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Recibido:
28/febrero/2020 RESUMEN
Se estudi6 la interaccién no covalente entra la lisozima y la fenolftaleina a pH 4, por
seguimiento del apagamiento de la fluorescencia de la proteina por titulacién con el
GEIRR G ligando. Se estudié el proceso a 20, 25 y 30°C. Para el andlisis de los datos
30/octubre/2020 ) ’ )

experimentales se utiliz6 el modelo de Stern-Volmer y el modelo modificado de
Stern-Volmer. A partir del grafico del modelo modificado se determind la constante
de unidn y la estequiometria de formacion del complejo lisozima-fenolftaleina. Se
observé que el modelo de interaccion es de tipo estatico con una estequiometria 1:1.
Ademas, se determinaron los parametros termodinamicos y se obtuvo que tanto AH

Palabras clave: . . .
como AS fueron mayores a cero, lo que implica que las fuerzas predominantes

}‘elrsl(()j;trgféina durante la interaccidn son de naturaleza hidrofébica.
fluorescencia

ABSTRACT
Keywords: . . :
Lyzozyme Non-covalent interaction between lysozyme and phenolphthalein at pH 4 was
phenolpht,halein studied, by monitoring the protein fluorescence quenching by titration with the
fluorescence ’ ligand. Interaction studies were performed at 20, 25 and 30°C. Experimental data

analysis was performed using the Stern-Volmer model and the modified Stern-
Volmer model. Binding constant and the stoichiometry of formation of the lysozyme-
phenolphthalein complex were determined. It was observed that the interaction
model is static type with a 1:1 stoichiometry. In addition, the thermodynamic
parameters were determined and it was obtained that both AH and AS were greater
than zero, which implies that the predominant forces during the interaction are
hydrophobic nature.
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Introduccion

Las proteinas, son unas de las moléculas de mayor
relevancia en procesos bioactivos, estan relacionadas
con la alimentacion, la inmunidad y el metabolismo. El
conocimiento de la interaccion de proteinas con
macromoléculas con diversos tipos estructurales y de
funciones, por ejemplo, drogas, indicadores,
carbohidratos u otras proteinas ha sido de gran interes
en los ultimos afios (Zhu et al, 2007). Un paso
importante para el entendimiento de estos sitemas es el
estudio de la interaccion de la proteina y la
macromolécula y la caracterizaciéon termodindmica de
dicha interacciéon. Las propiedades mas importantes
durante la formacién del complejo proteina-ligando (P-
L) incluyen: la constante de unién, la relacién
estequiomeétrica, el cambio en la energia libre de Gibbs, el
cambio en la entalpia y el cambio en la entropia. Todas
estas propiedades pueden ser calculadas a partir de la
evaluacion experimental del equilibrio entre la proteina
y el ligando (Suryawanshi et al,, 2016).

La espectroscopia de fluorescencia se usa
comuinmente para estudiar las interacciones de
ligandos con proteinas. El andlisis del apagamiento
de fluorescencia es una método conveniente para
estudios de reconocimiento molecular ya que provee
informacién precisa sobre las interacciones
moleculares que se pueden dar entre una proteina y
un ligando (Suryawanshi et al, 2016).

En este trabajo se estudi6 la interacciéon de la
lisozima con fenolftaleina, por espectroscopia de
fluorescencia, a pH 4, y se determiné la constante de
unioén, la estequiometria de la unién, las propiedades
termodindmicas (cambio en la energia libre de Gibbs,
cambio en la entalpia y cambio en la entropia), y el
mecanismo de interaccién. El analisis de las
titulaciones fluorométricas se realizé utilizando las
ecuaciones de Stern-Volmer y Stern-Volmer
modificada.

Lisozima

La lisozima de huevo de gallina, es una enzima
compuesta de una sola cadena polipeptidica con 129
residuos de aminodcidos, su estructura globular esta
formanda por dos dominios o 16bulos: el dominio «
con los residuos (1- 40 y 90-129) y el dominio 3 (41-
89), unidos por una larga a-hélice (Matthyssensg et
al, 1974; Davies et al, 1969), la estructura globular
de la proteina esta estabilizada por la presencia de
cuatro puentes disulfuro (van der Berg et al, 1999).
La lisozima presenta en su estructura seis residuos
de triptéfano, sin embargo, solo dos de ellos estan
expuestos en la superficie Tpr62 y Tpr108 los cuales

son los responsables de la emisién de fluorescencia
de la enzima.

Una de las funciones fisioldgicas de la lisozima es el
transporte de moléculas cuya efectividad depende de la
unién enzima-ligando (Li y Li, 2011), por ejemplo, la
unioén de lipidos a lisozima (Gorbenko et al, 2007).

Fenolftaleina

La fenolftaleina (CAS 77.09-8), de féormula C20H1404, y
masa molar 318. 327 g/mol, es un indicador acido- base
que en disoluciones 0 < pH < 8.2 permanece incoloro,
pero en disoluciones basicas pH > 8.2 toma un color
rosado. Sin embargo, en pH extremos (muy basicos o
acidos) presenta otros virajes de coloraciéon: en
disoluciones fuertemente basicas se torna incolora,
mientras que en disoluciones fuertemente acidas se
torna naranja. La fenolftaleina se prepara en una
disolucién 80% etanol absoluto y 20% agua (v/v).

En su farmacologia y terapéutica se utiliza como laxante
catartico. En México y otros paises, a pesar de que se ha
limitado su uso como medicamento dada la suposicién de
que tiene efectos cancerigenos, fue incorporado a la
farmacopea homeopatica y se sigue vendiendo en las
farmacias como especialidad homeopatica.

En la figura 1, se muestra la estructura quimica de la
fenolftaleina en ambiente acido.

HO

OH

Figura 1. Estructura quimica de la fenolftalefa en su forma
acida.

Interaccién Proteina-Ligando por apagamiento de
fluorescencia, analisis de datos: Modelo de Stern-
Volmer

La unién entre una proteina y un ligando es cuantificada
através de la constante de unién Ky (Freire, 2008), 1a cual
refleja los efectos de las interacciones no-covalentes
entre las especies y puede describirse mediante la
siguiente ecuacion:
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P+ L = PL [1]
con:
_ [PL]
[P 2]

Donde [P] es la concentracién molar de proteina en el
equilibrio, [L] la concentracién molar de ligandoen el
equilibrio, [PL] es la concentracién molar del complejo en
el equilibrio y Ku la constante de unién a la temperatura
T.

El mecanismo de la unién y Ku se pueden determinar
analizando los espectros de titulacion fluorométrica,
apagamiento de fluorescencia, mediante el modelo de
Stern-Volmer (Lakowicz, 2006):

F?O = 1+Ksv [Q] =1+ quO[Q] [3]

Donde Fo es la emisién de fluorescencia de la proteina, F
esla emision de fluorescencia en presencia del fluoréforo
en cada punto de la titulacién, Ks, es la constante de
apagamiento, [Q] la concentraciéon molar del fluordéforo
en cada punto de la titulacién, To tiempo de vida media del
fluoréforo en el estado excitado (normalmente 108 s
para biomacromoléculas) (Lakowicz, 2006) y kq es la
constante de apagamiento bimolecular del fluoréforo.

La constante de unién (Ku) y el nimero de sitios de unién
(n), parala interaccion entre una proteina y un ligando se
puede determinar usando el método de Stern-Volmer
modificado:

log ™ = log Ku+n log[Q] [4]

Donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia de la
proteina en ausencia y presencia del fluoréforo,
respectivamente, Ku es la constante de unién y n es el
numero de sitios de unién.

Parametros Termodinamicos

La unién de la interaccién entre una proteina y un
ligando, también puede ser cuantificada a través de la
energia libre de unién, AGy, la cual esta relacionada con
la constante de unién a través de la relacion

AGu = -RTInKu = AHu-TASu [5]

Donde AGu es la energia libre de Gibbs de unién, R la
constante universal de los gases, T es la temperatura
absoluta, AHu es el cambio de entalpia de unién y ASu es
el cambio de entropia de unién. Una energia libre de
unioén negativa indica una interaccién favorable entre el
ligando y la proteina, sin embargo, depende de dos

condiciones ambientales tales como la temperatura y el
pH. AGu es la suma de dos términos diferentes, uno
entalpico AHy y uno entrépico AS,, los cuales dan
informacién sobre la naturaleza de las interacciones
involucradas, y por lo tanto, para lograr una alta afinidad
es necesario que ambos términos contribuyan de manera
favorable a la energética de unién (Freire, 2008 y Horn et
al, 2002). El cambio de entalpia estd relacionado a la
naturaleza de las interacciones no covalentes; como
interacciones de van der Waals, interacciones de origen
electrostatico y puentes de hidrégeno, el cambio de
entropia de unién es dependiente en primera instancia
del efecto hidrofébico e inherente a interacciones
segregativas, por ejemplo, cambios en la configuracion y
la solvatacién de grupos hidroéfilicos/lipéfilicos hacia la
formaciéon de complejos (Olsson et al, 2008). Estas
interacciones contribuyen de manera diferente al AHu y
ASy es decir, poseen diferentes “firmas termodinamicas”
(Freire, 2008 y Horn et al, 2002).

Ross y Subramanian (1981), han resumido la naturaleza
de las fuerzas en un proceso de interacciéon: 1.- AH > 0, AS
> 0, corresponde a un efecto hidrofébico; 2.- AH < 0, AS <
0, corresponde a contactos de van der Waals, formacién
de puentes de Hidrégeno 3.- AH < 0, AS > 0, corresponde
a interacciones idnicas/electrostaticas.

Para confirmar cual es la naturaleza de las interacciones
o fuerzas que actiian, se determinan los valores del
cambio de entalpia AHu y el cambio de entropia ASu de
reaccion. El AHu puede ser determinado midiendo la
dependencia de la temperatura sobre la constante de
uniéon (Samari et al, 2012) trabajando dentro de un
intervalo de temperaturas en el que no se degraden las
proteinas, mediante la ecuacién de van’t Hoff.

AHu ASu
InKu=— F + T [6]
En donde Ku es la constante de unién a la temperatura T,

y R es la constante universal de los gases.
Metodologia
Lisozima

La lisozima de huevo de gallina (99%), Sigma-Aldrich, se
usé sin ninguna purificaciéon previa. La disolucién de
lisozima se prepararé en amortiguador de acetatos 5 mM
pH 4. Se utiliz6 agua desionizada. La concentracién de la
disolucion madre de lisozima se determind
espectrofotométricamente y fue de 3.6 uM.

Fenolftaleina

Se prepar6 una disoluciéon madre de fenolftaleina en una
mezcla 80% etanol absoluto + 20% regulador de acetatos
5 mM pH 4 (v/v) con una concentraciéon 0.97 mM.
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Espectroscopia de fluorescencia

Las mediciones de emision de fluorescencia se realizaron
en un espectrofotometro PC1 de ISS (Champaign, IL,
USA), equipado con un bafio de agua, control de
temperatura y agitacion magnética. La longitud de onda
de excitacion fue de 280 nm y la longitud de onda de
emisién en el intervalo 290 a 500 nm.

Se obtuvieron los espectros de fluorescencia para la
lisozima y la disoluciéon de fenolftaleina de manera

individual.

Los estudios de apagamiento de la emisiéon de
fluorescencia de la lisozima se realizaron titulando una
disolucidn de lisozima de concentracidn fija 3.6 uM con
cantidades crecientes de la disolucién de fenolftaleina en
el intervalo de concentraciones de 123 a 530 uM. Los
estudios de fluorescencia se realizaron por duplicado a
tres diferentes temperaturas 20, 25 y 30°C, a pH 4. En
cada adicion de disolucién de fenolftaleina se dejé que el
sistema se estabilizara a la temperatura correspondiente,
en agitacion constante in situ durante 3 minutos antes de
obtener el espectro.

Resultados y discusion

En la figura 2 se presentan los espectros de emisién de
fluorescencia para la lisozima y la fenolftaleina libres, Se
observa un maximo de emision en 324 nm para la
disolucién de lisozima y se aprecia que la disolucién de
fenolftaleina no presenta interferencia alguna a dicha
longitud de onda.

1000000 + ®— Fenolftaleina 0.97 mM pH 4
#®— Lisozima 3.6 uyM

800000
600000 4
400000

: \

200000 4

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

T N T N T N 1
300 325 350 375 400 425 450 475 500
longitud de onda (nm)

Figura 2. Emisién de fluorescencia de lisozima y fenolftaleina a
25°C.

En figura 3 se presenta el apagamiento de la emisién de
fluorescencia de la disolucién de lisozima, por titulacién
con la disolucion de fenolftaleina a 25°C, el maximo
observado a 324 nm disminuye al aumentar la

Ano 6
Nimero 6
concentracion de fenolftaleina. Comportamiento
similares se observaron a 20 y 30°C.
lisozima
875000 fenolftaleina:
—123mM
183 mM
—243mM
700000 — 302 mM
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Figura 3. Titulacién fluorométrica de lisozima en acetatos 5
mM pH 4.0 a 25 °C, con fenolftaleina a pH 4.

A partir de las curvas de titulacién fluorométrica a cada
temperatura, se construy6 un grafico de Stern-Volmer,
ecuaciéon [3], se obtuvieron relaciones lineales con
buenos factores de correlacion, a partir de los cuales se
calcul6 la constante Ksv (Figura 4).
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Figura 4. Grafico de Stern-Volmer para la titulacién
fluorométrica de lisozima con fenolftaleina a pH 4. (R = 0.9965 a
20°C,R=0.9923a 259y R =0.96204 a 30 C).

En la figura 5 se presenta el grafico de la ecuacién
modificada de Stern-Volmer, ecuacién [4] a cada
temperatura estudiada para la titulaciéon fluorométrica
de la lisozima con fenolftaleina a pH 4. Se observaron
buenas relaciones lineales, a partir de la pendiente se
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calcul6 la estequiometria de la interacciéon (n) y de la
ordenada al origen se calculé la constante de unién Ku,
para el complejo lisozima-fenolftaleina.
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Figura 5. Grafico de Stern-Volmer modificado para el
apagamiento de la intensidad de fluorescencia de la lisozima
por titulacién con fenolftaleina. (R = 0.99346 a 20 °C, R = 0.99716 a
25°Cy R=0.98111 a 30°C).

En la tabla 1 se presentan los resultados para Ksv, kq, Ku
y n, para la formaciéon del complejo lisozima-
fenolftaleina, obtenidos a partir de las ecuaciones 3y 4y
los graficos de las figuras 5 y 6.

Tabla 1. Parametros de Stern-Volmer en la interaccidn
lisozima-fenolftaleina a pH 4.

T Ksv kq Ku n

(¢0) (M1) 1019(M1s1)  (M1)

20 699.7 6.997 1267.7 1.14
(%£0.05)

25 474.4 4.744 3432.8 1.22
(x0.04)

30 459.5 4.495 4944 4 1.34
(x0.09)

Ya que si kq > 2 x 1010 M-1s1 el mecanismo de
apagamiento es estatico (Delavari et al. 2015) y si es
menor entoces es dinamico. De acuerdo a los valores de
kq reportados en la tabla 1, se concluye que el
mecanismo de interaccion entre la lisozima y la
fenolftaleina es estatico, teniendo una estequiometria de
1:1.

Propiedades termodinamicas

Los valores de Ku evaluados en este trabajo (tabla 1),
fueron utilizados para construir un diagrama de van'’t
Hoff, como el reportado por Suryawanshiet al. (2016). En
la figura 6 se presenta el diagrama de van't Hoff para la
formacién del complejo lisozima-fenolftaleina a partir de

la pendiente se calcul6 el cambio de entalpia, AH = 100.7
k] /mol y el cambio de entropia AS = 403.9 J/molK.
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Figura 6. Diagrama de van’t Hoff para la interaccién de la
lisozima y fenolftaleina a pH 4. (R = 0.96842).

Para la interaccion lisozima fenolftaleina a pH 4, se
obtuvo que tanto AH > 0, como AS > 0, de acuerdo a Ross
y Subramanian (1981), se tiene que el tipo de interaccién
que se da entre la proteina y el ligando corresponde a
interacciones de tipo hidrofébico.

En la tabla 2 se presentan los valores de las propiedades
termodinamicas para la interaccidn entre la lisozima y la
fenolftaleina a pH 4. El aumento de AGu en funcién de la
temperatura implica que la interaccién es favorable.

Tabla 2. Propiedades termodindmicas de la interaccion
lisozima-fenolftaleina a pH 4.

T Ku AG* AH AS
(°Q) (M) (J/mol)  (kJ/mol)  (J/molK)
20 1267.7 -17405.7 100.7 403.9
25 3432.8 -20170.7
30 49444  -21428.1
* AG = -RT In Ku
Conclusiones

Se estudi6 la interaccidn no covalente entre la lisozima y
la fenolftaleina a pH 4, por seguimiento del apagamiento
de la fluorescencia. Se observd la formaciéon de un
complejo lisozima-fenolftaleina con una estequiometria
1:1 y una interacciéon de tipo estatico. Ademas, se
determinaron los pardmetros termodindmicos y se
obtuvo que tanto AH como AS fueron mayores a cero, lo
que implica que las fuerzas predominantes durante la
interacciéon no-covalente son de naturaleza hidrofébica.
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