and three absorption minima at 219, 252 and 290 nm.
When a-La was titrated with 17.92 uM mycotoxin (purple line) an in-
creased absorption intensity for maxima at 265 and 356 nm was ob-
served, while peak at 226 nm disappeared in comparison to free AFM1
spectra. Similarly, absorption intensity of the minima at 252 and
290 nm was higher during the titration then that recorded for the free
ligand. Finally, the absorption minimum at 290 nm was red-shifted by
10 nm. The observed alternations of the UV-vis spectra around 280 nm
could be explained by the microenvironmental changes near aromatic
amino acids, such as Trp, Tyr and Phe, as previously reported by Jing
et al. [27], indicating AFM1 could decrease the hydrophobicity around
these residues. In addition, no changes in the UV-vis absorption spectra
were observed during the titration course with increasing concentra-
tions of mycotoxin as shown in Fig. 2B.

3.2. Fluorescence Spectroscopy

The main source of fluorescence in proteins are aromatic amino
acids Trp, Tyr, and Phe. It was observed for several proteins that pre-
sence of aromatic residues was directly correlated with the observed
fluorescence intensity. For this reason, the fluorescence spectroscopy is
one of the most commonly used techniques to study protein-ligand
complex formation, as well as it serves to determine the complex
binding parameters [25,28].

3.2.1. Intrinsic Fluorescence Measurements
Since the inner filter effect (IFE) was observed in the ultraviolet

absorption spectra at excitation and emission wavelengths, when AFM1
was added to the a-La solution (Fig. 2B), the Eq. (1) [29] was used to
correct the intensity of the fluorescence spectra during the a-La titra-
tion with AFM1:

Eor = Fypsx10exAen’2 m

where F,, is the corrected fluorescence intensity and F, is the ob-
served fluorescence intensity in the experiment, A, and A, are the
ultraviolet absorbances of all components at excitation and emission
wavelength, respectively.

The fluorescence spectra recorded for a-La titrated with the in-
creasing concentrations of AFM1 at 298 K are shown in Fig. 3A. The
unbound protein has a maximum emission at 310 nm (black line). Re-
duction of a-La fluorescence intensity was observed upon the addition
of AFM1, which is indicative for the apparent interaction with the
mycotoxin. Moreover, the presence of isosbestic point at 370nm is
another evidence that interaction only involved AFM1 and a-La species,
and stoichiometry of the reaction remained unchanged at 1:1 ratio
when the a-La-AFM1 complex was formed. [30]. Likewise, no differ-
ence in the fluorescence spectra recorded for a-La titrated with AFM1 at
303 and 308 K were observed in comparison to the one at 298K (sup-
plementary material Fig. S4). The obtained results are consistent with
the previous reports of Mohammadi & Moeeni [15] and Bagheri &
Fatemi [31] who obtained similar fluorescence spectra for a-La-trans-
resveratrol complex and human serum albumin-AFB1 complex, re-
spectively. Finally, the presence of second emission band with max-
imum at 420 nm observed in Fig. 3A corresponds to AFM1 which was
corroborated by PB titration with AFM1, as shown in Fig. 3B. Fur-
thermore, upon the addition of AFM1 to the a-La solution (Fig. 3A) the
decreased intensity of free AFM1 was observed at 420 nm in compar-
ison to that observed in Fig. 3B.

3.2.2. Fluorescence Quenching Mechanism

Quenching of protein fluorescence occurs when proteins interact
with other molecules called quenchers. Three quenching mechanisms
have been described so far: dynamic quenching (collisional process),
static quenching (formation of the complex), and a combination of both
which causes a collisional process and complex formation with the
same quencher. These mechanisms can be distinguished by the corre-
lation between quenching constant (Ky,) and temperature. For dynamic
quenching, the Kj, value increases in the elevated temperatures because
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Fig. 3. (A) Fluorescence spectra of a-La at 10 uM (black line) titrated with different concentrations of AFM1 (35 to 100 uM) at 298 K. (B) Fluorescence spectra of PB
50 mM titrated with different concentrations of AFM1 (35 to 100 uM) at 298 K. The excitation wavelength was 280 nm.

of larger diffusion distances reached by the quencher. On the contrary,
in case of static quenching, K;, decreases with rising temperature which
negatively affects the complex stability. The quenching mechanism can
be described by the well-known Stern-Volmer equation (Eq. (2))
[32-36]:

B 4 k,1QI=1 + kenlQl
F & a0 2)
where F, and F are the fluorescence intensities of protein in the absence
and presence of quencher, respectively; Kj, is the quenching constant; 7,
is the middle lifetime of quencher; [Q] is the quencher concentration;
and k, is the amount of the quenching rate constant [25]. If k, is greater
than 2 x 10'°M~'s ™", the quenching mechanism is static, and if it is
lower, the mechanism is dynamic [13].

Based on the data from Fig. 4A, it was determined that K, is equal
to (5.90 + 0.42) x 10°M ™~ L.To calculate kg, 7o value for a-La (2.6 ns)
was used following Delavari et al. [13]. Since the obtained k, value was
(227 + 0.17) x 10'*M " 's ', it could be concluded the quenching
mechanism of a-La-AFM1 interaction was static, and the complex be-
tween a-La and AFM1 was formed. The calculated K, and k, values at
303 and 308K are reported in Table S1 of supplementary material.

3.2.3. Determination of Binding Parameters
A possible mechanism of the a-La-AFM1 complex formation can be
expressed as shown in Eq. (3):

3)
The binding constant (Kj) in the equilibrium reaction (Eq. (3)) can
be expressed according to Eq. (4):

_ [a—La — AFM1]
" [ — La][AFM1]

o — La+ AFM1 = a — La — AFM1

b
“)

When the quenching mechanism is static, the modified Stern-
Volmer equation (Eq. (5)) can be used to determine K; and the number
of binding sites (n) [12,14,15].

(Fo — F)
log ——— = logK} + nlog[AFM1

I gKp gl 1 )

Based on data shown in Fig. 4B, it was possible to determine n and
K}, values. Since the calculated n value was of 1.32 = 0.07, it meant
that the complex was formed at 1:1 ratio between protein and ligand
(Eq. (3)). As demonstrated in Table 1, since K, > 1, the formation of
the a-La-AFM1 complex was favored in accordance to the equilibrium
reaction in Eq. (4). Using Eq. (6), AG,, was calculated and the formation
of the complex could be confirmed since AG;, < 0 (Table 1).

AGy, = —RTLnK, (6)

Table 1 summarizes the thermodynamic binding parameters (AG,,
K;, and n) determined for different a-La complexes with compounds
which show structural resemblance to AFM1. It can be observed that K;
and AG, values reported by Delavari et al. [13] and Mohammadi &
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Fig. 4. (A) Stern-Volmer plot for the fluorescence quenching of a-La by AFM1 at 298 K. (B) Modified Stern-Volmer plot for the a-La-AFM1 complex at 298 K.
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Table 1

AGy, K, and n obtained for the a-La interaction with different test compounds by fluorescence spectroscopy.
Compound AGy (kJmol 1) Ky (M) N Reference
AFM1 -19.17 £ 0.96 (2.12 * 0.59) x 10° 1.32 £ 0.07 This work
Kaempferol —38.77 = 1.05 (1.44 + 0.59) x 10° 1.29 *+ 0.04 [14]
Genistein —35.69 = 0.54 (0.59 * 1.36) x 10° 1.23 + 0.19
Curcumin —35.48 = 1.09 (1.47 + 0.66) x 10° 1.20 * 0.17 [15]
Trans-resveratrol —37.15 % 1.21 (6.32 + 3.10) x 10° 1.16 * 0.04
Vitamin Dy —33.47 = 0.00 (0.70 + 0.49) x 10° 1.30 + 0.01 [13]

AGy: binding free energy; K: binding constant; n: binding sites.

Moeeni [14,15] were of three orders of magnitude and two-fold greater
than the values determined in this work, respectively. The results in-
dicate that AFM1 has lower affinity towards a-La in comparison to
other bioactive compounds reported in Table 1. This could explain the
variability of AFM1 content in cheeses previously reported by different
studies [3,5,37]. Regarding the number of binding sites, it was found
that only one ligand molecule is bound to the protein when the complex
is formed, which is consistent with the results reported for other com-
pounds as shown in Table 1. Finally, it can also be concluded that a-La
can act as AFM1 carrier in whey during cheese manufacturing process.

3.3. Nature of Interaction

The nature of the interaction between a-La and AFM1 was estab-
lished by determining changes of enthalpy (AH) and entropy (AS) va-
lues [38,39] using the van't Hoff equation (Eq. (7)):

AH1  AS
el T 20

InKy =
R T R

@

In this work, the K, values were evaluated at three different tem-
peratures (supplementary material Fig. S5 and Table S1) to be further
used to construct the van't Hoff plot as previously reported by
Suryawanshi et al. [39]. Based on the data from Fig. 5, the determined
AH and AS values were 93.58kJmol ! and 0.378kJmol 'K ™%, re-
spectively. Due to the positive sign of these parameters, the protein-
ligand interaction was concluded to have hydrophobic character, as
previously described by Suryawanshi et al. [39]. Additionally, Delavari
et al. [13] reported the a-La-vitamin D3 complex was also formed
through hydrophobic bonding.

3.4. Circular Dichroism

CD spectroscopy is a sensitive method to examine the effects of

9.2
9.0
8.8 |

8.6
8.4 |
8.2 | )
8.0

7.8
7.6
74

T2 . .
3.22 3.27 3.32

1/T X 103 (1/K)

LnKb
A
I
o
©
3
&,

Fig. 5. van't Hoff plot for the binding constants (K,) at 298, 303 and 308 K
calculated by fluorescence quenching of a-La by AFM1.
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Fig. 6. Far-UV-CD spectra of a-La (1.40 uM) titrated with different concentra-
tions of AFM1 (4.48 to 17.92uM) at 298 K.

Table 2
Changes in the secondary structures of a-La when adding different concentra-
tions of AFM1.

AFM1 (uM)  a-helix (%) B-sheet (%) Turns (%) Random coil (%) NRMSD*
0 35 16 15 34 0.043
4.48 34 17 14 34 0.042
8.96 38 14 14 34 0.034
13.44 39 16 13 31 0.025
17.92 40 19 12 30 0.017

“ Relative error calculated by the CDSSRT algorithm.

ligands on the possible conformational changes in the secondary
structures of proteins in solution [40]. Far-UV-CD spectra recorded for
the titration of a-La with AFM1 at 298 K are shown in Fig. 6. It can be
observed changes in the CD spectra in response to different con-
centrations of AFM1 added to the protein solution. Table 2 shows the
percentage content of secondary structures at each point of the a-La
titration with the AFM1 calculated with the CDSSTR algorithm. Ac-
cording to Whitmore et al. [41], normalized root mean square deviation
(NRMSD) is a fit parameter. If the value is greater than 0.1, the ex-
perimental secondary structures do not correspond to the structures of
the algorithm database. As can be seen in Table 2, the NRMSD values
obtained in this work are below 0.1, meaning the a-La secondary
structures were fit correctly. The results obtained for the a-helix con-
tent in a-La were consistent with those reported by Delavari et al. [13].
Furthermore, Far-UV circular dichroism studies also confirmed that
AFM1 alters the a-La secondary structures when the complex is formed.
The major changes were observed in the a-helix structures (from 35 to
40%) and the B-sheets (from 16 to 19%) which corresponds to the in-
crease by 12.5% and 15.8% of the a-helix and P-sheet structures, re-
spectively. In contrast, turns and random coil secondary structures
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Hydrophobic regions: hydrophobic box (green) and aromatic group I (orange).
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

decreased by 20% and 12%, respectively. In order to exclude the pos-
sible effect of absolute ethanol on a-La secondary structures, the ap-
propriate blanc experiment was carried out (data not shown).

Asn56

Val99
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3.5. Molecular Docking

Molecular docking is a computational modelling tool used to predict
in silico the most stable ligand-protein complex structures and provide
the insight into the binding character of these interactions. Moreover,
once the crystallographic structure of the protein is known, the po-
tential ligand binding site can be determined. Fig. 7 shows the tertiary
structure of a-La, which is composed of two hydrophobic regions [10].
In the first step, the blind docking with AFM1 was performed and two
potential binding sites were found: in the hydrophobic box and the
aromatic group L. Then, a localized docking search was recalculated at
each site and the most favorable a-La-AFM1 complex (minimum AG,)
was selected.

3.5.1. Complex Formed in the Region of the Hydrophobic Box

As shown in Fig. 8A, the hydrophobic interactions between the
protein and AFM1 were formed by non-polar amino acids, namely
1le59, Val99, Trp60, and Tyr103. The last two belong to the hydro-
phobic box region previously reported by Chrysina et al. [10] In ad-
dition, three hydrogen bonds were identified which would contribute to
the complex stabilization: two of them were formed with Asn56 and
one with Glu49, with bond lengths of 1.855, 2.013 and 2.001 A, re-
spectively (Fig. 8B). Interestingly, as it can be observed in Fig. 8 the
hydrophobic box consists of a-helix and B-sheet structures, which ac-
cording to the CD results (Section 3.4) were regions of the increased
structural ordering suggesting it could be the AFM1 binding site.

Delavari et al. [13] and Mohammadi & Moeeni [14,15] claimed that
interactions of a-La with test biomolecules were of hydrophobic nature
with additional hydrogen bonds formed through the amino acid re-
sidues belonging to the hydrophobic box.

The calculated AG, value of the AFM1 binding into the protein
hydrophobic box determined in the present study (—26.07 kJ mol %)
was similar to the one obtained experimentally (Section 3.2.3). Like-
wise, the AGj, values previously reported for the a-La interaction with
other test compounds in hydrophobic box (Table 3) are consistent with
those obtained in this work.

3.5.2. Complex Formed in the Region of the Aromatic Group I
Fig. 9A illustrates the hydrophobic interactions between the a-La

T~

Val99 g+

'\

Fig. 8. Graphical representations of the interactions of the AFM1 with the a-La in the hydrophobic box region. (A) Lig Plot diagram of hydrophobic interactions
(white dotted lines) of AFM1 with the amino acids of the hydrophobic box. (B) Stereo image presentation of the hydrogen bonds (black dotted lines) formed with

AFM1 and the amino acids of the hydrophobic box.
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Table 3
AG,, values obtained for different test compounds interacting with the hydro-
phobic box of a-La protein by molecular docking studies.

Ligand AGy, (kJmol 1) Reference
AFM1 —26.07 This work
Kaempferol —-25.27 41
Trans-resveratrol —26.44 [15]
Genistein —22.13 [14]
Vitamin D3 —31.42 [13]

AG,: binding free energy.

aromatic group I and AFM1. In this case, several aromatic (Tyr36,
Phe31, Trp118) and polar residues (Thr 4, Lys5, Cys6, and Cys120)
were identified to participate in complex formation with mycotoxin.
Additionally, it was observed the formation of one hydrogen bond with
Lys5 at 2.197 A (Fig. 9B). In previous studies, Mohammadi & Moeeni
[15] reported AG;, value of —21.00 kJmol ™" for curcumin interaction
with the a-La aromatic group I which is close to the one obtained in this
work (—26.28kJmol ™).

When comparing experimental (fluorescence spectroscopy) and
theoretical results (molecular docking) obtained in this study, it is ob-
vious that some discrepancies exist. The model obtained by molecular
docking overestimates the strength of a-La-AFM1 interaction by as-
suming the presence of hydrogen bonds and higher number of binding
sites. However, the AG, values assessed by both methods are very si-
milar. Complementary character of the experimental and computa-
tional approaches is clearly beneficial, especially when approximation
of the region on the protein surface interacting with ligand is achieved
via molecular docking studies.

4. Conclusions

In the present study, the interaction between a-La and AFM1 has
been investigated using different spectroscopic techniques com-
plemented with molecular docking studies. Such approach allowed
determining experimental values of the protein-ligand binding para-
meters and modelled the potential binding sites on the protein surface.
Mechanistic studies performed by fluorescence spectroscopy showed

Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology 209 (2020) 111957

that reduction of the a-La fluorescence intensity with AFM1 occurred
via static quenching, which is indicative for a complex formation. The
obtained stoichiometric n value revealed the presence of only one
binding site between a-La and AFM1. Additionally, CD studies de-
monstrated a shift in the ratio of a-La secondary structures upon the
addition of AFM1. Such conformational changes could provide in-
creased protein stability while the a-La-AFM1 complex was formed.
Furthermore, with the spectroscopic data and the AH and AS values
showed that the interaction between protein and mycotoxin is mainly
hydrophobic since changes in the microenvironment of aromatic amino
acids were observed. Finally, protein-ligand docking studies helped to
predict the two possible a-La binding sites: hydrophobic box and the
aromatic group L. The complex structure was found to be stabilized by
hydrophobic interactions and hydrogen bonds formed through aro-
matic and polar amino acid residues, respectively, that are present in
the protein hydrophobic box, as well as in the aromatic group I
However, CD and molecular docking results suggested the most likely
binding site was the hydrophobic box. Since binding site of the myco-
toxin was found to be the same as for other biomolecules, it can be
postulated that bovine a-La may act as an AFM1 toxin carrier. The
future work in our research group would focus on comparing the affi-
nity of AFM1 to other milk proteins in order to assess the distribution of
the mycotoxin among milk components in different dairy products.
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Fig. 9. Graphical representations of the interactions of the AFM1 with the a-La in the aromatic group I region. (A) Lig Plot diagram of hydrophobic interactions
(white dotted lines) of AFM1 with the amino acids of the aromatic group I. (B) Stereo image presentation of the hydrogen bonds (black dotted lines) formed with

AFM1 and the amino acids of the aromatic group I.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://

doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2020.111957.
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