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RESUMEN. Las lisozimas son proteinas involucradas en la ndefeinmune innata de los invertebrados.

Recientemente reportamos la secuencia de unantiaoipo C deTriatoma pallidipennis vector del parasito

Trypanosoma cruziSe establecié su similitud filogenética con otliagzimas de triatominos y su actividad en

hemolinfa. En este trabajo se presenta un modaongnsional de la lisozima, se identifican los hables

aminoacidos afines al sustrato y a diversos inbilgisl También se presentan evidencias de su ifdntpor imidazol.
Palabras clave Respuesta inmune en insectos, Hidrolasas glucasidlriatominae.

In silico modeling of a type C lisozyme fronilriatoma pallidipennisStal 1872Hemiptera:
Reduviidae)

ABSTRACT. Lysozymes are proteins involved in the innate immdefense of invertebrates. We recently repdhed
sequence of a type C lysozymeTiriatoma pallidipennis a vector of the parasiferypanosoma cruzits phylogenetic
similarity with other triatomine lysozymes and #stivity in hemolymph were established. In this koa lysozyme
model is presented, the probable amino acids cetatéhe substrate and to several inhibitors asatitied. Evidence of
its inhibition by imidazole is also presented.

Keywords: Insect immune response, Glycosidic hydrolasesitdminae.

INTRODUCCION
La enfermedad de Chagas es un padecimiento capsadd protozoario parasifbrypanosoma
cruzi (Chagas, 1909), transmitido al humano por insduosatofagos de la subfamilia Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae), de los cuales se rep@2agspecies en México (Vidal-Acogtial, 2000).
Triatoma pallidipennigStal) es una de las mas importantes, por su amgliabucion (13 estados
de la Republica Mexicana) y altos indices de irifetoatural con el parasito (Bautigtal, 1999).

La presencia d@&. cruziy algunas bacterias potencialmente patdégenas, gactd digestivo o
hemolinfa de los insectos triatominos, induce lpresion de diversas moléculas como defensinas y
lisozimas (Flores-Villegagt al, 2015). Las lisozimas catalizan la hidrélisis delacefp-(1-4)-
glucosidico entre la N-acetilglucosamina y el &didacetilmuramico del peptidoglicano presente en
la pared celular de las bacterias, lo que causabiterial y protege a los insectos contra infees
(Jolles y Jollés, 1984). Este mecanismo de acatindirigido principalmente a bacterias Gram (+)
y es menos eficiente en las Gram (-), debido asqueeptidoglicano esta protegido por la membrana
externa que actia como barrera y limita la accetad.isozima (Ibrahinet al, 2002).

Diversos trabajos proponen que la presencia decawiithos con carga positiva en la superficie de
algunas Lisozimas favorece su interaccion conrigecaegativa en la superficie de las bacterias Gram
(+) (Price y Pethig, 1986; Ibrahiet al, 2002; Matsuurat al, 2002; Cancadet al, 2008). En
diversas especies de triatominos sudamericanospsetan lisozimas (Kollieet al, 2003; Ursic-
Bedoyaet al, 2008), y en el caso de pallidipennis(nativo de México), se conoce la secuencia de
una lisozima tipo C (TpLys), demostrando su actididen hemolinfa frente Micrococcus
lysodeikticud~leming(Diaz-Garridoet al., 2016).
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Sin embargo, se carece de un modelo tridimensidmah proteina y no se ha establecido qué
aminoacidos de esta lisozima participan en la uaiésustrato o a los inhibidores descritos en la
literatura. En el presente trabajo se propone utketodridimensional de esta proteina generado por
homologia, y se identifican los aminoacidos queriaod participar en la unién a sustrato e
inhibidores, mediante la comparacion con lisozilmias caracterizadas como la de pollo (HEWL);
ademas de evidenciar la inhibicion de su activigladefecto del imidazol.

MATERIALES Y METODO
Secuencias empleadas

Las secuencias empleadas en este trabajo fuerda ligozima deT. pallidipennis(TpLys,
GenBank AZP23793.1), lisozima @®mbix mori(Linnaeus, 1758) (BmLys; Protein Data Bank 1
GD 6), lisozima dd.itopenaeus vanaméBoone, 1931 ) (PDB 6UKC ) y lisozima de huevo de
Gallus gallus(Linnaeus, 1758) (HEWL, PDB 6LYZ).

Modelado por homologia

El modelado por homologia se realizé empleandedaencia de TpLys (AZP23793.1) mediante
dos plataformas: Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ke-phyre2/html/page.cgi?id =index) y Swiss-
model (https :// swissmodel.expasy.org /interactjvecomparando contra todas las estructuras
disponibles en PDB . A partir de los modelos geshesapor ambas plataformas se escogieron
aguellos con el Score (QMEAN) mas cercano a cdeofiabilidad en la estructura secundaxa (
hélices y laminas beta) se establecié con lasagsfile Ramachandran y el programa Procheck,
mientras que la tasa general de frecuencias defag@stablecida mediante el programa ERRAT,
ambos incluidos en la paqueteria SAVES véhQpé://saves .mbi.ucla.eduPara determinar el
mejor modelo obtenido se aplicaron los criterioscdéos en la misma plataforma : 90% o mas de
residuos aminoacidos en las regiones mas favoredelgolot de Ramachandran y factor de calidad
igual o superior al 91 % en ERRAT . Los modelosegados fueron visualizados y analizados
utilizando el software PyMol Molecular Graphics &ys Ver. 2.4.0 (Jansaet al, 2017).

Identificacion de aminoacidos de unién a ligando g inhibidores

El peso molecular, el punto isoeléctrico y la cargta de la proteina se determinaron mediante el
software Pepstats v. 6.6.0 (http://www.ebi.ac.ukf$tservices /web). Las secuencias se alinearon
mediante T- coffeenttp://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:exprgspara identificar los aminoacidos
importantes en la union a sustrato y a inhibidores porcentaje de similitud se establecié con la
plataforma bioinformaticshftps://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.hfnila identificacion
de motivos funcionales y de los posibles aminod&counidn a inhibidores se realizé a partir de la
homologia de TpLys, con las lisozimas previamengéacionadas y los aminoacidos de la literatura
(Millan et al, 2016; Da®t al, 2018; Sooet al, 2019; Zamaset al, 2019; Swairet al, 2020).

Andlisis de actividad sobreMicrococcus luteugSchroéter, 1872) e inhibiciéon por imidazol

Se extrajo la hemolinfa de ninfas de 5° estadid .deallidipennis(14 dias post -alimentacion con
sangre de raton), mediante una puncion entreagnite y la coxa posterior. La hemolinfa se mezclo 1
1 (vol/vol) con PBS y se cuantifico la proteinatatbon el sistema DC protein Assay (Bio- Rad. USA).
La actividad de lisozima se evalu6 por zimografajo se reporté previamente, en presenciksl.de
luteus(Audy et al, 1989; Yuet al, 2002). Se calentaron a 100°C durante 2 minufqsg tle proteina
total de hemolinfa en presencia de amortiguadoadga (SDS 8%, azul de bromofenol 0.4%, glicerol
40%, sinB-mercaptoetanol), y separararon en geles de aaligaf8DS- PAGE) al 15% mezclada con
M. luteus(2% m/v inactivados a 121 ° por 15 minutos) en@oluamortiguadora (Tris 0.125 M,
Glicina 0.96 M, SDS 0.5 %); y en el control positige usaron 1y de HEWL (Sigma, L-7651).
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La electroforesis se realizé a 150V durante 90 mga temperatura ambiente. Después, el gel se
lavd con agua milli -Q por 30 minutos y se incuhgamte 18 horas a temperatura ambiente en
buffer renaturalizante (25 mM Tris-HCI pH 7, 10 nWgCI2, 0.1% Tritdn X-100). Concluido este
tiempo se realizd una tincién con azul de metilah6.2% durante 3 horas y un lavado con agua
desionizada. La actividad enziméatica fue obsenamao una tincion negativa sobre el fondo azul
del gel, su registro fotografico se realizé confatodocumentador Gel Logic 200 (Kodak). Se
inhibié la actividad enzimatica de las muestraseggndo imidazol (Sigma, I-5513 ) en
concentraciones de 0.25 M, 0.5M y 0.66 M justo swtte cargarlas en el gel SDS -PAGE . La
reduccion en la actividad enzimatica en preseneianthibidor imidazol se establecié mediante un
andlisis densitométrico con el software Image J.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la secuencia mediante Pepstat mqardsta proteina tiene un peso molecular de
14 kDa, punto isoeléctrico de 8.38 y una carga.deoS modelos tridimensionales generados por
las plataformas empleadas (Phyre2 y Swiss-modébla®n que el mejor templado en PDB para
modelar a TpLys fue la lisozima Bemori(1GD 6).

Se observaron ligeras diferencias en la disposi#lasa-hélices entre el modelo de Phyre 2 yel
modelo de Swiss -model, por lo que ambos fuerbda@os como se describe en materiales y métodos
, para escoger el que tuviera una mayor fiabili§adkestablecio que el modelo generado por Phyae2 er
el mejor, dado que la gréfica de Ramachandran mqse el 90.7% de los residuos aminoacidos se
encuentran en la region favorable, indicando urenadiabilidad de la estructura. Mientras que la
gréfica de ERRAT mostro un factor del 93.56%, le oulica una buena calidad del modelo.

En la estructura tridimensional de TpLys se obséavpresencia de 4 hélices caracteristicas de
esta familia (Figura 1A). Dado que el mejor templad el modelaje por homologia fue la lisozima
de B. mori(BmLys, Figura 1B) se compararon ambas estruci{iiigsira 1C). Se observo una alta
similitud en la disposicion espacial de ambas jpnate

Dada la similitud observada en los modelos tridismmales, se decidio alinear la secuencia de
TpLys con la secuencia de BmLys y se observé quepaden un 60% de similitud (Figura 2).
También se incluyeron en el alineamiento las sezasmle las lisozimas del langostinovanamei
y de la lisozima de huevo de gallina (HEWL), dedaales se han reportado tanto los aminoacidos
de unidén a sustrato, como de interaccion con digersoléculas inhibidoras: imidazol, pinostrobin,
rodamina B, naringina, noscapinay 6- mercaptopu(figura 2).
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Figura 1. Modelo de la lisozima tipo C dE pallidipennis El modelo de TpLys (A) fue obtenido por homologia
como se describe en materiales y métodos. El mideda realizé empleando la lisozimaRlemori (BmLys) como
templado (B). La similitud en la disposicion espadie ambas proteinas puede observarse en la sspédp de ambas
(C). En el modelo obtenido se sefialan las héliegsdracteristicas de estas proteinas.

Hélice 1 Hélice 2
V.V ¥ V.V V.V V. V-
10 20 30 40 50 60
1 I 1 ) 1 1
TpLys LLCLVALLGISEAKIFSRCELAKELVKHGLPRQ- - -DLANWVCLIESESGRNTQIRGGPNYDGSYDNGLIF]
BmLys ~  ---eeeeee--- KTFTRCGLVHELRKHGFE - E-NL-MRNWVCLVEHESSRDTS -KTNTNRNGSKDYGLF
L. vanamet «---c---- MSDAKVFGKCEFA-ELLKRDYYLS-NDDIKNWVCIAEFESSFNTA-AINRNRNRSTDYGIF
HEWL ~ cceeeeeeeeee- KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQ-ATNRNTDGSTDYGIL
Hélice 3 Hélice 4
70 8|0 9|0 1(')0 110 12|0
TpLys EibR.tMN--G---KPGHICNVRCEDLRTDDERASVKCALL'(Kl-é -------- GWGARYGWRNKK %sim
BmLys QINDRYWCSK- -G- - ASPGKDCNVKCSDLLTDDITKAAKCAKKIYKR-H------- - RFDAWYGWKNHC 60
L. vanamei QINNKYWCGSDYG----- KNVCKIPCSDLMSDDITEALRCAETIRRD-TERFRGRGKGYSAWVAYNSKC 51
HEWL QINSRWWCND- -GRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGN- - - - - - - - GMNAWVAWRNRC 49

Figura 2. Identificacién de aminoacidos (aa) importantesaeselcuencia de TpLys. Los aa del sitio activo (BPER)
se indican en fondo amarillo. Los aa importantes f& unién a sustrato descritos Bnmori (BmLys), L. vanamey
HEWL que también estan presentes en TplLys se imdicafondo verde. Las cajas rojas sefialan los eseptes en
TpLys que han sido reportados en HEWL como blarcloslinhibidores imidazol, pinostrobin, rhodamiByanaringina
, hoscapina y 6-mercaptopurina . Las hélices dstiaictura se muestran sobre la secuencia respelcivaumeracion
corresponde a la posicion de los aminoacidos esetaiencia de TpLys . Al final de cada secuenciindea el
porcentaje de similitud (% sim) con TpLys.
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Tabla 1. Inhibidores descritos para la lisozimgdko (HEWL) que podrian inhibir a TpLys

Inhibidor Aminoacidos con los que reacciol Referenci

Imidazo HEWL: W62, W10t Swan, 197
TpLys: W73, W10!

Pinostrobi HEWL: 158, W62, W63, 198G104, A107 W10¢ Zamanet al., 201¢
TpLys: 169, W73, W74, 1106, G111, A114, W1

Rhodamina | HEWL: N59, W63, A10 Millan et al., 201¢
TpLys: N70, W74, A1l

Naringine HEWL: W28, Q57, N59, W62, W63, A107, W108, W: Daset al., 201¢
TpLys: W38,Q68, N70, W73, W74, A114, W115, W1

Noscapin HEWL: H15, 18¢ Soodet al., 201¢
TpLys: H28, 19¢

6-mercatopurin HEWL: Q57, 158, N59 W63, 198 W108, A10° Swainet al., 202(

TpLys: Q68, 169, N70, W74, 1106, W115, Al
*|dentificados en HEWL y sus equivalentes en Tptega los que podria interaccionar

Se encontrd que TpLys comparte diversos aminoaadosB. moriy HEWL que han sido
reportados en la unién al sustrato (169 , N70 ,3V W 74 , D83, 1106 , R109 , A114 y W 115) (
Matsuuraet al, 2002). También se encontré que TpLys tiene dogeminoacidos que han sido
reportados como importantes en la unién a diverrgabidores de la lisozima de pollo (Tabla 1).
La posicion de dichos amino&cidos en el modeloyesiw ocupa lugares cercanos al sitio activo y
podrian ser blanco de unién de los mismos inhilesldescritos para HEWL (Figura 3).

Unién a sustrato Unién a inhibidores

Figura 3. Disposicién espacial de los aminoacidos de TpLysmpdrian interactuar con el sustrato (magentahy ¢
algunos inhibidores (rojo) como imidazol, pinostmlvodamina B, naringina, noscapina y 6-mercapiopwi
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Previamente se ha documentado que BmLys tien EulSE
una menor energia de activacion y mayor afinidac
por las bacterias Gram-positivas que la HEWL. Est:
Gltima caracteristica esta asociada a una superfic
con mayor carga positiva en la BmLys, como ha sidc
propuesto previamente (lbrahinet al, 2002;
Matsuura et al., 2002; Price y Pethig, 1986). Dada
similitud observada entre TpLys y BmLys podria
esperarse que compartieran esta caracteristica, pe
al observar la carga positiva en la superficie de
TpLys se encontré que ésta es menor a la de BmL)y
y mas parecida a la carga encontrada en HEWL, pc
lo que podria esperarse que tenga una afinidad pi
las bacterias Gram -positivas mas parecida a és
ualtima (Figura 4).

Se encontré actividad de lisozima en la hemolinfe
de T. pallidipennis alrededor de 14 kDa, lo cual
corresponde con el peso molecular calculado par
TpLys. Adicionalmente, se observo que el imidazol
redujo dicha actividad de manera dosis dependiente
Dado que TpLys cuenta con 2 triptéfanos (W73 y W
105) en la misma posicion que aquellos descritos e
HEWL (W62 y W108) que son blanco del imidazol,
estos podrian estar involucrados en la reduccida de
actividad observada en presencia de imidazol (Swat
1972). Esto deberé ser corroborado mediante ensay
de docking y de ser posible ensayos de inhibicior
empleando la proteina purificada o recombinante.

Si bienT. pallidipennispodria tener mas de una
lisozima, por el momento no se cuenta con
informacion al respecto. Asimismo, cuando se har.® .
reportado dos lisozimas en un insecto, la difegencit'9ura 4. Carga electropositiva en la
tre ellas es minima y no puede ser resuelta en syperficie de Tplys. Los aminoacidos con
e_n ) y P . Lé'arga positiva (azul) se muestran en la
zimograma, ha sido necesario clonarlas _ Para@uyperficie de cada lisozima. Cuanto mas
establecer que se trata de dos moléculas distintagenso el color, mayor la carga positiva y

(Cancadcet al, 2008). mayor podria ser la interaccion con la
superficie negativa de las bacterias Gram (+).

Sera importante realizar andlisis de docking pefarzar la probable interaccién entre TpLys y
los inhibidores descritos ademas de imidazol, asiocprobar algunos de ellos para demostrar
experimentalmente dicha interaccién. También set€&résante establecer si la expresion de esta
proteina cambia por efecto de la infeccion c¢bncruzi como ha sido observado en otros
triatominos (Buarquest al, 2013). Adicionalmente, debe establecerse siexigeraccion entre
TpLys y la Enzima Convertidora de Angiotensina (ACEBmo ha sido observado en humano, toda
vez que los insectos cuentan con una molécula lradMacours y Hens, 2004). Finalmente, sera
importante establecer si la lisozima de este vesgtame a la quitina como se ha demostradobara
moriy el papel fisiolégico que tendria tal asociacidar(get al, 2010).
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HEWL Hemolinfa T. pallidipennis

MpP - 0.25M 0.5M 0.66M - 0.25M 0.5M 0.66M <=Imidazol

100 100 63 50 100 920 61 23

% de actividad

Figura 5. Actividad de lisozima en hemolinfa de pallidipennis Las zonas ausentes de color alrededor de 14
kDa, corresponden a la actividad enzimatica. Comtrol positivo se usé lisozima de pollo. Se présda
actividad en presencia o ausencia diversas coroémies del inhibidor imidazol. MP Marcadores desope
molecular.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que TpLyd dpallidipenniscuenta en su secuencia con
diversos aminoéacidos descritos en HEWL que podni@maccionar con los sustratos e inhibidores
descritos para ésta Ultima. Particularmente codawaul, el cual redujo la actividad de TpLys sobre
M. luteusen los zimogramas realizados. Asimismo, el modatiimensional de TpLys tiene una
disposicion estructural muy similar a la lisozinesBd moriy al igual que esta ultima tiene una carga
positiva sobre la superficie, que podria favorasceinteraccion con bacterias Gram positivas
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