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INTRODUCCION

A comienzos de este siglo, y dentro de las nacientes investiga-
ciones bioldégicas, comenzaron a desarrollarse toda una serie de
estudios acerca de la accién de agentes antibacterianos. Tras
algunos resultados que mostraban la presencia de actividades
bacterioliticas en diversas secreciones y tejidos, en 1922, Fle
ming concluyd que dichas actividades eran enzimas a las que de-
nomind "Enzimas Liticas o Lisozimas", Desde entonces, el estu-
dio de estos sistemas enzimiticos ha constituido uno de los més
significados objetivos de numerosos grupos de investigacién. La
razdn de este hecho estriba en la amplia distribucién que esta
enzima presenta en los seres vivos. As{, aunque en la actuali-
dad la actividad bacteriolitica que exhibe la lisozima estéd to-
talmente definida en lo que a su expresibén quimica se refiere,

su funcidn bioldgica no estd suficientemente establecida.

Las lisozimas presentan dos actividaes hidroliticas: N-acetil-
muramidasa sobre polisacéridos de paredes bacterianas y N-ace-
til-glucosaminidasa sobre polfmeros de quitina. La primera de
estas acciones de la lisozima podr{a indicar una participaciédn
de la enzima en los mecanismos generales de resistencia a infec
cién bacteriana, Sin embargo, la accién litica de la lisozima

en estos procesos no estd suficientemente esclarecida,

Los resultados obtenidos con las diferentes lisozimas aisladas
han permitido establecer una relacién de las propiedades que
ha de presentar una proteina para que se la pueda considerar
como lisozima, Estas propiedades se concretan en los siguien-

tes puntos:
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1. Alta basicidad. Se trata de proteinas cuyo punto isoeléctri
co suele ser superior a 11.

2. Bajo peso molecular., Todas las aisladas presentan valores
comprendidos entre 14000 y 25000 Dalton.

3. Estabilidad a pH écido y alta temperatura.

4, Inestabilidad a pH bédsico. Fese a ello pueden presentar ac-
tividad incluso a pH 9.

5. Capacidad de 1lisis sobre suspensiones de Micrococcus lyso-

deikticus. Es la caracteristica esencial de este grupo de

enzimas,

Dentro de las proteinas que cumplen estas caracteristicas se han
podido establecer distintos grupos atendiendo a sus propiedades
comunes:

Tipo 1. Lisozimas con actividad primaria de muramidasa y débil
actividad de quitinasa. A este grupo pertenecen la de clara de
huevo de gallina y todas 1las humanas. Se les denomina lisozimas
tipo C (ohicken). Tienen un peso molecular de 14000-15000 Dalton
y su aminohcido N-terminal es lisina.

Tipo 2. Lisozimas unicamente con actividad de muramidasa. A es-
te grupo, denominado tipo G (goose), pertenece la de clara de
huevo de ganso. Tienen asimismo un peso molecular de 14-15000
Dalton y su aminodcido N-terminal es arginina,

Tipo 3. Se trata de lisozimas que poseen fundamentalmente acti-
vidad de quitinasa. A este grupo pertenecen las lisozimas de
plantas, con un peso molecular alrededor de 25000 Dalton y gli-
cocola como residuo N-terminal,

Tipo 4, Configuran este grupo las lisozimas aisladas de bacte-

riéfagos. Su peso molecular es del orden de 20000 Dalton y su
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aminoldcido N-terminal es metionina.

Tipo 5. Esté constituido por la lisozima aislada de Chalaropsis.
Bu peso molecular es de 23000 Dalton y su aminoicido N-terminal
es treonina,

Tipo 6. Se trata del Gltimo grupo definido hasta la fecha, A &1
pertenece la enzima de estrella de mar, con un peso molecular

de 15500 Dalton y serina como aminodcido N-terminal,

Esta divisién se ha establecido en base a tres criterios funda-
mentales: estructura primaria, propiedades inmunolégicas y ca-

racteristicas enziméticas.

El objetivo del presente trabajo ha sido la caracterizacién es-

tructural de dos nuevas lisozimas, la del insecto Ceratitis capi-

tata y la de la tortuga Testudo graeca, purificada esta Gltima en

una sola etapa de afinidad funcional, Dicha caracterizacién se ha
llevado a cabo en base a propiedades espectroscépicas de las ci-
tadas proteinas, de tal forma que la comparacidén se establece en
base a estructuras de orden superior, secundaria y terciaria, lo
que ofrece una nueva perspectiva para el estudio de este grupo

de enzimas, Todos los estudios realizedos han implicado también
a la enzima de clara de huevo de gallina, la proteina més estu-
diada de las que configuran este grupo y,por consiguiente, per-

fectamente vAlida como referencia,

El estudio e-tructural realizado considera también la secuencia
de aminodcidos de la enzima del insecto, as{ como la caracteri-
zacibén molecular de la protefna aislada de clara de huevo de tor
tuga. Lo expuesto a continuacibén se centra fundamentalmente en

el comentario de los resultados obtenidos,



PURIFICACION DE LISOZIMA

La enzima aislada de huevo del insecto Ceratitis capitata se ha

purificado segin un esquema de cinco etapas: homogeneizado del
material biolégico en medio dcido, incubacién a 65°C durante cin
co minutoes, cromatografia en Amberlita CG-~S50 realizade a pH 6,7,
Yy sendas cromatograffas de penetrabilidad en Sephadex G-25 me-
dium y G-75 respectivamente (1). E1 tratamiento térmico que se
introduce en este esquema de purificacién, aprovechando la eleva
da estabilidad térmica de las lisozimas, es la primera vez que
se emplea en la purificacién de estas enzimas, siendo de crucial
importancia para el aislamiento de la enzima de este material
biolégico, La proteina purificada en base a este esquema se mues
tra homogénea segin los usuales criterios de pureza considerados

para estos biopolimeros.

La purificacién de la enzima de clara de huevo de tortuga se lle
va a cabo en una Unica etapa, por cromatografia de penetrabili-
dad en Biogel A 0,5m, Este método de aislamiento en una sola eta
pa estd basado en 1la interaccibn selectiva que se observa entre
lisozimas y geles de agarosa (2). Es el resultado de la simili-
tud estructural entre quitina, polisacéridos de paredes bacteris
nas y agarosa, lo que se traduce en una anormal retencibén de las
lisozimas en soportes cromatogrdficos que contienen agarosa. Es-
ta retencibén es funcibdn del contenido en agarosa del soporte pa-
ra cromatograf{a de penetrabilidad que se considere, siendo méxi
ma en Biogel A 0.5m con un 10% en este polisacérido. La anormal
retencién de estas enzimas, fruto de su afinidad funcional con

el soporte cromatogréfico, se manifiesta por un volumen de elu-
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cién para las lisosimas muy superior al volumen total de la co-

lumna cromatogréfica.

La posible aplicacién de este procedimiento como método general
para la purificacién de lisosimas depende de dos factores: afi-
nidad de la enzima conniderada por los geles de agarosa y concen
tracién de la proteina en el material biolbgico de partida. Afi-
nidades bajas por el soporte cromatogréfico se traducen en la ne
cesidad de nuevas etapas de purificacién. Por el contrario, una
elevada afinidad puede conducir a una gran dificultad para la
elucién de la enzima del gel cromatogréfico. Respecto sl segun-
do de los factores citados, una baja concentracién de lisozima
en el material biolégico de partida obligaris a cromatografiar
grandes volfimenes de muestra, con las légicas dificultades que
esto entrafia. En el caso de la enzima de insecto se presentan
negativamente ambos factores, razén por la que no es viable el

método de purificacién en una sola etapa.

Las ventajas de la purificacién de lisozima por cromatografia

en geles conteniendo agarosa, son patentes si consideramos sus
resultados finsles., La enzima de clara de huevo de tortuga, pu-
rificada por este método, se obtiene con un rendimiento del 90%,
mientras que la del igsecto, purificada por un procedimiento con

vencional, sélo se consigue con un 58% de rendimiento.

El procedimiento empleado para la purificacién de la enzima de

clara de huevo de tortuga permite ademds la obtencién d§ la pro-
teina con elevada actividad especifica, ya que durante el proce-
so de purificacidén se eliminan formas enziméticas con menor afi-

nidad por agarosa, andlogo estructural del sustrato de la ensima.
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Este hecho es patente si consideramos su aplicacién a la enzima
de clara de huevo de gallina, Esta, purificada por cromatografia
en Biogel A 0,5m, se obtiene con un rendimiento del 100% ¥y una ac
tividad especifica de 40783 unidades/ mg (3), valor superior a

los normalmente descritos para esta enzima.

CARACTERIZACION MOLECULAR

En 1a tabla I se recogen los parémetros moleculares determinados

para las lisozimas de C.,capitata y T.graeca, en comparacién con

los descritos para la enzima de clara de huevo de gallins,

Tabla I. Caracteristicas moleculares de las lisozimas de C.capi-
tata y clara de huevo de tortuga y gallina,

C.capitata tortuga gallina
Radio molecular(R) 22.6 19.1 19,1 (&)
Coeficiente de difu '
sién(Fick) B 9.5 1.2 11.2 (&)
Volumen especifico
parcial(cm’/g) 0.736 0,728 0.703 (5)
E(0.1%, 1 cm) 0,405 1.640 2.635 (5)
Peso molecular 23200 14500 14000 (5)

La determinacién del radio molecular o equivalente del radio hi-
drodinémico de la proteina se ha llevado a cabo por el procedi-
miento de Ackers (6). El coeficiente de difusién se determina en
base a su relacién con el radio molecular (7). E1l volumen especi
fico parcisl se ha determinsdo segin el procedimiento de Cohn ¥y
Edsall (8)., El valor de la densidad Sptica para una disolucién
de las enzimas al 0,1% (p/v) a los 280 nm se ha determinado por
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el método de Wetlaufer (9). E1 peso molecular se determina por
cromatografia en columna de Sephadex G-200 calibrada y electro-
foresis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato

sbdico (SDS).

El radio molecular de la enzima del insecto es superior al de la
enzima de clara de huevo, bien porque posea un peso molecular ma
yor, bien por alejarse su forma molecular de la esfericidad a lo
que podrian contribuir los hidratos de carbono que posee la enzi

ma tras el proceso de purificacién (10),

COMFOSICION DE AMINOACIDOS

En la tabla II se recoge la composicidén de aminodcidos de las
dos lisozimas estudiadas en comparacidén con la de clara de huevo
de gallina, Los resultados que se consideran ya tienen en cuenta
la descomposicién que serina y treonina presentan en funcibn del
timpo de hidrélisis, asi como la lenta liberacién de los resi-
duos de valina e isoleucina. E1 contenido en triptéfano se deter
mina por métodos espectrofotométricos (11,12) y el de cisteina

a partir de hidrolizados de la proteina carboximetilada, La de-
terminacidén de la susencia de grupos -SH libres se lleva a cabo
mediante reaccién con 4cido 5,5'-ditiobis-~(2-nitrobenzoico) (13)
las diferencias més significativas, en lo que a la composicién
de aminodcidos se refiere, se pueden observar en el contenido en
triptéfano y cisteina, La enzima de C,capitata posee un tnico re
siduo de triptéfano, mientras que las de clara de huevo de tortu
ga y gallina presentan tres y seis respectivamente, Si considera
mos que de los 6 sub-sitios que configuran el centro activo de la

enzima de clara de huevo de gallina,unc de ellos,el C,estd cons-
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Tabla JI, Composicibén de aminodcidos de lisozimas de diferentes

origenes.
aminodcido C.capitata tortuga gallina(IB)fago T 4(16)
aspartico 20 - 21 13 21 22
treonina 1?7 8 7 11
serina 12 13 10 6
glutémico 27 14 5 13
prolina 13 7 2 3
glicocola 17 - 18 9 12 11
alanina 13 8 12 15
cisteina 4 6 8 2
valina 10 11 6 9
metionina 2 1 2 5
isoleucina 14 - 15 6 6 10
leucina 15 - 16 9 8 16
tirosina 3 5 3 6
fenilalanina 5 6 3 5
histidina 5 2 1 1
lisina 23 11 6 13
arginina 9 7 11 13
triptdfano 1 3 6 3

tituido fundamentalmente por residuos de triptdéfano (Trp 62 y 63)
y que posiblemente el triptéfano 108 esté también implicado en la
catélisis; las diferencias en el contenido de este aminodcido po-
drfan justificar las diferencias de actividad especifica. La enszi
ma del insecto, con un solo residuo de triptéfano, posee una acti
vidad especifica de 36 unidades/mg, mientras que las de tortuga

y gallina con 3 y 6 respectivamente, presentan 10000 y 40783 uni

dades/mg.

El mayor n@umero de puentes disulfuro que presentan las enzimas
de clara de huevo, 3 la de tortuga y 4 la de gallina, frente a
2 1la del insecto, darfa cuenta de una mayor estructuracién para

las dos lisozimas de vertebrados,
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En esta tabla se ha incluido también la composicién de aminoaci
dos de la enzima de fago T4, ya que,como se discutiré més adelan
te, e8 con esta enzima con la gque presenta mayor homologia es-

tructural la lisozima del insecto, segin se desprende de los da

tos de secuencia de aminoécidos.

ESTUDIO CONFORMACIORAL
Para este estudio se han considerado dicroismo circular y espec
troscopia de absorcién ultravioleta, como métodos espectroscépi

cos de andlisis de estructuras secundaria y terciaria.

En la figura 1 se recogen los espectros de dicrofsmo circular,
tanto en la regién del ultravioleta lejano como préximo, de las

lisozimas consideradas para este esiudio.

210 220 2% 240 nm 20 200 20 290 30 %0
R B/
_2._ /;.::
- - # 48
_4_ //' ;l::
./ { 14
-6/ #
i/ / Z
t',C> -8 \-il A - 03
E10! =
I i 18
2ff
42
116
4r—20

Figura 1., Espectros de diecroismo circular en el ultravioleta le
Jano (%)

y préximo (B),de las lisozimas de C.capitata (---)y
clara de huevo de gallina (—), tortuga (—=—=) y paloma (---).
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El anfdlisis de los espectros en el ultravioleta lejano (figura 1)
segun el método de Greenfield y Fasman (17) proporciona los valo

res de estructura secundaria que se recogen en la tabla III,

Table III. Porcentajes de estructura secundaria de lisozimas de
diferentes origenes.

C,capitata tortuga gallina(lsgaloma(lg)

 -hélice 7 28 41 29
estructura/B 27 25 16 25
cadena estadistica 66 LY 43 46

La lisozima de clara de huevo de paloma se ha purificado por el
mismo procedimiento descrito para la enzima de clara de huevo de
tortuga (19).

Como se puede apreciar de estos resultados, asi como de los es-
pectros de dicroismo circular en la regién del ultravioleta le-
jano, el grado de estructuracién de las tres enzimas de clara de

huevo es superior al de la lisozima de insecto.

En la figura 1B se muestran los espectros de diecroismo circular
en el ultravioleta préximo para las cuatro lisozimas. La de cla
ra de huevo de gallina presenta una banda dicroica positiva en
la zona de los aminoécidos arométicos. La estructura fina de es-
ta banda ha sido asignada a transiciones W»W'de triptéfano (20-
22). La elipticidad negativa que se manifiesta en la zona de
260-270 nm puede ser debida a transiciones lLa de los residuos
de triptéfano. En esta zona, las enzimas de C,capitata ¥y clara
de huevo de tortuga no presentan transiciones electrbdnicas asi-

métricas que se reflejen en el espectro de dicroi{smo circular,
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El hecho de que el finico residuo de triptdfano de la enzima de
C.capitata no muestre actividad 6ptica indicarf{a una alta expo-
sicién de dicho residuo, no siendo afectado,por tanto, por el

plegamiento de la cadena polipeptfdica. Este hecho se traduci-
ria en una elevada polaridad del microentorno de dicho residuo

de triptéfano.

En la enzima de clara de huevo de gallina resulta dificil asig-
nar las transiciones electrénicas asimétricas de triptéfano a
residuos concretos en 1la cadena polipeptidica. Este problema
es comin a todas las protefnas con un nfimero elevado de croméb-
foros potencialmente activos, como es el caso de esta enzima.
Tanaka et al. (20) y Kuramitsu et al.(21) concluyen que ni el
residuo Trp-62 ni el Trp-108 (residuos del centro activo de la
enzima de clara de huevo de gallina; 14) contribuyen a la elip
ticidad de la proteina en la regién del ultravioleta préximo,
mientras que Cowburn et al, (22) sostienen que es el residuo
Trp-108 el que mds contribuye a la elipticidad en dicha zona.
El hecho de que la enzima de clara de huevo de tortuga presen-
te tres Ginicos residuos de triptéfano y una actividad especi-
fica comparable a la de la enzima de gallina, as{ como el ca-
rdcter homélogo de ambas proteinas, permite establecer que di
chos residuos formen parte del centro catali{tico de la enzima
de clara de huevo de tortuga. Un razonamiento similar se po-
dri{a establecer para la enzima del insecto respecto a su fnico
residuo de triptéfano, Estos datos apoyarian la hipétesis de
Panaka et al, (20) y Kuramitsu et al. (21), en el sentido de
que no son los triptéfanos del centro activo de la lisozima

de clara de huevo de gallina los responsables del dicroismo
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circular que la enzima exhibe en la regién de los amino&cidos
aromdticos, Al no presentar dicroismo circular en esta zona las
lisozimas de insecto y clara de huevo de tortuga, no serdn los
tript6fanos del centro activo los que proporcionen bandas dicroi.

cas en esta regidn del espectro,

En base al razonamiento desarrollado, la banda dicroica negati
va que en la zona del ultravioleta préxime presenta el espectro
de la enzima de clara de huevo de paloma, se deberis & transi-
ciones electrénicas asimétricas de residuos de tirosina., Esta

hipétesis se ve confirmada por la ausencia en dicho espectro de
1la banda de elipticidad negativa en la zona de 260-270 nm asig-

nada a transiciones eleotrénicas de residuos de triptéfano.

En la figura 2 se recogen los espectros de absorcién ultravio-
leta para las lisozimas estudiadas, La enzima de clara de huevo
de gallina presenta un méximo de absorcién & 280 nm, observéndo
se, asimismo, dos hombros claramente diferenciables a 275 y 289
nm, Tanto el aspecto cualitativo como cuantitativo de dicho es-
pectro estdn de acuerdo con el elevado contenido en triptéfano
que presenta esta proteina (15). El alto coeficiente de extin-
cién molar de este crombéforo a 280 nm (5550 M'lcm'l)(9) vy los
seis residuos de triptéfano que presenta esta proteina dan cuen
ta de su elevada densidad 6ptica & 1la longitud de onda conside-
rada. E1 hombro a 289 nm es, asimismo, reflejo del alto conteni-
do en triptéfano. E1 hecho de que la lisozima de clara de huevo
de gallina presente doble nimero de tript6fanos que de tirosines,
as{ como el menor coeficiente de extincién molar de las transi-

ciones H-tt"de este @ltimo (1340 Mlenl & 280 nm (9), contribu-
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Figura 2, Espectros de absorcién de las lisozimas de C.capitata
(- --g Yy glara de huevo de gallina (—), tortuga (- -= =) y pa-
loma ———) e

yen a la configuracién final del espectro de absorcién de la pro

teina,

La enzima de clara de huevo de tortuga presenta un méximo de ab
sorcién a 277 nm y hombros ligeramente diferenciados a 260 y 282
nm, El desplazamiehto hacia el azul experimentado por el méximo
de absorcién, en relacién con el de clera de huevo de gallina,

puede ser debido al mayor contenido en tirosina que presenta a-

quella enzima. E1 menor nfimero de triptéfanos justificaria la
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ausencia de hombro significativo alrededor de 290 nm.

La lisozima de clara de huevo de paloma presenta un mlximo de ab
sorcién a 278 nm, dos hombros poco manifiestos a 257 y 265 nm,
as{ como uno claramente diferenciado a 290 nm, En este caso, a
diferencia de la enzima de clara de huevo de tortuga, el hombro
a 290 nm aparece claramente diferenciado. La lisozima de paloma,
alin teniendo el mismo nQmero de triptéfanos que la de clara de
huevo de tortuga,presenta menos tirosinas (19), razén por la que

la absorcién de triptéfano se manifiesta con mayor intensidad.

El espectro de absorciédn de la lisozima del insecto C,capitata
presenta un médximo de absorcién a 275 nm. Asimismo, se observan
cﬁatro hombros a 283, 268, 264 y 258 nm. Las caracteristicas de
este espectro son Jjustificables en base al reducido contenido

en aminoicidos arométicos que presenta la protefna, 1 residuo

de triptéfano y 3 de tirosina, E1 hecho de que el méximo de ab-
sorcién de la proteina aparezca a menor longitud de onda que en
las otras enzimas, probablemente se debe a gque esta lisozima
presenta la mayor relacién Tyr/Trp, 3, mientras que para las de
clara de huevo de tortuga, paloma y gallina es 1,67, 1,00 y 0,50

respectivamente,

En la figura 3 se recoge el resultado del anflisis por primera
derivada de los espectros de absorcidén ultravioleta. Como se pue
de apreciar en esta figura, el méximo correspondiente al primer
punto de inflexién de los espectros aparece en la enzima de C.ca
pitata desplazado hacia menores longitudes de onda con respecto
a las proteinas de clara de huevo. Esto indicaria un microentor

no de mayor polaridad para el finico residuo de triptéfano de la
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Figura 3. Representacién gréfica de la primera derivada de los

espectros de absorcién ultravioleta de las lisozimas de C,capi-
tata (-~ ¢ =) clara de huevo de gallina (—), tortuga (—-—

¥ paloma (---{.

enzima del insecto, ya que en esta zona del espectro la méxima
contribucién se debe a este tipo de residuos. Este resultado pd
dr{a indicar un cardcter mds superficial para dicho triptéfano,
bien debido a una menor estructuracién de la proteina o bien,
caso de encontrarse éste situado en el centro activo, mostrar
unha menor hidrofobicidad. Hay que destacar el papel catalitico
esencial que desempefian los residuos de triptéfano en la enzima
de clara de huevo de gallina (14)., El cardcter hombélogo de ambas
proteinas hace esperar que el finico tript6fano de la enzima del
insecto form¢ parte del centro activo. Este resultado esta de
acuerdo con el obtenido por dicroismo circular en el ultravio-
leta préximo, en el sentido de una elevada exposicién del resi-

duo de triptéfano de la enzima de C.capitata.
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Los gréficos de primera derivada para las lisozimas de tortuga
Y paloma son muy similares, como cabfa esperar en base al idén-
tico contenido en triptéfano que presentan ambas proteinas. Las
diferencias que presentan en el contenido en tirosina son menos
importantes debido a la menor contribuciébn espectral de este

croméforo,

En resumen, las tres lisozimas de clara de huevo presentan es-
tructuras secundarias similares, considerando las limitaciones
del método de célculo, en base a las medidas de dicrofsmo cir-
cular. Asimismo, pueden presentar similar estructura terciaria,
aunque las diferencias en estructura primaria serian las respon
sables de la ausencia de actividad éptica en el ultravioleta
préximo para la enzima de clara de huevo de tortuga, y de 1la
banda dicroica negativa en la lisozima de paloma, La lisozima
del insecto presenta claramente una distinta estruetura secun-
daria, con gran proporcién de cadena estadistica, Este hecho,
asi como su mayor peso molecular parecen indicar que las dife-
rencias de elipticidad por residuo en el ultravioleta préximo
reflejarfan, no sélo una distinta secuencia de aminodcidos,
sino ademds diferente estructura terciaria con respecto a las

otras tres lisozimas.

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA REGION R-TERMINAL DE LA LISOZIMA
DE CERATITIS CAPITATA

La determinacién se ha realizado por método automético en Se-
quencer Beckman 890 B, El programa empleado para la determina-
cién es el 060275 de Beckman Instruments (Palo Alto, California,

USA) modificado para las caracteristicas del instrumento emplea
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do. Fundamentalmente se ha incrementado la duracién de las eta-
pas en las que se produce vacio en la copa de reaccién, con ob-
jeto de conseguir una méxima eliminacién de disolventes y reac-
tivos. El programa empleado es de 56 etapas y su duracidn apro-
ximada de dos horas (23). La identificacién de las feniltiohi-
dantoinas obtenidas por conversidén en medio 4cido de las anili-
notiazolinonas producidas en la degradacién secuencial, se ha
llevado a cabo por los procedimientos siguientes: cromatogra-
f{a gas-l{quido (24,25), cromatograffa en placas de poliamida
(26) y cromatografia en placas de silica-gel (23). La identifi
cacién de las feniltiohidantoinas correspondientes a histidina
y arginina se ha llevado a cabo por los reactivos de Pauly (27)

y fenantrenoquinona (28).

Los resultados de esta determinacidén se recogen en la figura 4,
en la que aparecen ademis las secuencias de las regiones N-ter-
minal de las enzimas de bacteriéfagos y clara de huevo de galli
na, Como se puede apreciar en dicha figura, las secuencias de
mayor homologia con respecto a la enzima del insecto son las

de fago T4 y T2, Las posiciones 1, 3, 4, 15 y 20 de la secuen-

cia de aminodcidos son coincidentes para las tres enzimas,

Como se puede apreciar en los 30 primeros residuos de la liso-
zima de C,capitata existe un elevado contenido en valina, iso-
leucins y prolina, aminodcidos que presentan gresn dificultad
para la hidrélisis de los enlaces peptfidicos en los que inter-
vienen, Esta puede ser la causa de un brusco descenso en el
rendimiento del proceso a partir del residuo 22, de tal forma

que s6lo es posible la identificacién de 8 residuos méds.
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Figura 4. Secuencia N-terminal de la lisozima de C.capitata en
comparacién con las de las enzimas de bacteriéfagos y clara de
huevo de gallina,

. 5 10
C.capitata Met-Gln-Ile-Phe-Val-Lys-Thr-Leu-Thr-Gly-Lys-Thr-

fago T4 (29) Met~Asn-Ile-Phe-Glu-Met-Leu-Arg-Ile-Asp-Glu-Gly-
fago T2 (29) Met-Asn-Ile-Phe-Glu-Met-Leu-Arg-Ile-Asp-Glu-Gly-
fago A (29) Met-Val-Glu-Ile-Asn-Asn-Glu-Arg-Lys-Ala-Phe-Leu-
gallina (15) Lys-Val-Phe-Gly-Arg-Cys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala-Met-

C,capitata —Ile-Thr-Liz-Glu-Val-Glu—ProéAgg)ASP-Thr-Ile-Asp-

fago T4 -Leu-Arg-Leu-lys-Ile-Tyr-Lys-Asp-Thr-Glu-Gly-Tyr-

fago T2 ~-Leu~Arg-Leu-Lys-Ile~Tyr-Lys-Asp-Thr-Glu-Gly-Tyr-

fago X -Agp-Met~Leu-Ala-Trp{Asx,Asx,Thr,Ser,Glx,Gly,Gly,

gallina -Lys-Arg-His-Gly-Leu~-Asp-Asn-Tyr-Arg-Gly-Tyr-Ser-
25 30

C.capitata {£ProjVal{AspiAla-Arg-Ile-

fago T4 ~Tyr-Thr-Ile~Gly-Ile-Gly-

fago T2 ~Tyr-Thr-Ile-Gly-Ile-Gly-

fago P JArg,Glx,lys,...

gallina -Leu-~Gly-Asn-Trp-Val-Cys-

TRATAMIENTOS PROTEQOLITICOS DE LA LISOZIMA DE C,CAPITATA

En este sentido se han considerado hidrélisis tr{ptica y quimo-
triptica de la enzima del insecto. En ambos tratamientos la re-
lacién lisozima a enzima proteolitica ha sido de 100:1. Con el
fin de obtener resultados vdlidos para la determinacién de la
estructura primaria de la enzima de insecto, se han utilizado

preparaciones de tripsina carentes de actividad quimotriptica
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(tripsina tratada con TPCK, l-tosilamido-2-fenil-etil-clorome-

tilcetona, inhibidor quimotriptico) y de quimotripsina tratada

con TICK, N -tosil-L-lisil-clorometano, inhibidor triptico.

Ambes digestiones se han llevado a cabo durante 4 horas y a una

temperatura de incubacién de 37°C,

La separacibn de los péptidos resultantes de ambos tratamien-

tos proteoliticos se lleva a cabo en primera instancia, y como

parte de la caracterizacién estructural de la protefna, en un

sistema doble de electroforesis y cromatograffas, Las condicio-

nes de desarrollo de estos mapas peptidicos son las previamen-

te descritas (23)., La cantidad de proteina necesaria para poder

visualizar los péptidos obtenidos con el reactivo de ninhidrina

empleado

es de 5 nmoles,
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En la figura 5 se recogen los mapas triptico y quimotriptico de
la lisozima de C.capitata. Como se puede apreciar, el mapa trip
tico presenta 48 péptidos. Si consideramos el némero de residuos
que contiene la enzima del insecto susceptibles de ataque por
tripsina (23 lisinas y 9 argininas, total 32) y el ntGmero de
péptidos tripticos obtenidos, vemos que éste es bastante supe-
rior a lo esperado., Sin embargo hay que considerar algunos as-
pectos de cardcter experimental que presenta la hidrélisis trip
tica. En primer lugar, hay que tener presente la existencia de
determinadas secuencias que no son susceptibles de hidrélisis
por tripsina. Uno de estos casos es la secuencia -Lys-Pro-, Es-
to en principio reducir{a el nétmero de posibles péptidos tripti
cos, Sin embargo,hay que considerar que dos residuos bésicos
(1isina y arginina) sucesivos no son susceptibles de ataque con
un rendimiento del 100%, lo que incrementa el nfimero de pépti-
dos, Asf{, de una secuencia A-B-C-Lys-Lys-D- por hidrélisis trip
tica se podrfan obtener los fragmentos A-B-C-Lys, A-B-C~Lys-Lys,
Lys, D-... Indudablemente la proporcién en que aparecerian es-
tos péptidos no serfa la misma, traduciéndose é€sto en que los
menos abundantes aparecerf{an menos intensos trds el revelado

con el reactivo de ninhidrina. Segin esto, la intensidad del
color resultante del revelado con ninhidrina podrf{a considerar-
ge como criterio vAlido para detectar péptidos procedentes de
roturas poco significativas o inespecificas; sin embargo, esto
no es posible ya que la intensidad del color producido por reac-
cién con ninhidrina depende en gran parte del aminodcido N-ter-

pinal del péptido. As{, péptidos cuyo aminodcido N-terminal es
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isoleucina presentan un color poco intenso aunque se encuentren
en cantidad muy apreciable. Por ello, la inica posibilidad de
eliminar péptidos procedentes de rupturas menos especificas con-
siste en la determinacién cuantitativa de su composicién de ami-
nodcidos. De cualquier forma todo mapa peptfdico presentaréd siem
pre un importante componente de péptidos procedentes de este ti-

po de rupturas,

En el mapa quimotriptico de la enzima del insecto el nfimero de
péptidos visualizados es de 33, Si consideramos el nfimero de
residuos teoricamente susceptibles a un ataque quimotriptico
(15-16 leucinas, 3 tirosinas, 5 fenilalaninas y 1 triptéfano,
total 24-25) también se aprecia que el nfimero de péptidos obte-
nidos es ligeramente superior. La razbn probablemente es simi-
lar a la comentada para la hidrélisis triptica, aunque en este
caso al ser menos especifica lae quimotripsina es mds dificil op

tener conclusiones vélidas,

Un hecho general a todo tipo de hidrélisis y que contribuye a
incrementar el nGmero de péptidos visualizados mediante un ma-
pa bidimensional, es relativo a los péptidos que contienen me-
tionina, Este aminodcido puede sufrir oxidaciones parciales

que originan metionina sulfona, de manera que los péptidos que
contengan este aminodcido y Bse encuentren parcialmente oxidados
presentarén id4ntica movilidad electrofordtica (primera dimen-
8ién) pero distinto Rf cromatogrdfico (segunda dimensibén) au-
mentando de esta forma el niimero observado de péptidos. De cual
quier forma, este factor serd de menor importancia en la enzi-

ma del insecto, ya que 86lo posee dos residuos de metioniﬁa.
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Con el objeto de aislar la suficiente masa como para poder lle-
var a cabo la secuenciacién de los distintos péptidos tripticos,
se ha procedido a una hidrdlisis triptica con fines preparati-

vos., Se han digerido, en las condiciones previamente descritas,
400 nmoles (aproximadamente 10 mg) de lisozima del insecto. Los
fragmentos resultantes, todos ellos solubles en medio 4cido, se
separan inicialmente mediante cromatografia de penetrabilidad

en Sephadex G~25 medio., Las fracciones recogidas, de 0.7 ml, se
miden a 230 y 280 nm, a fin de disponer de datos sobre la rela-
cién tamafio a contenido en aminofcidos arométicos de los distin
tos péptidos. En la figura 6 se recoge el resultado de la cita-

da lectura espectrofotométrica.

Con el fin de evaluar el nGmero de componentes peptidicos pre-
sentes en cada fraccidén de la cromatograf{a anterior, una alf-
cuota de cada una de aquellas se somete a cromatograffa en ca-
pa fina sobre gel de silice, en un sistema de butanol, &cido
acético, agua, piridina (BAWP), El resultado del revelado de la
placa con el reactivo de ninhidrina se recoge también en la fi-
gura 6., En determinados casos, esta etapa descrita como analiti
ca, puede aplicarse con carécter preparativo para la purifica-
cién de péptidos fraccionados previamente por cromatograffa de

penetrabilidad o de intercambio iénico.

Como resultado de estas etapas cromatogréficas se han obtenido
con suficiente pureza una serie de péptidos tripticos de 1la 1i-
sozima de C,capitata, que se han secuenciado de forma manual.

Este proceso se ha llevado a cabo con isotiocianato de 4N ,N-di-

metilaminoazofenilo(DABITC) (30). Este reactivo origina degra-
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Figura 6, (A) Perfil del elufido de la cromatograf{a en Sephadex
G:gg medium (1 x 190 cm), equilibrada en écido acético 1 M, co-
rrespondiente a una hidrdlisis triptica de lisozima de C,capita
ta. (B) Cromatograf{a en capa fina de las fracciones del ange-
rior eluido cromatogréfico.



26

daciones secuenciales en forma andloga al clésico reactivo de
Edman (isotiocianato de fenilo, PITC), pero con la particulari-
dad de que las correspondientes dimetilamino-azobenceno-tiohi-
dantoinas son coloreadas a diferencia de las feniltiohidantoi-
nas que origina el PITC, Este hecho incrementa sensiblemente el
limite de deteccibén de los derivados obtenidos en el proceso de
degradacién secuencial, disminuyendo paralelamente la cantidad
de péptido necesaria para llevar a cabo la secuencia manual,

No obstante, el DABITC presenta el inconveniente de que no pro-
porciona rendimientos del 100% en las etapas de degradacién se-
cuencial. For ello, y con el fin de eliminar este claro inconve
niente que se traducirfa en contaminaciones por residuos que de
berian estar ya separados del péptido residual, el DABITC se em
plea acoplado con PITC (isotiocianato de fenilo) De esta forma,
el rendimiento de la etapa de degradacién conjunta es del 100%
¥ la sensibilidad del proceso se incrementa notablemente debido

a la presencia del DABITC,

Como resultado de los procesos de secuenciacién manual se han
obtenido las estructuras primarias de una serie de péptidos
tripticos de la lisozima de C,capitata., En la tabla IV se reco-

gen las secuencias obtenidas,

En la figura 7 se retogen las posiciones que ocupan los anterig
res péptidos secuenciados manualmente, en el mapa triptico de
la lisozima del insecto. Para llegar a esta asignacién ha sido
necesario eluir los correspondientes péptidos del mapa triptico
y proceder a su secuenciacién manual, Por consiguiente, estos

péptidos secuenciados se comportan como bandas homogéneas trés
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la separacién bidimensional que configura el mapa peptidico.

Tabla IV, Secuencia de aminodcidos de péptidos tripticos de 1li-
sozima de C.capitata.

T-2: LIS-LYS T-8: LIS-ASP-LIS

T-3: LYS_ASN-LYS T-10: LEU-GLY-SER-ARG
T-4: LYS T-11: THR-LEU-THR-GLY-LYS
T-5: ARG T-1%: ALA-ASP-GLN-TYR.LYS

Tw6: ALA-SER-LYS

La numeracién de estos péptidos tripticos se ha realizado aten-
diendo a su posicidén en el mapa geptidico de la protefna, y de
forma independiente de la gosici n que ocupan en la secuencia

de aminoicidos de la proteina.
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Es de destacar el hecho de que la secuencia del péptido tripti-
co T-11 es coincidente con la de las posiciones 7 a 11 de la re
gién N-terminal de la proteina nativa, determinadas por secuen-
cia automética. Asimismo, T-4# y T-5 corresponden a los aminoéci
dos bésicos, lisina y arginina libres, Los péptidos T-2 y T-3

ponen de manifiesto el hecho anteriormente descrito, relativo
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a la existencia de puntos de hidrélisis inespeci{ficos desde un
punto de vista tedrico, y que contribuia a incrementar el niime-
ro de péptidos resultantes de un tratamiento proteolitico, As{,

para la secuencia que presenta T-3 el {inico péptido que cabfa es

perar es Asn~Lys.

HIDROLISIS CON BrCN DE LA LISOZIMA DE C,CAPITATA

La degradacién con BrCN se ha llevado a cabo durante 47 horas,
a temperatura ambiente y en oscuridad, E1 anélisis electroforé
tico de los fragmentos resultantes revela la existencia de dos
bandas de movilidad inferior a la de la proteina intacta, en
las condiciones en las que se realiza esta electroforesis en
gel de poliacrilamida (31). Asimismo, este anAlisis electrofo~
rético no revela practicamente la existencia de proteina intac
ta. Este resultado es de gran interés si se considera la estra-
tegia de secuencia para la proteina del insecto. Esta lisozima
posee solamente dos residuos de metionina, uno de los cuales se
encuentra en la posicién N-terminal de la cadena polipeptidica,
E1l hecho de que la ruptura por BrCN transcurra con un rendimien
to préximo al 100% permite la obtenciém, en gran rendimiento,
de dos péptidos de gran utilidad cara al solapamiento de las
secuencias de aminodcidos de estructuras de menor tamafio mole-
oular, Conviene recoérdar la existencia de secuencias, como
-Met-Ile~ no atacables por BrCN (32), o bien de otras en las
que el rendimiento es muy bajo; tal es el caso de la secuencia

-Met-Thr- que suele presentar rendimientos de tan sélo 30%,

Con objeto de disponer de masa suficiente para posteriores es-

tudios, se ha procedido a la separacién preparativa de los pép
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tidos resultantes del tratamiento con BrCN. Se ha empleado para
ello una cromatografia de penetrabilidad en Sephadex G25.En la

figura 8 se recoge el resultado de esta etapa.

Ab5230
BrCN 11

BrCN I

1 s ] 1 "

5 10 15 20 25 fr. ne

Figura 8, Perfil del eluido de la cromatograffa en Sephadex G25
(1 x 200 cm), equilibrada en (NH,)HCO, O,1 M, correspondiente
a la hidrélisis con BrCN de la lisozi a del insecto C,capitata.

Como se puede observar en la figura, en el eluido se aprecian
dos picos claramente diferenciables y correspondientes a cada
una de las dos bandas obtenidas en electroforesis en gel de po-
liacrilamida para el hidrolizado con BrCN, Si se considera que
el eluido de la cromatograf{a se ha registrado a 230 nm y que
por consiguiente la absorcién medida tendrd como contribucién
mayoritaria la del enlace peptidico, se puede concluir que el
péptido designado como BrCN-II contiene sproximadamente las

dos terceras partes de la cadena polipeptidica.

Sobre los dos péptidos purificados se ha procedido a un anéli-
8is de secuencia automética en las condiciones empleadas para

la determinacién sobre la protefna intacta. Como resultado de
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este proceso se ha comprobado que el péptido BrCN-I contiene la
regién N-terminal de la cadena polipeptidica. Referente al pé&p-
tido BrCN-II la secuenciacién automitica de su regiédn N-termi-

nal ha proporcionado el resultado que se recoge en la figura 9,

Figura 9, Secuencia de aminodcidos de la regién N-terminal del
peptido BrCN-II obtenido a partir de la lisozima de C,capitata,

Asn-Lys-Glu-Phe-Glu-Lys-Val-Thr- ~Gly-Asp-Ala-
5 10

Como se deduce de este resultado, la hidrélisis de la proteina
por BrCN transcurre a través del enlace Met-Asn, ademas del en-
lace Met-Gln correspondiente a la regién N-terminal de la cade-

na polipeptf{dica.

Los criterios de identificacién empleados en el andlisis de
las correspondientes feniltiohidantoinas pesultantes de las etg
pas de degradacidén secuencial, proporcionan resultados negati-
vos para la posicién 9 del péptido BrCN-II, Con objeto de eli-
minar la posibilidad de un error instrumental en este ciclo de
pecuencia, se ha repetido el proceso tres veces obteniéndose
idéntico resultaddﬁ Este hecho puede ser debido a diferentes
causas, En primer lugar puede tratarse de un aminodcido de los
facilmente degradables en el proceso de conversién de la enili-
notiazolinona a feniltiohidantoina. Este es el caso de treoni-
na, serina, prolina y triptéfano, normalmente., Puede tratarse

también de un residuo modificado covalentemente, por ejemplo
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un aminodcido unido covalentemente a un resto hidrocarbonado, que
presente como resultado de esta modificacién un comportamiento
cromatogréfico anémalo y por consiguiente no identificable como
tal aminoédcido por los criterios usuales de andlisis, También
puede suceder que, como resultado de la citada modificacién se in
cremente la hidrofobicidad del residuo y sea eliminado en las eta
pas de lavado dentro del proceso de secuencia automitica. Convie-
ne recordar que la proteina nativa contiene un componente hidro-

carbonado (10),

A partir del residuo 10 el rendimiento del proceso de degrada-
cién experimenta un descenso muy apreciable, hasta tal punto que
el residuo correspondiente a la posicién 13 resulta imposible de
identificar, Este hecho también se ha comprobado repetidas veces
con el mismo resultado. Ello puede ser debido a varias razones
entre las que se pueden resefiar dos de ellas, 5i el residuo 9 de
la secuencia fuese una prolina, los enlaces peptidicos en los
que interviene este aminodcido serfan dificiles de hidrolizar,
por lo que el rendimiento global del proceso desciende sensible-
mente., Asimismo, puede suceder que el péptido residual, tras la
novena etapa de degradacién sea poco polar y se elimine en parte
con los disolventes de lavado del proceso de secuencia automiti-
ca; De cualquier manera, la razén de este descenso en el rendi-
miento se desconoce,

COMPORTAMIENTO INMUNOLOGICO DE LA LISOZIMA DE C;CAPITATA

El primer punto de los estudios realizados a este respecto ha
sido la obtencién del correspondiente antisuero para la lisozi-

ma de C,capitata, Para ello se ha empleado proteina de los mis-
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mos lotes empleados para la secuenciacién automdtica y cuya ele
vada pureza ha sido comprobada por esta técnica, Conviene recor
dar la elevada pureza, superior al 95% que requiere una muestra
para su andlisis por secuenciacidn automdtica, ya que de lo con
trario se obtendrfan resultados de muy dificil interpretacién;

El resultado de los estudios por inmunodifusién doble bidimen-

sional (33) para distintas preparaciones de lisozima del insec-

to muestra una finica banda de inmunoreaccidn.

Con objeto de obtener datos acerca de la existencia de esta en-
zima 1ftica en los distintos estados de desarrollo del insecto
C,capitata se ha procedido a su deteccién por métodos inmunolé-
gicos. Para ello se han considerado homogeneizados de huevo,
larva, pupa y adulto del insecto, obtenidos en jidenticses condi-
ciones, y se han sometido a inmunodifusién doble bidimensional
frente a antilisozima del insecto en fase de huevo, En todos
los casos se ha partido de la misma masa de material biolégico,
independientemente del estado de desarrollo, El1 resultado mues-
tra la ausencia de reaccidén inmunolégica en todos los estados
excepto en huevo. Esto indica la ausencia en los demés estados
de lisozima con caracter{sticas antigénicas similares a las de
huevo., Este resultado es importante, si tenemos en cuenta que
se ha detectado actividad 1{tica en el estado de adulto (34),
lo que indicarfs la existencia de més de un tipo de lisozima

en el insecto, o bien una finica enzima que evolucionarfa a lo

largo del desarrollo,

A fin de comprobar de forma cuantitativa el resultado anterior

se ha procedido a la realizacién del correspondiente radioin-
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munoensayo, previa yodacién de la protefna por el método de la

cloramina T. E1l resultado final ha sido el mismo.

Por (ltimo, destacar la falta de caricter antigénico de los
fragmentos resultantes de la hidrélisis con bromuro de cianége-
no, como se puede deducir de la ausencia de reaccién inmunolé-
gica frente a antilisozima nativa. Sin embargo, este hecho po-
drfa atribuirse a la desnaturalizacién, o incluso modificacién
quimica, desaminacién, de los fragmentos resultantes, durante
el proceso de hidrélisis, ya que éste se realiza en fcido fér-
mico al ?Oi. También hay que considerar que este proceso se reg
liza en presencia de 0;1% 2-mercaptoetanol y la reduccién de
los puentes disulfuro podria modifjicar el carécter antigénico

de los péptidos resultantes,
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