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RESUMEN

““Estudio sobre el papel de los grupos €-amino de la
B-lactoglobulina en su interaccion con la
B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis”

RESUMEN

La hidrdlisis de la lactosa utilizando la enzima [3-galactosidasa (o lactasa) ha sido objeto
de numerosos estudios que han proporcionado informaciéon muy util para lograr la
optimizacién del proceso industrial de deslactosado de la leche por via enzimatica, pues
tratan de explicar los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la hidrélisis, asi como
los factores que intervienen en ella.

En estudios recientes se ha encontrado que la presencia de B-lactoglobulina (B-1g) en el
medio de reaccién durante la hidrélisis enzimdtica de la lactosa produce un efecto activador
sobre la B-galactosidasa (3-gal) de Kluyveromyces lactis de hasta un 230% y se ha sugerido
que tal efecto se debe a la interaccion entre la enzima y dicha proteina.

Los grupos €-amino de los residuos de lisina son algunos de los grupos mas expuestos y
reactivos de la B-lg, siendo los de la Lys47 y la Lys138 los més expuestos (Creamer y
Sawyer, 2003). Se ha reportado que la lactosilacién de la B-1g se lleva a cabo a través de los
grupos e-amino de los de residuos de lisina, especificamente a través de los de la Lys*.
También se ha reportado que la lactosilacién de la B-1g provoca una disminucién tanto de
las interacciones entre la B-lg y la B-gal como del efecto activador de la B-lg sobre la 3-gal
(Jiménez-Guzman y col., 2006) asi que es muy probable que la misma region de la B-lg se
encuentre involucrada en la interaccion entre la B-1g y la B-gal; por lo que dicha interaccién
podria ser a través de los grupos €-amino de los residuos de lisina de la B-1g.

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la importancia de los grupos €-amino de los
residuos de lisina de la B-lactoglobulina en su efecto activador sobre la B-galactosidasa de

Kluyveromyces lactis.



RESUMEN

La estructura tridimensional de la B-lactoglobulina permitié observar que los residuos de
lisina 15, 47, 69 y 138 son los mds expuestos y con menor impedimento estérico, mientras
que el docking molecular mostré que la lisina 138 de la B-lactoglobulina es el residuo
aminado mediante el cual la proteina podria interactuar tanto con la lactosa como con el
anhidrido succinico que se utilizé en este trabajo debido a que es una molécula pequena y
que reacciona con las proteinas en condiciones no destructivas y por lo tanto permite que se
realicen estudios posteriores. Los experimentos de cromatografia de afinidad demostraron
que la B-lactoglobulina se une especificamente a la -galactosidasa de Kluyveromyces lactis
y que esto produce un efecto activador. La succinilacién de la B-1g provoca la desaparicién
tanto de las interacciones entre la B-1g y la B-gal como del efecto activador de la B-1g sobre
la B-gal. Se concluy6 que el efecto activador de la B-lactoglobulina sobre la 3-galactosidasa
se debe a la interaccion entre ambas proteinas y que ésta es a través de los grupos €-amino
de la B-lactoglobulina, por lo que el papel de los grupos amino de la B-lactoglobulina es
determinante tanto para la activacion de la B-galactosidasa como para la interaccion con

ésta.



INTRODUCCION

A. INTRODUCCION

A. 1. Antecedentes y Justificacion

La leche ha sido uno de los alimentos mds importantes para el hombre desde que logré
la domesticacion del ganado; es el mds versatil de los alimentos de origen animal por todos
los subproductos que de ella se pueden obtener por lo que, ademds de su alto valor
nutrimental, se ha convertido en un componente de la dieta de los seres humanos (Varnam

y Sutherland, 1994).

La lactosa es el azucar caracteristico de la leche; es un disacarido reductor constituido
por glucosa y galactosa y da a la leche un sabor ligeramente dulce (Walstra y Jennes, 1984).
La lactosa no puede asimilarse en su forma natural, por lo que es necesario que sea
hidrolizada para poder asimilar los mondmeros que la constituyen. En el ser humano, el
proceso de hidrdlisis se lleva a cabo en el intestino delgado; sin embargo, a medida que el
individuo crece va perdiendo la capacidad de efectuar este proceso y es probable que, al
llegar a la edad adulta, haya perdido una buena parte de la actividad lactdsica de su
intestino presentando por ello, un cuadro de flatulencia, dolor abdominal y/o diarrea
denominado “intolerancia a la lactosa” (L6pez y col., 1996).

Ademais, debido a su baja solubilidad y su tendencia a la cristalizacién, la lactosa puede
generar problemas técnicos de precipitacion; formacién de grumos y arenosidades
indeseables en productos lacteos con un alto contenido de sélidos como son: helados,
leches condensadas y azucaradas, cajetas y flanes (Garcia-Garibay y col., 1993). Por estas
razones, la hidrdlisis de la lactosa en sus dos monosacdaridos por la adicién de la enzima 3-
galactosidasa es una alternativa para resolver los problemas mencionados y ha sido

extensamente estudiada desde diversos puntos de vista.

En estudios recientes se ha observado que la presencia de la B-lactoglobulina en el
medio de reaccion reproduce en efecto activador sobre la [-galactosidasa de

Kluyveromyces lactis de hasta 230% (Jiménez-Guzman y col., 2002) y que este efecto
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activador podria deberse a la union entre la enzima y dicha proteina (Jiménez-Guzman y
col., 2006).

Por otro lado el calentamiento del suero puede causar la lactosilacion de la B-
lactoglobulina, la cual implica la glicosilacion de la proteina con la lactosa presente en el
medio via reaccion de Maillard en sus primeras etapas (Léonil y col., 1997) donde el grupo
carbonilo de la lactosa se condensa con los grupos amino de la proteina para formar una
base de Schiff, que sufre un rearreglo para producir una cetoamina mas estable y
cuantificable (Morgan y col., 1999a). La reaccién ocurre a través de los residuos de lisina
mds reactivos: Lys*®'; asi como a través de los que no son tan reactivos pero que también
reaccionan con la lactosa: Lys15’70’100’60’69’75’77’83’135’138’8’141 (Morgan y col., 1998). De tal
forma que todos los residuos de lisina de la B-lactoglobulina con excepcién de los de la
Lys'' se encuentran implicados en la unién con la lactosa (Morgan y col., 1998).

La lactosilaciéon de la PB-lactoglobulina disminuye el efecto activador sobre la [-
galactosidasa alrededor de un 30% y es en la lisina 47 (Lys*’) el primer sitio en donde se
donde se lleva a cabo la lactosilacién (Léonil y col. 1997), pues es el residuo aminado mas
expuesto en la molécula de la B-lactoglobulina por estar cerca de una prolina, la cual
provoca una torsidn en esta regién y expone al residuo de lisina haciendo a su grupo amino
el més reactivo de los 16 grupos amino de la proteina (Creamer y Sawyer 2003; Morgan y
col., 1998, 1999b; Léonil y col. 1997).

Se sabe que puede haber interacciones proteina-proteina que activen a una enzima
(Mandrich y col., 2002) y es probable que el aumento de la actividad de la B-galactosidasa
en presencia de la B-lactoglobulina se de a través de este mecanismo, pues se ha encontrado
que la B-lactoglobulina se une fuertemente a la P-galactosidasa y que cuando estas
interacciones se impiden, como en el caso de la B-lactoglobulina lactosilada, el efecto
activador desaparece (Jiménez-Guzman y col., 2006). Aunque se ha demostrado que la
unién entre la B-lactoglobulina y la B-galactosidasa es necesaria para la activacion de la
enzima, ain no se ha establecido el mecanismo de la interaccion, sin embargo el hecho de
que la lactosilaciéon de la B-lactoglobulina disminuya la capacidad activadora es un buen
indicio de que la unién puede ser a través de los grupos €-amino mds reactivos de la [3-

lactoglobulina.
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Hasta la fecha no existen reportes que indiquen si la desaparicion del efecto activador de
la B-lactoglobulina cuando se encuentra lactosilada se debe a un impedimento estérico para
que se lleve a cabo la interaccién entre la B-lactoglobulina y la B-galactosidasa, o si es la
region mds expuesta de la proteina la misma del sitio de unién con la B-galactosidasa. El
proposito de este estudio es contribuir con el conocimiento del mecanismo de interaccion
entre la B-galactosidasa y la B-lactoglobuina tratando de dar una explicacién sobre cudl es
el papel de los grupos €-amino de la B-lactoglobulina, lo cual puede ser posible si se
bloquean los grupos €-amino mds reactivos de la B-lactoglobuina y se realizan estudios

sobre el efecto que dicho bloqueo tiene sobre la actividad de la B-galactosidasa.

A. 2. Objetivos

A. 2. 1. Objetivo General

e Estudiar si los grupos amino de la B-lactoglobulina participan en las interacciones entre

esta proteina y la -galactosidasa de Kluyveromyces lactis.

A. 2. 2. Objetivos Particulares

e Determinar, mediante el estudio de la estructura tridimensional de la B-lactoglobulina,
cudles son sus grupos amino mas expuestos.

e Evaluar las interacciones entre la lactosa y la B-lactoglobulina por docking molecular.

e Evaluar las interacciones entre el anhidrido succinico y la B-lactoglobulina por docking
molecular.

¢ Bloquear los grupos amino de la [B-lactoglobulina por medio de una reaccién de
succinilacion.

e Evaluar por medio de cromatografia de afinidad las interacciones entre la [-

lactoglobulina (nativa y succinilada) y la -galactosidasa de Kluyveromyces lactis.
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A. 3. Hipoétesis

Los grupos €-amino de los residuos de lisina de la B-lactoglobulina son esenciales para
que se lleve a cabo la interaccién entre aquella proteina y la [-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis, por lo que el bloqueo de los grupos €-amino de la B-lactoglobulina
puede interferir con las interacciones entre dicha proteina y la [-galactosidasa de

Kluyveromyces lactis alterando con ello la capacidad activadora de la B-lactoglobulina.
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B. GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

B. 1. Composicion general de la leche

Dentro de la amplia gama de alimentos que el hombre ha seleccionado como parte de su
alimentacién, la leche es el unico que ha sido disefiado por la naturaleza para este
proposito; tiene una composiciéon compleja y es conocida y aceptada a nivel mundial por su
alta calidad nutrimental y por ser propia de cada especie (Garcia-Garibay y Gémez-Ruiz,

1996).

En la leche se encuentran disueltos una gran variedad de compuestos como son: lactosa,
grasa, proteinas, sales y otro tipo de compuestos en pequeias cantidades. La composicion
exacta de la leche no se ha podido definir en forma general, ya que ésta varia en funcion de
diversos factores como la raza, periodo de lactacion y alimentacion del mamifero del cual
provenga (Alais, 1991).

La siguiente tabla (Tabla 1), muestra la composicién porcentual promedio de las leches

de mayor importancia comercial y la humana.

Tabla 1. Composicion porcentual promedio de la leche de mayor importancia comercial y humana
(Spreer, 1991).

Especie

Agua ST* Grasa Proteinas Lactosa Cenizas
animal
Vaca 87.3 12.7 3.7 34 4.5 0.7
Cabra 86.8 13.2 4.5 29 4.1 0.8
Oveja 80.7 19.3 7.4 55 4.8 1.0
Humana 87.6 12.4 3.8 1.0 7.0 0.2

* ST = Solidos totales

La lactosa y las sales se encuentran completamente disueltas en el medio. Las proteinas,
en cambio, se encuentran como una suspension coloidal que se estabiliza por la carga

superficial de la molécula y puede desestabilizarse y precipitar al cambiar dicha carga; la
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grasa, al no ser soluble en agua, forma glébulos que se encuentran suspendidos en el
sistema, pero que se desestabilizan facilmente y tienden a unirse, separandose de los demds
componentes.

Para entender los cambios que se llevan a cabo en la leche como consecuencia de los
procesos a los que se le somete, es necesario conocer el comportamiento quimico de sus
componentes que a continuacion se describe brevemente.

El agua es el componente méds abundante de la leche; su funcién esencial es la de actuar
como disolvente de los demds componentes. También puede encontrarse en algunos
derivados lacteos como agua ligada quimicamente o como agua libre. La presencia del agua
repercute directamente en la estabilidad de la leche, ya que el crecimiento bacteriano, asi
como las reacciones no enzimaticas, son dependientes de la actividad acuosa. Por otro lado,
la actividad acuosa tiene una gran influencia sobre el proceso de secado; pues establece la
cantidad de energia necesaria para llevar a cabo dicho proceso (Spreer, 1991).

De todos los componentes de la leche, la fraccién formada por las grasas es la que mas
varfa. Esta se encuentra en la leche en forma de glébulos esféricos suspendidos en la fase
acuosa (Amiot, 1991). Entre los componentes grasos predominan los triglicéridos, que
constituyen el 98% de la grasa lactea, ademds de encontrarse pequefias cantidades de di- y
monoglicéridos asi como dcidos grasos libres. También se encuentran fosfolipidos,
colesterol, ésteres de colesterol y cerebrdsidos.

Otros componentes se encuentran en cantidades muy pequefias, pero pueden ser
importantes en las propiedades organolépticas o desde el punto de vista nutricio. Entre ellos
se pueden citar: las vitaminas liposolubles, principalmente A, D y E, junto con pequeiias
cantidades de vitamina K; los compuestos responsables del aroma y sabor como aldehidos,

cetonas y lactonas y los pigmentos carotenoides (Walstra y Jennes, 1984).

B.1. 1. Proteinas de la leche de vaca
Normalmente se distingue entre las caseinas, que precipitan a pH 4.6, y las proteinas del
suero que no precipitan con las caseinas a menos que previamente hayan sido

desnaturalizadas por el calor u otros tratamientos. Las proteinas del suero incluyen a la a-
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lactoalbimina, B-lactoglobulina, seroalbiimina e inmunoglobulinas (Amiot, 1991; Walstra

y Jennes, 1984).

B. 1. 1. 1. Caseinas

Las caseinas constituyen mas del 80% de las proteinas totales de la leche de vaca
(Walstra y Jennes, 1984). Inicialmente se pensaba que la caseina era una sola proteina;
actualmente se sabe que en realidad el término caseina comprende a un grupo de proteinas
que contienen fosfato y que son propias de la leche. Son cuatro las de mayor importancia y
se les denomina caseinas primarias (Tabla 2) (Fox y McSweeney, 1998; Amiot, 1991;

Walstra y Jennes, 1984).

Tabla 2. Caseinas primarias y algunas de sus caracteristicas (Amiot, 1991; Walstra y Jennes, 1984;
Varnam y Sutherland, 1994).

Masa % en masa del No. de mol Ca®*
Nombre Abreviacién molecular total de grupos ;
p ligado*
caseinas fosfato

o -caseina 0,;-CN 23.6 42 7-9 8
o-caseina 0-CN 25.1 11 10-13 Hok
B-caseina B-CN 24.0 31 5 5
K-caseina k-CN 19.0 11 1 2

*moles de Ca’* ligados por mol de caseina, **No determinado.

El resto de las caseinas se denominan menores, porque se originan a partir de la ruptura
o hidrdlisis por la accién de algunas proteasas propias de la leche sobre las caseinas
primarias. Dentro de este grupo se encuentran: la A-caseina, las y-caseinas (y;, Y2y v3) y las
proteosas peptonas, que anteriormente se consideraban como proteinas del suero, pues son
solubles a pH 4.6, sin embargo, provienen de la hidrdlisis de las B-caseinas y por ello ahora

se les considera parte de las caseinas (Fox y McSweeney, 1998; Amiot, 1991).
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Una caracteristica inusual de todas las caseinas es una modificacién post-transduccional,
que consiste en la fosforilacion de los grupos hidroxilo de la serina (Varnam y Sutherland,
1994). Los residuos de fosfoserina (llamados también grupos fosfato), se concentran en
grupos y son responsables de la existencia de dreas hidrofilicas de fuerte carga negativa que
ligan, de manera proporcional al contenido de grupos serinfosfato, iones divalentes como
el Ca** (Tabla 2) sobre todo a pH alto (Varnam y Sutherland, 1994; Walstra y Jennes,
1984). El caracter anfifilico de las caseinas y su fosforilacion facilita las interacciones
entre ellas para formar complejos esféricos altamente hidratados conocidos como micelas y
que se forman bajo condiciones especificas de temperatura y fuerza i6nica (Walstra y col.,
2001, Amiot, 1991). La estabilidad coloidal de las micelas de caseina se debe

principalmente a la k-caseina y al fosfato de calcio coloidal (Walstra y Jennes, 1984).

B. 1. 1. 2. Proteinas del suero de la leche de vaca

Las proteinas del suero de la leche de vaca comprenden dos tipos: las sintetizadas en la
glandula mamaria (B-lactoglobulina y a-lactoalbimina) y las de origen sanguineo
(seroalbimina e inmunoglobulinas). Las proteinas del suero una estructura tipica de
proteinas globulares compactas con una secuencia en la que los grupos no polares, polares
y cargados tienen una distribuciéon relativamente uniforme; sufren un plegamiento
intramolecular formandose puentes disulfuro que las estabilizan ante los cambios de pH

(Varnam y Sutherland, 1994).

Estas proteinas permanecen solubles en el suero, tanto si la leche se ha coagulado por
acidificacion a pH 4.6, como si se ha hecho por via enzimdtica (por ejemplo, en la
elaboracién de queso por la accion de la quimosina). Por el contrario, el calentamiento de la
leche las desnaturaliza, es decir, provoca el desenrollamiento de la estructura globular de la
proteina y la consecuente precipitacion de la misma; sin embargo, esta insolubilizacién
depende mucho del grado de calentamiento y las condiciones técnicas tales como la

acidificacion, tratamientos previos o la presencia de otras proteinas.
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Estas proteinas pueden ser separadas del suero por ultrafiltracion. La fraccion retenida
estd enriquecida en estas proteinas y también pueden separarse por cromatografia de

intercambio i6nico (Louquet y col., 1991).

B. 1. 1. 2. 1. a-Lactoalbimina
La o-lactoalbimina representa el 19.2% de las proteinas del suero. Su masa molecular es
de 14.4 kDa; es muy soluble en agua y su punto isoeléctrico es de 4.8 (Walstra y Jennes,

1984).

B. 1. 1. 2. 2. Albtimina Sérica

La albimina sérica o seroalbimina representa el 6.2 % del las proteinas de suero de
leche de vaca y es exactamente igual que la albimina del suero sanguineo. Su masa
molecular es de 66.2 kDa y tiene un punto isoeléctrico de 4.7; es especialmente rica en

lisina y cisteina y es muy soluble en agua (Amiot, 1991; Walstra y Jennes, 1984).

B. 1. 1. 2. 3. Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas de la leche de vaca representan el 10.9% de las proteinas del
suero. Se caracterizan por tener una masa molecular elevada (entre 150 y 900 kDa) y
porque contienen una parte glucidica (Walstra y Jennes, 1984). Se les llama
inmunoglobulinas por sus importantes propiedades inmunoldgicas, pues su presencia en
gran proporcion en el calostro es esencial para transmitir al animal joven los anticuerpos
necesarios para la lucha contra las infecciones; ademds, se cree que contribuyen al sistema

antibiotico de la leche cruda (Amiot, 1991).

B. 1. 1. 2. 4. B- Lactoglobulina
La B-lactoglobulina es la mds importante de las proteinas del suero de la leche de vaca.

Es la més abundante pues constituye el 50.8% de las proteinas del suero y el 9.8 % del total
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de las proteinas de la leche de vaca (Walstra y Jennes, 1984). Su masa molecular es de 18.3
kDa, pero en la literatura se da a veces la de 36.6 kDa debido a que se presenta en la
naturaleza como un dimero de dos subunidades monoméricas entrecruzadas por dos
puentes disulfuro (aproximadamente a pH de 6.5) e incluso polimeros de hasta mas cadenas

polipeptidicas dependiendo del pH (Figura 1) (Ortiz, 2004; Walstra y Jennes, 1984).

El punto isoeléctrico de la B-lactoglobulina bovina es de 5.2 (Amiot, 1991), tiene 162
aminodcidos con cinco cisteinas (Cys) de las que cuatro estdn implicadas en los enlaces
disulfuro; uno de ellos une la Cys66 con la Cys160 y el otro a la Cys106 con la Cys119 (Walstra
y Jennes, 1984). El grupo tiol libre se encuentra en la Cys121 (Figura 2) y su existencia es
muy importante para los cambios que ocurren en la leche durante el calentamiento, pues
estd implicado en reacciones con otras proteinas, especialmente la k-caseina y la o-

lactoalbimina (Walstra y Jennes, 1984).

> O

Octamero Oimero _
(pH 3.5-5.5) (pH 5.5-7.5)

i) U
O O

Monomero Monamero
(pH=3.5] (pH=7.5)

Figura 1. Efecto del pH en la estructura cuaternaria de la -lactoglobulina (Ortiz, 2004).

La B-lactoglobulina es la principal portadora de grupos sulthidrilo, que se modifican o
descomponen en el curso de la desnaturalizacion por calentamiento y que intervienen en el

desarrollo del sabor a cocido de la leche sobrecalentada (Spreer, 1991).
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1 1

Lew D= Val Thr Gln Thr MetIs= GlvLes Asplle Gln Val Lyws Ala Glv Thr The Tap
21 K1 |

Ser Len Ala Blet Ala Ala Bar Asplle Sor LewLew Asp Ala GlnSer Ala Pro Law Ars
41 A |

Wal TwrVal Gle Glu Lev Lyvs Pro Thr Bro Glo Glv AspLen Glu Ile Lew Lew Gln Ly
6l 71

AzpGle Asn AspGlu -'-J.a Glnlwlszle e Ala Glolss Thr Lvs = Pro Ala
8l |

Val Phelyvs D= AspAla Lev AsnGle Asnlws Val Lev Val Lep Asp Thr AspTor Lys
101 111

Lsz ThrLen Lew Phe Wzt Glu AsnSer Ala Glu Pro Glu Gln Sar Lep Val Glﬂ
121 131

'.; Val Arg Thr Pro Glu Val AspA=pGle Ala Tew Glu Lyz Phe Asplys Ala Lew
141 151

Ly= Ala Len Pro MetBis D= Asrlan Ser Phe AmnPro Thr Gin Lev Glu Glo Glﬂ
151 162

His 1=

Figura 2. Estructura primaria de la B-lactoglobulina bovina;
s6lo cuatro de las cinco cisteinas que contiene se encuentran
formando enlaces disulfuro, el grupo tiol libre se encuentra en la
Cy $12l

B. 1. 1. 2. 4. 1. Succinilacién de la B-lactoglobulina

La modificaciéon quimica de las proteinas es un recurso ampliamente utilizado para
diversos fines como: facilitar el estudio de su estructura primaria, identificar grupos
reactivos, lograr su unién a soportes y modificar sus propiedades basandose en el principio
de que sélo las cadenas laterales de los diferentes residuos de aminodcidos son accesibles

para reaccionar (Belitz, 1997).

La succinilacién es un método para modificar quimicamente las cadenas laterales de los
residuos de lisina (Tabla 3) en el que el anhidrido succinico reacciona especificamente con
los grupos amino ya sean terminales o pertenecientes a los residuos de lisina (€-amino) de
las proteinas e introduce grupos con cargas negativas en su lugar, permitiendo con ello la

deteccidn sencilla de grupos amino (Hollecker y Creighton 1980).
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Tabla 3. Reacciones quimicas comunes para la modificacion de los grupos amino de las proteinas y
sus caracteristicas mas importantes (Fennema, 2000, modificada)

Tipe de reaccidn Condiciones reactivas Producto Notas
A, Grupos amino
+ /CHG . . .
1. Alquilacién reductora CHOH, BH,Na NH Uti! para el mzarcaje radiactivo
(formaldehido) ~ de las proteinas
CHj
NH;
2. Guanidacitn 0—CH3 2 Comvierte 1a caden ateral Tisi
—MNH C NH ONViIEl aca end 12LET 15110 €1
NH=~C—NH2 ® 2 homoarginina
. O-Metilisourea 5 |
e cetlacitn pH 10,6, 4°C para 4 dfas ~ ®—NH—C—CH3 Elimina la carga positiva

Anhidrido acético

4. Succinilacién Anhidrido suceinico

A3

5. Tiolacidn (Acido tioparaconico)

6. Arilacidn
1-Fluoro-2.4-dinitro-
benceno (FDBN)

Acido 2,4,6-trinitrobencena
sulfonico {TNBS)

i
®—NH—C—{CH3)>—COOH

Introduce una carga negutiva en el resto lisilo

o] COOH

B—NH—C—CHz—CH—CHz—SH  Elimina fa carga positiva y sitia un grupo tiol en

el extremo del resto lisilo

NO

®—NH HO, Se usa para la determinacidn de grupos amino

F

NO
Coeficiente de extincién 1.1 x 10* Ml em™ a
®_N!'i NO, 367 nm; usado pary determinar restos lisilo

reactivos en las proteinas
NOj
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Ademads de ser un agente no-volatil, razonablemente estable y facil de manejar (Klapper
y Koltz, 1972) se ha encontrado que el uso de anhidrido succinico para modificar los
grupos amino de la P-lactoglobulina no afecta su estabilidad cuando se encuentran
succinilados menos de 10 de sus grupos amino por lo que es posible evaluar la importancia

de dichos grupos en las funciones de la proteina (Hollecker y Creighton 1982).
B. 1. 2. Hidratos de carbono

El hidrato de carbono mds importante de la leche de casi todas las especies es la lactosa;
de hecho es propia de la leche (Walstra y Jennes, 1984).

La lactosa es un disacarido constituido por dos moléculas, una de a-D-glucosa y otra de
B-D-galactosa unidas por un enlace [-1,4-glicosidico. Ambas moléculas se presentan
predominantemente en forma de anillo pirandsico, por lo que el nombre apropiado para la

molécula es el de 4-O-B—D-galactopiranosil-D-glucopiranosa (Figura 3).

CH,OH

\_’ﬁ%, + CH,0H __ B-Glucopiranésido
}?-Gu]actupiranuisido m

Lactosa, un 1,4'- B.glicosido
[4-3-{ B-p-Galactopiranosil)- f-p-glucopirandsida)

Figura 3. Estructura de la lactosa (Mc Murry, 2001)
En la leche fresca se encuentran glucosa y galactosa libres en una concentracién de
aproximadamente 50 mg/mL. Otros hidratos de carbono encontrados en solucién libre en la

leche son aminoazicares, azucarfosfatos, oligosacaridos neutros y 4cidos y azucar-

nucleédtidos; parte de ellos representan probablemente los bloques de construccion de otras
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moléculas grandes sintetizadas por la gldndula mamaria (Walstra y Jennes, 1984). Se puede
resumir su presencia en una clasificacion basada en la polaridad de las moléculas (Tabla 4)

(Louquet y col., 1991).

Tabla 4. Clasificacion de los hidratos de carbono presentes en la leche de vaca (Louquet y col.,
1991)

Clasificaciéon Hidratos de carbono
Lactosa

Neutros Glucosa
Galactosa

L N-acetilglucosamina
Con nitrégeno ' _
N-acetilgalactosamina

acido N-acetilneuraminico
Acidos con nitrégeno 0

Acido sialico

B. 1. 2. 1 Hidrolisis de la lactosa

Dependiendo del tipo de glucosa (o 6 ) que se presente en la molécula de lactosa, esta
puede tener dos formas isoméricas: alfa lactosa o beta lactosa; que tienen propiedades
fisicoquimicas completamente diferentes (solubilidad, cristalizacién, refraccién de la luz,
etc.). La forma P tiene una solubilidad mucho mayor, pero por mutarrotacién se alcanza un
equilibrio entre las dos formas. La lactosa es uno de los azticares comunes menos soluble;
esta baja solubilidad tiene consecuencias durante la elaboracion de leche concentrada y
productos lacteos congelados, donde a menudo es necesario inducir la cristalizacién para
producir un gran numero de pequefios cristales y de esta forma evitar el defecto conocido
como textura arenosa. La forma cristalina o hidratada, que es la mds frecuente, tiene
numerosas conformaciones; de las cuales la principal causante de la textura arenosa es la
conformacién conocida como “fomahawk” (hacha de guerra india). Estas caracteristicas
fisicoquimicas pueden causar problemas tecnoldgicos en la manufactura de los productos

lacteos (Garcia-Garibay y Gomez-Ruiz, 1996). Como respuesta a esta problemadtica y a los
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problemas fisioldgicos presentados cuando un mal absorbedor o intolerante consume
lactosa, se han desarrollado procesos industriales de hidrdlisis de la lactosa en leche y
productos lacteos con lo que se inici6 desde hace varios afos la exploracion de diversas
fuentes microbianas de la enzima lactasa o -galactosidasa que pudieran ser utilizadas para

hidrolizar la lactosa.

La B-galactosidasa (E.C. 3.2.1.23) cataliza la hidrélisis de la lactosa mediante la
inclusién de una molécula de agua para dar lugar a los respectivos mondmeros. Ademads de
estos productos de la reaccion de hidrélisis, que son los productos mayoritarios, se
producen pequefias cantidades de di- y trisacaridos como resultado de las reacciones de
transgalactosidacion, particularmente a altas concentraciones de sustrato. La enzima es
producida por una gran variedad de seres vivos como bacterias, hongos, levaduras,
animales y plantas; pero comercialmente se explotan s6lo algunas lactasas de origen

microbiano (Garcia-Garibay y Gémez-Ruiz, 1996).

A la fecha se han realizado diversas investigaciones en relaciéon con la hidrdlisis
enzimatica de la lactosa; incluyendo las caracteristicas que presentan las diferentes enzimas
(pH y temperatura 6ptimos, efecto de algunos factores como la presion osmotica, fuerza
i6nica, presencia de iones, etcétera), su utilizacion y las diferentes fuentes comerciales que
son: hongos como Aspergylus oryzae o Aspergillus niger; bacterias como Streptococcus
thermophilus y levaduras, entre las que se encuentran Kluyveromyes lactis, Kluyveromyces
marxianus, Candida kefyr, Picchia jadinii, entre otras (Garcia-Garibay y Gémez-Ruiz,
1996). Las caracteristicas y propiedades de las lactasas varian dependiendo de la fuente; por
ejemplo, las de origen fingico presentan mayor termoestabilidad que las de levaduras y
bacterias, su pH 6ptimo de actividad se encuentra dentro del intervalo acido (4.5 — 6.5) y
temperatura Optima entre 35 y 65°C. Las lactasas de levaduras y bacterias son en general
mads termoldbiles y su pH 6ptimo de acividad es cercano al neutro, por lo que se les llama
lactasas neutras. Estas lactasas tienen una temperatura Optima alrededor de 37°C vy
muestran una pérdida considerable de actividad a pH 5.3, al elevar la temperatura a 55°C, o

bien la pierden completamente a pH 4.5; son las mds utilizadas en el proceso de hidrdlisis
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enzimatica de la lactosa en leche a nivel industrial (Garcia-Garibay y Gémez-Ruiz, 1996;

Jiménez-Guzman, 2003).

En 1958 Sfortunato y Connors (Sfortunato y Connors, 1958) publicaron los primeros
estudios que sugieren que al someter a la leche a un tratamiento térmico previo a la
hidrdlisis con la enzima B-galactosidasa, la actividad de la misma aumenta; estas
observaciones desataron polémica en torno al tema pues otros autores no encontraban tal
efecto. Anos después, los experimentos de Wendorf y col. (1970, 1971) comprobaron el
efecto activador por el tratamiento térmico de la leche y dieron lugar a pensar que la
explicacion sobre el aumento en la actividad de la B-galactosidasa se podia encontrar en la
precipitacion de fosfato de calcio coloidal que pudiera actuar como inhibidor de la enzima,
en la destruccién de un inhibidor termolabil o en cambios del sistema protéico de la leche
durante su calentamiento. Kosikowski y Wiezbicki en 1973 y Mahoney y Adamchuck en
1980 descartaron la posibilidad de la existencia del inhibidor termolébil, sin embargo los
ultimos observaron un aumento en la actividad de la B-galactosidasa al calentar suero de
leche, por lo que concluyeron que las proteinas del suero estaban implicadas en el efecto
activador por el tratamiento térmico. Durante varios afios este fendmeno no pudo ser
explicado por completo y no fue sino hasta el 2002 que Jiménez-Guzméan y col.
encontraron que el incremento en la actividad de la B-galactosidasa en leche y suero
tratados térmicamente previo a la hidrdlisis se debe a la liberaciéon de grupos —SH
provenientes de las proteinas del suero, principalmente de la B-lactoglobulina. Por otro lado
encontraron que aunque el incremento de la concentracion de —SH y la formacion de HoS y
H;C-S-CH3; a partir de aquéllos (Fox y McSweeney, 1998; Jiménez-Guzman y col., 2003)
podia explicar la mayor parte del efecto en la actividad cuando el suero se calentaba, las
proteinas del suero, ademds podrian estar participando de otra forma. En el 2006, Jiménez y
col. encontraron que no sélo el calentamiento de las proteinas del suero causaba un
incremento en la actividad de la B-galactosidasa sino que la sola presencia de B-
lactoglobulina y albimina sérica bovina provocaba un aumento de hasta tres veces en la

actividad de la B-galactosidasa.
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Existen reportes que indican que la presencia de algunas proteinas pueden afectar la
actividad de la [B-galactosidasa aumentdndola y que esto pudiera deberse a un efecto
enmascarante de las proteinas sobre algunos iones metdlicos inhibidores (Chen y Tsen,
1991; Greenberg y Mahoney, 1984); por otro lado también existen estudios que indican que
algunas proteinas mejoran la estabilidad térmica de las enzimas, como es el caso de la
albimina sérica bovina que aumenta a la termoestabilidad de la [(-galactosidasa de
Streptococcus thermophilus (Chang y Mahoney, 1995). Se sabe que puede haber
interacciones proteina-proteina que activen a una enzima y es probable que el aumento de
la actividad de la B-galactosidasa en presencia de la f-lactoglobulina se de a través de este
mecanismo, pues existen reportes que indican que la B-lactoglobulina se une a la B-
galactosidasa de Kluyveromyces lactis y que cuando estas interacciones se impiden, como
en el caso de la B-lactoglobulina lactosilada, el efecto activador desaparece (Jiménez-
Guzmén y col.,, 2006). Aunque se ha demostrado que la interaccién entre la [-
lactoglobulina y la B-galactosidasa es necesaria para la activacién de la enzima, atn no se
ha establecido el mecanismo de la interaccién, sin embargo el hecho de que la lactosilacién
de la PB-lactoglobulina disminuya su capacidad activadora sobre la [B-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis es un buen indicio de que la los grupos €-amino maés reactivos de la 3-

lactoglobulina podrian ser esenciales para la interaccion.

B. 2. Lactosilacion de la B-lactoglobulina

El calentamiento del suero de leche de vaca puede causar la lactosilacion de la B-
lactoglobulina, la cual implica la glicosilacion de la proteina con la lactosa presente en el
medio via reaccién de Maillard en sus primeras etapas (Léonil y col., 1997) donde el grupo
carbonilo de la lactosa se condensa con los grupos amino de la proteina para formar una
base de Schiff, que sufre un rearreglo para producir una cetoamina mds estable y
cuantificable (Morgan y col., 1999a). La reaccién ocurre a través de los residuos de lisina

91 (Morgan y col., 1998); asi como a través de los que no son tan

15,70,100,60,69,75,77,83,135,138,8,141
. De

mads reactivos: Lys

reactivos pero que también reaccionan con la lactosa: Lys
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tal forma que todos los residuos de lisina de la B-lactoglobulina con excepcién de los de la
Lyslo1 se encuentran implicados en la unién con la lactosa (Morgan y col, 1998).

Se ha reportado que la lactosilaciéon de la B-lactoglobulina ocurre de manera gradual a
temperaturas entre 55 y 75°C; y que a 85°C la B-lactoglobulina precipita debido a su
desnaturalizacién, lo que hace dificil la determinacién del compuesto glicosilado (Morgan y

col., 1998, 1999a).

La lactosilacion de la PB-lactoglobulina disminuye el efecto activador sobre la -
galactosidasa alrededor de un 30% y es la lisina 47 (Lys47) la primera en lactosilares pues
es el residuo aminado més expuesto en la molécula de la B-lactoglobulina por estar cerca de
una prolina, la cual provoca una torsién en esta regiéon y expone al residuo de lisina
haciendo a su grupo amino el mds reactivo de los 16 grupos amino de la proteina (Figura 4)

(Creamer y Sawyer 2003; Morgan y col., 1998, 1999b; Léonil y col. 1997).

Figura 4. Modelos tridimensionales de la estructura de los monémeros de [-lactoglobulina bovina
dibujados con el programa MOLSCRIPT. Las hebras-P estdn marcadas de la A ala I. La lisina 47
(marcada con una flecha) se encuentra sumamente expuesta (Morgan y col., 1999; Sawyer y col.,
1999,2002a, 2002b).
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B. 3. Uso de programas de computo para la construccion de un
modelo molecular y docking de una proteina

El acelerado crecimiento de la informacién sobre las macromoléculas se traduce en una
labor de investigacion sumamente importante e imprescindible, sin embargo la misma
demanda de informacién ha obligado a los investigadores a construir herramientas que les
permitan cumplir con su tarea en un corto tiempo para atender a la demanda de
informacion. Para ello se ha recurrido a la informdtica y se han creado programas de
computo que, por su disponibilidad y difusiéon en el medio cientifico, han podido ser
mejorados continuamente brindando con ello una alta confiabilidad en los resultados
obtenidos.

El conocimiento de la estructura tridimensional de una proteina permite obtener una
gran cantidad de informacién sobre sus funciones asi como de su comportamiento al
modificar diversos factores como el medio de reaccién y condiciones experimentales e
incluso permite hacer predicciones sobre las consecuencias de modificar su estructura
primaria. Para poder obtener la estructura tridimensional de una proteina es necesario un
arduo trabajo experimental, sin embargo actualmente es posible obtener la informacién
mencionada anteriormente aun si se desconoce la estructura tridimensional proteina. Basta
con obtener un modelo de la proteina cuya estructura tridimensional es desconocida
construyéndolo a partir de la estructura cristalografica de otra proteina muy parecida a la
proteina en estudio con ayuda de programas de computo, procedimiento conocido como
modelaje por homologia y que permite obtener modelos de las estructuras tridimensionales
de las proteinas con una precision comparable a la que se tendria usando los métodos
experimentales (Krieger y col., 2003). El modelaje por homologia se ha convertido en un
método ampliamente usado para poder tener una idea sobre la estructura tridimensional de
una proteina y utilizarla como herramienta en el disefio de mutantes, prediccion de una
funcién, identificacion de sitios de unién, planeacién de experimentos, entre muchas otras

aplicaciones (Fisher y col., 2003).

21



GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

Por otra parte, una vez obtenido el modelo, es necesario optimizarlo con el fin de
cerciorarse que el modelo sea verdaderamente lo mas cercano a la estructura real de la
proteina y para ello se han creado programas de cémputo para analizar los cambios
energéticos que sufririan los &tomos de una molécula si se les sometiera a un gran nimero
de condiciones que, si se intentara hacer de forma manual, el tiempo seria insuficiente para
llevarlo a cabo. Por tal razén, la dindmica molecular que se hace con los programas de
computo también se ha convertido en una herramienta indispensable en el modelaje
molecular. Finalmente, el saber donde se unen diferentes tipos de ligandos a una proteina es
una tarea a la que muchos grupos de trabajo dedican gran parte de su tiempo, es por ello
que ahora se cuenta con programas que ayudan a predecir las interacciones de ligandos de
pequeio tamafio -incluso sin tener una idea de cudl o cudles son los sitios de interaccién
(docking ciego) (Hetényi y col., 2002)- hasta de proteinas completas; esto permite dirigir la
atencion del investigador hacia determinados puntos de unién con una certeza mayor a la
que tendria si no conociera donde seria probable la interaccion, permitiéndole con ello
reducir el tiempo de experimentacion, lo cual tiene un gran ndmero de ventajas tanto

cientificas como econdmicas.
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C. METODOLOGIA

C. 1. Obtencion del modelo tridimensional de la B-lactoglobulina
y docking molecular

El modelo tridimensional de la B-lactoglobulina bovina (B-1g) se obtuvo a partir de las
coordenadas de RMN de la B-lg obtenidas en solucién a pH 7.1 (ID del PDB: 1CJ5)
(Kuwata, 1999). El archivo pdb se procesé en el programa de computo PyMOL (DeLano
Scientific LLC, 2008).

Posteriormente se llevé a cabo un docking ciego para estimar la energias de interaccion
de los diferentes aminodcidos de la B-lactoglobulina con la lactosa y el anhidrido succinico
para asi determinar el sitio mds probable de interaccion utilizando el programa AutoDock
3.05 (The Scripps Research Institute, 2008). La temperatura de simulacién fue de 25°C y el
cluster se realizé en un rango de RMSD de 5 A. Los modelos tridimensionales de la lactosa
y el anhidrido succinico se crearon en el sitio The Dundee PRODRG2 Server

(http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/).

C. 2. Succinilacién gradual de la B-lactoglobulina

Se ajust6 el pH a 7.0 con KOH 0.04 N (JT Baker, Xalostoc, México) a 100 mL de una
solucién de B-lactoglobulina bovina 5 mg/mL en agua desionizada (MP Biomedicals, Inc.,
Ohio, EUA) y se tomd una primera muestra de 1 mL que sirvié de control para determinar
el efecto del KOH. Se pesaron 5 mg de anhidrido succinico pulverizado (Matheson
Coleman and Bell, Ohio, EUA) y se agregaron poco a poco a la solucién restante de [3-
lactoglobulina manteniendo el pH de 7.0 con KOH y en agitacién constante de acuerdo con
el método de Hollecker y Creighton (1980, 1982). Una vez que el pH permaneci6 constante
durante 10 minutos se tomé otra muestra de 2 mL. Se pesaron nuevamente 5 mg de
anhidrido succinico y se repitié el resto del procedimiento. Las adiciones de 5 mg de

anhidrido succinico pulverizado, ajuste de pH a 7.0 y la toma de muestras de 2 mL se
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repitieron hasta realizar 12 adiciones en las que cada adicién constituyé un derivado
succinilado (D1-D12). El control de KOH vy los derivados succinilados se almacenaron a

-8°C para posteriormente medir la actividad de lactasa en cada uno de ellos.

C. 2. 1. Seguimiento de la succinilacion gradual de la [3-

lactoglobulina.

Para verificar el grado de succinilacion de la B-lactoglobulina se llevé a cabo una
electroforesis en gel de poliacrilamida y urea (T=11%, C=0.4%, pH=4.7, Urea 8§ M) segtin
la técnica de Creighton (1989). El gel se corri6 iniciando con un voltaje de 30 V hasta que
el frente llegé al gel de separacién y se aumenté a 90 V manteniéndolo en este valor
durante aproximadamente 6 horas hasta que el frente recorri6 todo el gel. El gel se colocé
en Azul de Coomasie 0.25 % por 1 hora y se enjuagé con solucién decolorante de Metanol,
Acido Acético y Agua 40%, 10% y 50% respectivamente hasta lograr apreciar bandas bien

definidas.

C. 3. Medicion de la Actividad Enzimatica

Se utiliz6 una dilucién 1:400 de la preparacién comercial Maxilact LX 5000 (Gist

Brocades, Suecia) como fuente de B-galactosidasa (B-gal) de Kluyveromyces lactis segin el

método de Jiménez-Guzmén y col. (2006) usando como medio de dilucién para la
preparacion comercial una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05M con pH de 7.1. La
solucién de enzima se mantuvo a una temperatura de 37° C durante 15 minutos antes de
llevar a cabo la reaccion en el espectrofotometro Shimadzu UV-160A (Shimadzu, Jap6n) y
usando una cdmara de temperatura controlada (Shimadzu Temperature Controlled Cell
Holder TCC-240A, Shimadzu, Japén) para mantener la temperatura constante a 37°C

durante toda la reaccion.

En un tubo de ensayo se colocaron como medio de reaccién 900 UL ya fueran de

solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.1 para el control, solucién de B-lg nativa

24



METODOLOGIA

Smg/mL o de los diferentes derivados succinilados resultantes de las adiciones de anhidrido
succinico y se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante 15 minutos. Por otro lado
colocaron en una celda de vidrio reducida 33 pL de la dilucién 1:400 de la preparacion
comercial Maxilact LX 5000® y 67 uL de sustrato, pasados los 15 minutos de incubacién de

los tubos de ensayo se vacié su contenido a la celda.

Se us6é como sustrato orto-nitro-fenil-p-D-galactésido (ONPG) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA) 0.034M en solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.1 y la
actividad enzimadtica se midié espectrofotométricamente a 410 nm en intervalos de 30

segundos durante 3 minutos.

Se definié a la unidad enzimdtica (UE) como la cantidad de enzima necesaria para
liberar 1 wmol de ONP en un minuto a 37 °C y pH de 7.1. La actividad especifica (AE) se
calcul6 dividiendo la actividad enzimatica volumétrica entre la concentracion de proteina

que fue determinada segun la técnica de Bradford (1976).

C. 4. Interacciones proteina-enzima

Se realizaron experimentos de cromatografia de afinidad de acuerdo con el método de
Jiménez-Guzman y col. (2006) usando Eupergit® (Rohm GmbH & Co., Darmstadt,
Alemania) como matriz y [-lactoglobulina nativa o B-lactoglobulina previamente
succinilada como ligando. Se preparé un control para cada ligando usando tnicamente
glicina para bloquear los grupos oxirano reactivos de la matriz y tanto los ligandos como
los controles se hicieron interactuar con la preparacién comercial Maxilact LX 5000®
durante una hora, posteriormente se separd el sobrenadante por cenrifugacién a 500 rpm
por 15 minutos en una cetrifuga Beckman J2-MI (Beckman Instruments, Palo Alto CA,

EUA) y se le determin6 la actividad especifica usando ONPG como sustrato.
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C. 4. 1. Succinilacion de la [-lactoglobulina para su
inmovilizacién en Eupergit®

La B-lactoglobulina succinilada (B-lgsucc) se prepar6é haciendo reaccionar 100 mL de
una solucién 5 mg/mL de B-lg en agua desionizada (MP Biomedicals, Inc., Ohio, EUA) con
194 mg de anhidrido succinico pulverizado (Matheson Coleman and Bell, Ohio, EUA)
manteniendo un pH de 7.1 con KOH 0.04 N (JT Baker, Xalostoc, México) y en agitacién
constante de acuerdo con el método de Hollecker y Creighton (1980; 1982). La solucién
resultante se ultrafiltré utilizando membranas de celulosa de corte de 10 kDa (Pellicon
XLPLCGC 10, Millipore, Bedford, Massachussets, EUA) para eliminar el anhidrido
succinico residual. Después se separé la B-lactoglobulina succinilada por isoelectroenfoque
en un aparato Rotofor (Bio Rad, Hercules, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante
(15 W por 4-6 h). Se recolectaron 20 fracciones del rotofor y se les midi6 el pH.
Posteriormente se corrieron las fracciones en un gel de poliacrilamida y urea (T=11%,
C=0.4%, pH=4.7, Urea 8 M) segtin la técnica de Creighton (1989) para determinar en cudl

de las fracciones se encontraba la B-lactoglobulina succinilada sin B-1g nativa.

C. 4. 2. Inmovilizacion de los ligandos en Eupergit®

La inmovilizacién tanto de B-lg nativa como de B-lgsucc se llevé a cabo durante 26
horas a temperatura ambiente y agitacién constante segtn las instrucciones del proveedor
calculando una carga total de ligando (B-1g nativa 6 B-1gsucc) de 20 mgproeina/EEupergit qUE S€
agregaron a partir de soluciones de proteina de 2 mg/mL disuelta en solucién
amortiguadora de fosfatos 1 M y pH de 7.0.

Después de transcurridas las 26 horas, se filtré la resina y se lavd dos veces con agua
destilada, una vez con NaCl IM vy al final una vez con la solucién amortiguadora de
fosfatos 1 M y pH de 7.0. Se determind la concentracién de proteina en el filtrado por el

método de Bradford para calcular la eficiencia de la inmovilizacién.
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C. 4. 3. Bloqueo de los grupos oxirano libres de la resina

El bloqueo de los grupos oxirano que pudieran haber quedado reactivos y que pudieran
haber reaccionado con la mezcla de proteinas provocando que éstas se pegaran a la resina y
no a los ligandos se llevé a cabo haciendo reaccionar la resina con glicina (Bio Rad,
México) diluida en solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M y pH de 7.0 en una

proporcion de 0.3 gaiicina/ SEupergit-

C. 4. 4. Evaluacion de las interacciones proteina-enzima

Para determinar las interacciones entre la B-galactosidasa y la B-lactoglobulina se hizo
interactuar la preparacion comercial Maxilact LX500 diluida de tal forma que se tuviera
una relacion molar de 0.05 molp_ga/mMOlproteina inmovilizada €ON 0.1 g de la resina, se dejo la

mezcla en agitacion constante durante 1 h y después se separé la resina del sobrenadante.

Para evaluar si hubo una interaccién de la mezcla de proteinas y los ligandos se

determind la cantidad de proteina y se calcul6 la actividad especifica en los sobrenadantes.

C. 5. Analisis estadistico

Las curvas patréon para las técnicas que las requieren se hicieron por triplicado,
utilizando una regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta y teniendo el margen de
confiabilidad que proporciona el coeficiente de correlacion de la ecuacién (mayor o igual a
0.9). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos fueron sometidos a un
andlisis de varianza (ANOVA); en algunos casos se sometieron a una prueba de
comparacion de medias de Tuckey usando el programa de computo Statistica 5.0 (Stat Soft,

Tulsa OK, EUA) con un nivel de confianza del 5%.
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D. RESULTADOS Y DISCUSION

D. 1. Reactividad de los grupos €-amino de la B-lactoglobulina

Para poder conocer la localizacion de los diferentes residuos aminados de la B-lg y asi
determinar su grado de exposicion y los posibles impedimentos estéricos, se obtuvo un
modelo tridimensional de la B-Ig bovina basado en las coordenadas de RMN del registro
1CJ5 del PDB (Kuwata, 1999). La B-lactoglobulina tiene un grupo amino terminal y 15
residuos de lisina, cada uno con una reactividad diferente. A pesar de que existe evidencia
experimental de que la lactosilacién de la B-Lg ocurre principalmente a través del grupo &-
amino del residuo de lisina nimero 47 (Léonil y col., 1997; Morgan y col., 1998; Morgan y
col., 1999b;), también la hay de que el residuo 138 es altamente reactivo (Creamer y
Sawyer 2003). Por otro lado Fogliano y col. (1998) reportaron a la Lys'* como una de las
mads reactivas y explicaron que la reactividad de los residuos de lisina dependia de su grado
de exposicion asi como de las condiciones del medio en el que se disolviera la proteina. En
el modelo obtenido (Fig. 1) se puede apreciar que los residuos de lisina 15, 37, 69 y 138 se

encuentran sumamente expuestos y que por lo tanto podrian ser los més reactivos.

El docking molecular entre la lactosa y la B-lg (Figura 2) mostré que el aminoécido con
una energia de interaccion favorable y con mayor probabilidad de unién con la lactosa a un
pHde 7.1esla Lys138 (AGunion de -4.7 kcal/mol). Al realizar un docking ciego se calculan
las energias de interaccion de todos los aminoécidos de la proteina con el ligando (Hetényi
y col., 2002), por lo que fue sumamente importante el hecho de que las energias de
interaccién mads bajas (entre -8.2 y -4.0 kcal/mol) correspondieran tnicamente a residuos de
lisina y no a algtin otro aminoécido. Lo anterior sugiere que son los residuos de lisina de la

B-Lg los que podrian reaccionar facilmente con la lactosa.
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Figura 1. Modelo tridimensional de la B-lactoglobulina obtenido con el programa PyMOL,
DeLano Scientific LLC, 2006. Se muestran todos los residuos de lisina siendo los mds expuestos los
residuos 15, 47, 69 y 138.

Figura 2. Docking de la lactosa y la B-lactoglobulina, la lactosa (gris y rojo) se une al residuo de
lisina ndmero 138, que es el de mds baja energia y por lo tanto el més estable y probable.
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Jiménez-Guzmadn y col. (2006) encontraron que cuando la B-lactoglobulina se encuentra
lactosilada disminuyen las interacciones entre ésta y la B-galactosidasa y por lo tanto la
capacidad activadora (Jiménez-Guzman y col., 2006), sin embargo no se sabe si la
interaccion entre las proteinas disminuye debido a que la lactosa unida a la B-lg impide el
acceso de los sitios de interaccién de la B-galactosidasa a los de la B-lactoglobulina o si los
grupos amino de la PB-lactoglobulina que se encuentran bloqueados con la lactosa son
esenciales para la interaccion con la B-galactosidasa. Por tal razén en este estudio se utiliz6
anhidrido succinico para bloquear los grupos amino de la B-lactoglobulina, el cual es una
molécula pequeiia que no significaria un impedimento estérico para el acceso a otros
grupos y que permite conservar la estructura tridimensional de la B-lg cuando se encuentran
succinilados menos de 10 de sus grupos amino (Hollecker y Creighton, 1982).

Para tener una idea de la afinidad de los grupos amino de la B-lg con el anhidrido
succiinico se realiz6 un docking ciego para éste y la proteina (Figura 3). Los resultados
mostraron que a pH de 7.1, la Lys138 es el unico aminodcido con una energia de interaccion
favorable (AGunion de -6.6 kcal/mol) para unirse con el anhidrido succinico, de tal forma
que éste fue utilizado como modelo para estudiar el efecto del bloqueo de los grupos amino

en la actividad de la lactasa.

Anhidrido succinico

-

¢ *
>

Figura 3. Docking del anhidrido succinico y la B-lactoglobulina, el anhidrido succinico (gris y
rojo) se une al residuo de lisina ntimero 138.
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D. 2. Succinilacion de los grupos €-amino de la B-lactoglobulina

D. 2. 1. Verificacion del bloqueo de los grupos amino de la
B-lactoglobulina

La P-lactoglobulina fue sometida a una reaccién de succinilacién con anhidrido
succinico para bloquear los grupos amino que se encuentran posiblemente implicados en la
activacion de la B-galactosidasa y se determind la efectividad de dicho bloqueo mediante
una electroforesis en gel de poliacrilamida y urea 8M de acuerdo con el método de

Hollecker y Creighton (1982).

OWhWN=aZ

N D1 D2 D4 DS D7 D8 D11 D12

Figura 4. Electroforesis de la B-lg nativa (N) y los diferentes derivados succinilados de -
lactoglobulina (D1-D12). Del lado izquierdo se sefiala el nimero de grupos amino que se han
bloqueado en cada uno de los derivados. Gel de concentracion: T= 4%, C= 4%, pH= 8.45; gel de
separacion: T=11%, C=0.4%, pH=4.7, solucién amortiguadora de corrida: HCI-Tris 0.05 M, pH
4.7
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La succinilacién de cada uno de los grupos amino provoca un cambio en la migracién de
la proteina (Ry) debido al cambio en la carga de la proteina conforme se va succinilando.
Cuando se analizaron los cambios en el Ry de los diferentes derivados (Figura 4) se observo
que a partir de D1 hasta D12 la cantidad de grupos amino bloqueados vari6é de uno hasta
cinco. Los resultados muestran que en los dos primeros derivados succinilados (Figura 4,
D1 y D2) se puede observar una banda correspondiente a un grupo amino bloqueado,
también se puede ver que aun se encuentra presente la B-lg nativa, mientras que en el resto
de los derivados (D4-D12), ya no se logra observar la B-1g nativa. Los derivados 2 y 4 (D2
y D4) contienen dos y tres grupos amino bloqueados respectivamente, siendo la principal

diferencia entre ellos la presencia de B-lg nativa

D. 2. 2. Efecto del bloqueo de los grupos amino de la B-lactoglobulina en
la actividad de la B-galactosidasa

De acuerdo con Hollecker y Creighton (1982) la succinilacién es un método que permite
bloquear gradualmente los grupos amino de la B-lg sin cambiar su conformacién nativa al
menos hasta que 10 de estos grupos se han succinilado (Hollecker y Creighton, 1982). Para
determinar si los grupos amino de los residuos de lisina de la B-lg participan en la
activacion de la B-gal, se midi6 la actividad de lactasa en presencia de B-lg nativa y B-lg
con diferentes grados de succinilaciéon y se compararon con un control que no tenia
proteina, también se utiliz6 un control de B-lg neutralizada con KOH (B-lgkon) para
determinar si habia algin efecto del agente neutralizante en la reaccién de succinilacién

sobre la actividad de la B-gal.

La presencia de B-lg nativa provocé un aumento del 47% en la actividad de la B-gal con
respecto al control (a=0.0003) (Figura 5) confirmando con esto el efecto activador de la 3-
lg reportado por Jiménez-Guzman y col. en 2006. No se encontré diferencia significativa en
la actividad de la B-gal en presencia de B-lgkon con respecto a la B-l1g nativa (0=0.2069)
indicando que el KOH no tiene efecto alguno sobre la actividad de la enzima. Cuando se

midié la actividad enzimdtica en presencia de los primeros derivados succinilados, se
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observé el efecto activador (Fig. 6, D1-D2). Sin embargo, en presencia del resto de los
derivados succinilados, la actividad disminuy6 hasta el valor del control sin encontrarse

diferencia significativa con respecto a él (a=0.0717) (Fig. 6, D4-D12).
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Figura 5. Actividad de B-galactosidasa, en presencia de B-1g nativa y B-lg con diferentes grados de
succinilacién (D1-D12). El control corresponde a la actividad medida en solucidén amortiguadora sin
proteina; B-lg KOH corresponde a la solucién de B-1g neutralizada.

De acuerdo con los resultados del seguimiento de la succinilacién de los grupos amino
de la B-1g es claro que mientras la B-1g nativa todavia se encontraba presente en el medio de
reaccion se observo el efecto activador ain cuando ya habia -lg succinilada (Figuras 4 y 5,
D1 y D2). Este hecho se debe a que a que pequeiias cantidades 3-1g nativa pueden activar a
la enzima (Ortiz, 2004). Por otro lado cuando se logré succcinilar toda la proteina en al
menos un grupo amino y la B-lg nativa ya no se encontraba presente en el medio de
reaccion, el efecto activador se perdié (Figuras 4 y 5, D4-D12). En este punto, los grupos
amino mas reactivos de la B-1g se encontraban bloqueados , sugiriendo que la pérdida de la

capacidad activadora se debe al bloqueo de los grupos amino.
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D. 3. Estudio de las interacciones entre la B-lactoglobulina
nativa y succcinilada y la [(-galactosidasa por
Cromatografia de Afinidad

La cromatografia de afinidad es un método utilizado ampliamente para la purificacion de
proteinas basdndose en la afinidad de la proteina por un ligando especifico el cual se
inmoviliza en un soporte. Se hace pasar una mezcla de proteinas que contiene entre ellas a
la proteina de interés y si esta tiene afinidad por el ligando interactia con aquél y el resto de

las proteinas pasan a través de la columna dejando tinicamente la proteina de interés.
D. 3. 1. Purificacion de la B-lactoglobulina succinilada.

La solucién de PB-lactoglobulina que se succinilé para inmovilizarla en la resina fue
preparada de tal forma que se procurara que no se encontrara 3-lg nativa presente en el
medio de reacciéon segun el derivado 4 (Figura 4). Las 20 fraccciones recolectadas del
rotofor presentaron un rango de pH de 2.1 a 9.5 y se les realizé una electroforesis para
determinar en cudl de las fracciones se encontraba la B-lactoglobulina succinilada sin -1g

nativa (Figura 6).

En la Figura 6 se presentan las primeras 9 fracciones recolectadas del rotofor y se puede
apreciar que la B-lactoglobulina (N) se encuentra presente en todos los carriles, a partir del
segundo carril (R1) se observa una banda en la parte inferior que corresponde a la -
lactoglobulina succinilada . Hasta este punto no fue posible separar a la B-lactoglobulina
succinilada por este método quizd porque existian tantas especies distintas por tener
diferentes grupos amino bloqueados que el punto isoeléctrico fue muy variado en todos los
casos. Asi que se decidi6 tomar las 20 fracciones, juntarlas y agregar una cantidad adicional
de anhidrido succinico (38.8 mg, segin el derivado 4) para que toda la B-lactoglobulina se

succinilara y desapareciera por completo la B-lactoglobulina nativa.
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Figura 6. Electroforesis de B-lactoglobulina nativa (N) y de las primeras 9 fracciones recolectadas
del equipo Rotofor (R1-R9). Gel de concentracion: T= 4%, C= 4%, pH= 8.45; gel de separacidn:
T=11%, C=0.4%, pH=4.7, solucién amortiguadora de corrida: HCI-Tris 0.05 M, pH 4.7

En la Figura 7 se puede observar que la banda correspondiente a la[3-lg nativa

desaparecid y que s6lo se encontraba la proteina succinilada (Fig. 7, S)

Figura 7. Electroforesis de la P-lactoglobulina nativa (N) y B-lactoglobulina succinilada con
exceso de anhidrido succinico (S). Gel de concentracién: T= 4%, C= 4%, pH= 8.45; gel de
separacion: T= 11%, C=0.4%, pH=4.7, solucién amortiguadora de corrida: HCI-Tris 0.05 M, pH
4.7
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Una vez preparada la B-lactoglobulina succinilada se hicieron las diluciones necesarias
para preparar soluciones de proteina tanto succinilada como nativa de 2 mg/mL que se

hicieron reaccionar con la resina para inmovilizarlas.

D. 3. 2. Inmovilizacién de la B-lactoglobulina nativa y la B-lactoglobulina
succinilada

La cromatografia de afinidad es una técnica ampliamente utilizada para la purificacién
de proteinas que son afines a una molécula (ligando) que se inmoviliza en un soporte
(matriz). Se us6 como matriz una resina acrilica con grupos oxirano activos (Eupergit®) y
como ligando [-lactoglobulina nativa y [-lactoglobulina succinilada. Tanto la
B-lactoglobulina nativa como la B-lactoglobulina succinilada fueron inmovilizadas en la
resina. La eficiencia de la inmovilizacién se calculé midiendo la cantidad de proteina
presente antes de la inmovilizacién y se compar6 con la cantidad de proteina presente en el
sobrenadante después de la inmovilizacién (30 h, 25°C, 250 rpm). Se logré inmovilizar
80.61% de la B-lactoglobulina nativa y 40.4% de la B-lactoglobulina succinilada (Figura 8)

lo cual corresponde a 0.54 y 0.32 umoles de proteina/g de Eupergit respectivamente.
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Figura 8. Eficiencia de la inmovilizaciéon de la B-lactoglobulina nativa y la B-lactoglobulina
succinilada en una resina comercial con grupos oxirano activos (Eupergit®)
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La diferencia en la eficiencia de la inmovilizacion de ambos ligandos se debe
principalmente al hecho de que los grupos oxirano de la resina reaccionan con grupos
amino libres, de tal forma que al tener la B-lg succinilada menos grupos amino libres para
reaccionar con la resina, la cantidad de ligando que se logra inmovilizar es menor con
respecto a la inmovilizacién de B-lg nativa cuyos grupos amino estan intactos y pueden

interactuar mas facilmente con la resina.

El hecho de que se haya logrado inmovilizar -lactoglobulina succinilada demuestra que
no todos los grupos amino de la proteina se encontraban bloqueados ya que pudieron
reaccionar con los grupos oxirano de la resina y por ello se logré inmovilzar la proteina

succinilada.

D. 3. 3. Interaccion entre la B-lactoglobulina nativa y succinilada y la -
galactosidasa

Para saber si la 3-galactosidasa era capaz de unirse a la B-lactoglobulina se realizaron los
experimentos de cromatografia haciendo interactuar la mezcla comercial Maxilact LX
5000® con los ligandos inmovilizados en la resina. Se prepararon dos controles, uno para
cada proteina inmovilizada en los cuales se sustituyo la proteina por glicina para bloquear

los grupos oxirano de la resina que pudieran quedar libres.

Se hicieron interactuar 0.1 g de Eupergit® (con B-lactoglobulina nativa, -lactoglobulina
succinilada y glicina inmovilizadas) con soluciones de Maxilact LX 5000°% la cual es una
mezcla de 8 proteinas de la cuales dos tienen actividad de lactasa, preparadas de tal forma
que en todas se tuviera una relacion de 0.05 molg_gactosidasa/MOIB-tactoglobutina (Nativa o
succinilada) inmovilizada en la resina.

Cuando se usé tanto B-Lg nativa como B-Lg succinilada como ligando se observé que la

cantidad de proteina disminuy6 con respecto a la cantidad inicial y al control (Figura 9),
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Figura 9. Proteina presente antes (Inicial) y después de la cromatografia de afinidad (Control, j3-

Lg nativa y B-Lg succinilada). El control corresponde a la resina sin ligando, sélo bloqueada con
glicina 0.05 M

La disminucion de proteina en el control con respecto a la inicial indica que no todos los
grupos oxirano de la resina se encontraban bloqueados con glicina. Por otro lado la
disminucién de proteina después de la interaccidn con el soporte respecto a la inicial y al
control cuando se usé como ligando tanto -Lgy como B-Lgsucc indica que las proteinas de

la mezcla comercial Maxilact LX 5000°, estan interactuando con los ligandos.
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Figura 10. Actividad especifica antes (Inicial) y después de la cromatografia de afinidad (Control,
B-lg nativa y B-lg succinilada). El control corresponde a la resina sin ligando, sélo
bloqueada con glicina 0.05 M. No hay diferencia significativa entre el control y la inicial.

38



RESULTADOS Y DISCUSION

Se calcul6 la actividad especifica inicial y en el sobrenadante después de hacer
interactuar la resina y la mezcla comercial Maxilact LX 5000® para saber si la interaccion
entre la proteina pegada en la resina con B-lactoglobulina nativa y con B-lactoglobulina
succinilada inmovilizadas era especifica o no. Se encontré que no hubo un cambio
significativo en la actividad especifica del control con respecto a la inicial (o= 0.3362) lo
que indica que la interaccién de las proteinas de la preparacién comercial con el soporte sin
ligando no era especifica (Figura 10). Por otro lado, cuando se hizo interactuar la mezcla
comercial Maxilact LX 5000° con la resina que tenia como ligando a la B-lactoglobulina
nativa la actividad especifica del sobrenadante disminuy6 significativamente en un 69.2 %
(a=0.0037) con respecto al control lo cual indica que hubo una unién especifica de la -
galactosidasa con la B-lactoglobulina nativa. Sin embargo, cuando se utiliz6 como ligando
la B-lactoglobulina succinilada, no se observé diferencia significativa en la actividad

especifica con respecto al control (0=0.1184).

Lo anterior indica que la interaccién de las proteinas de la preparaciéon comercial
Maxilact LX 5000® no es especifica y que es con la resina con la que interactian y no con
la B-lactoglobulina succinilada, demostrando con ello que la B-lactoglobulina succinilada

no es capaz de unirse con la B-galactosidasa.

El hecho de que a medida que los grupos amino de la B-lactoglobulina se bloquean por
medio de la reaccion de succinilacidn, el efecto activador sobre la B-galactosidasa se pierde
(Figura 5) y el hecho de que al mismo tiempo que se pierde el efecto activador, también se
pierde la capacidad de la proteina succinilada para unirse a la B-galactosidasa, demuestra
que la activaciéon de la enzima estd estrechamente relacionada con las interacciones

proteina-enzima.
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E. CONCLUSIONES

Se demostré que el bloqueo de los grupos €-amino de la B-lactoglobulina provoca la
disminucién de las interacciones entre la B-lactoglobulina y la B-galactosidasa al mismo
tiempo que desaparece el efecto activador. Esto permitié comprobar que el efecto activador
de la P-lactoglobulina sobre la [B-galactosidasa se debe a la interacciéon entre ambas
proteinas y que para dicha interaccién los grupos amino de los residuos de lisina de la

B-lactoglobulina juegan un papel determinante.
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F. PERSPECTIVAS

Con este estudio se ha logrado confirmar que el efecto activador de la -galactosidasa
por la sola presencia de la B-lactoglobulina. También se determiné que dicha activacion se
debe a la interaccién que se da entre ambas proteinas, fendmeno que no es comuin y que
aqui se demuestra. Por otro lado, la evidencia de que los grupos amino de la B-lg son
esenciales para que dichas interacciones se efectien y por consiguiente se produzca el
efecto activador, abre paso a una serie de nuevos cuestionamientos sobre cémo es que estos
grupos participan en la interaccion ya que hasta este punto no es posible saber si son los
grupos amino de un solo residuo de lisina los que participan en esta unién o son varios los
que lo hacen. A pesar de que los estudios realizados con ayuda los modelos
tridimensionales son de suma utilidad y nos acercan a conocer la identidad de los residuos
involucrados, es necesario sustentar estos hallazgos con evidencia experimental, tarea que
representa un reto para dar continuidad al trabajo aqui presentado.

En estudios posteriores podria determinarse tanto la identidad de los grupos amino de la
B-lg que participan en la interaccion con la lactasa asi como el o los sitios de esta ultima en
los que se lleva a cabo la interaccidn, valiéndose nuevamente de modelos tridimensionales
que han resultado ser indispensables para tener una idea de los grupos reactivos, al mismo
tiempo que podria utilizarse la espectrometria de masas por ionizacion para identificar los
grupos reactivos asi como diferentes técnicas para la sustitucion de los aminodcidos que
parezcan involucrados en las interacciones como el bloqueo quimico o la ingenieria de
proteinas.

Por otro lado, técnicas para el estudio de proteinas como el dicroismo circular podrian
también ser ttiles para evaluar el efecto que la interaccion entre dos proteinas pudiera tener
en la estructura y asi obtener mds informacién sobre el fendmeno de activaciéon de una

enzima por su interaccion con una proteina.
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H. APENDICES

H. 1. Abreviaturas

AE: Actividad especifica (UE/mg)

B-gal: B-galactosidasa

B-lg: B-lactoglobulina

B-lgsucc: B-lactoglobulina succinilada

B-lgn: B-lactoglobulina nativa

Cys“’ 106, 119, 121, 166, (~istefnas 66, 106, 119, 121 y 166 de la B-lactoglobulina
Lys": Lisina 47 de la B-lactoglobulina

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

ONP: o-nitrofenol

ONPG: o-nitrofenil-B-D-galactésido

PDB: Protein Data Bank

Rf: Coeficiente de correlacion en electroforesis

SA: Seroalbimina

SH: Grupo sulfhidrilo

UE: Unidades enzimaticas en 1 mL de medio de reacciéon

v,: Actividad enzimatica (umol mL' min™)
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H. 2. Curvas Patron

1.- Curva Patron de ONP
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2.- Curva Patrén de B-Ig por el método de Bradford
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