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RESUMEN

Durante milenios el hombre ha utilizado los productos de ori-
gen natural para fines terapéuticos. Las actividades bioldgicas
de proteinas y péptidos alimentarios es un hecho bastante do-
cumentado. La lisozima de clara de huevo es una proteina utili-
zada para diferentes fines, entre ellos, la industria farmacéutica
la emplea como antibacteriano y antiviral. Se sabe que las mo-
dificaciones estructurales de las proteinas pueden modificar sus
funciones bioldgicas. En el presente trabajo observamos que la
modificacion de la lisozima por tratamiento térmico, enzima-
tico y reductor permite mejorar su actividad antiproliferativa.
El hidrolizado de lisozima nativa logré inhibir el 50% del creci-
miento celular de la linea tumoral (OVCAR-3); este efecto fue
dosis dependiente.

Palabras clave: actividad antiproliferativa, lisozima, hidrdlisis
enzimatica, péptidos.

Actualizacion en Nutricion 2014; Vol. 15 (107-114)

ABSTRACT

For millennia, man has used natural products for therapeutic
purposes. The biological activity of protein and peptide food is
a well-documented fact. Hen egg white lysozyme is a protein
used for various purposes including the antibacterial and anti-
viral use in the pharmaceutical industry. It is known that struc-
tural changes in proteins can alter their biological functions. In
the present study, we observed that modification of lysozyme
by thermal enzymatic and reducing treatment improves its
antiproliferative activity. Native lysozyme hydrolysate achieved
50% inhibition of cell growth of the tumor cell line (OVCAR-3);
this effect was dose dependent.

Key words: antiproliferative activity, lysozyme, enzymatic hy-
drolysis, peptides.
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INTRODUCCION

Muchos productos naturales han sido utilizados
para obtener compuestos con diferentes aplicaciones
en la medicina, farmacia y biologia. Para el tratamien-
to del cancer un nimero importante de agentes ha
sido obtenido de fuentes naturales por modificacion
estructural de los compuestos naturales o por la sin-
tesis de nuevos compuestos disefiados a partir del
modelo natural’2. Las plantas medicinales todavia
juegan un papel importante en la producciéon de nue-
vos agentes. Actualmente existe interés por descubrir
nuevas moléculas de origen natural que sirvan como
agentes anticancerigenos®.

Se han descrito diferentes actividades biologicas

de proteinas alimentarias, como actividad antibacte-
riana, antiviral, antihipertensiva, antioxidante, antiin-
flamatoria y antitumoral®. La lisozima es de la clase de
enzimas que destruye las paredes celulares de ciertas
bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace f (1-
4) entre el acido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetil-
glucosamina del peptidoglicano (NAG), debilitando
asf la pared celular. También se ha descrito actividad
antiviral, inmunodulante, antiinflamatoria y antitumo-
ral de esta proteina. El objetivo de este trabajo fue
evaluar si la modificacion de la proteina por diferentes
métodos tecnoldgicos permite potenciar la actividad
antiproliferativa de la lisozima de clara de huevo®®.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Los ensayos se llevaron a cabo con (LZ) de huevo
de gallina, con una rigueza aproximada del 90%
(L-2879, Grade VI, EC. 3.2.1.17) con una actividad
enzimatica de 60.000 unidades/mg proteina, de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para la reduc-
cion se utilizaron yodo acetamida, DL-dithiotreitol
(DTT) y pepsina (3440 unidades/mg proteina Cat:
P6887, EC: 232-629-3), todos de Sigma-Aldrich. El
péptido correspondiente al fragmento f(107-114)
AWVAWRNR de la lisozima de huevo se sintetizé
guimicamente en el laboratorio.

Tratamiento térmico

Para inactivar la actividad enzimatica de LZ por
calor, se preparé una solucion de lisozima a una
concentracion de 1T mg/mly se sometié a tratamien-
to térmico a 80, 90 y 95°C durante 20 minutos en
tampon fosfato potasio 10 mM a pH 6y 7. Se cen-
trifugé a 3.000 x g durante 15 minutos para elimi-
nar los agregados insolubles. La cantidad de protei-
na presente en el sobrenadante se determin6 por
el método del BCA utilizando el test de diagnéstico
comercial de Pierce (Rockford, USA), posteriormente
las muestras se dializaron en frio y se liofilizaron”.

Reduccién de LZ

La lisozima de huevo se redujo incubandola con
DL-dithiotreitol (DTT) a diferentes tiempos. La LZ
(Tmg/ml) se disolvié en tampdn Tris-HCI (10 mM pH
8) y se mezclé con DTT 2 mM. Se tomaron alicuo-
tas de 10 ml para incubarlas durante O, 1, 1,5, 2y
4 horas a 30°C con agitacion suave. Finalmente se
agregd yodo acetamida a una concentracion final
de 6 mM y se dej6 incubar durante 1 hora a 30°C
protegido de la luz con agitacion®°.

Hidrélisis enzimatica

La lisozima nativa y desnaturalizada (95°C durante
20 minutos en agua Milli-Q), a una concentracion de
5mg/ml, se hidrolizaron con pepsina en una relacion
enzima/ sustrato 1/ 20 a pH 1.2 a 38°C durante 60
minutos. La reaccion se paré calentando las muestras
a 80°C durante 15 minutos, y el pH se subi6 hasta 7
con adicién de NaOH 1M. Las muestras se congela-
ron a -20°C hasta su utilizacion.

Obtencion del complejo de a-lactoalbimina-
lisozima con el agente quimico DSS
La unién quimica entre la a-lactoalbumina vy la

lisozima se realizd mediante sustrato disuccimidilo
(DSS), un entrecruzante homobifuncional. La reac-
cién quimica contenia a-lactoalbdmina (3,5 nM) y
lisozima (3,5 nM) disueltas en el tampén de conju-
gacion PBS (20 mM buffer fosfato pH 7.4, 40 mM
NaCl). La reaccién se inici¢ por la adicion de 2 pl de
la solucion stock de DSS en N, N-dimetilformamida
(DMF) a 98 pl de la mezcla que contenia el resto de
los componentes. Finalmente se dejé incubar en os-
curidad a 25°C durante 30 minutos'. Se tomaron
alicuotas y se analizaron por SDS-PAGE.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de SDS(PAGE-SDS) con geles
homogéneos

Se realizd en un equipo automatizado PhastSys-
tem (Pharmacia, Uppsala, Sweden) dotado de una
unidad de separacién y una unidad de tincién. Se
utilizaron geles comerciales Homogeneous 20% (GE
Healthcare, New York, USA), con tiras de electrodos
de SDS también comerciales (Buffer Strips para SDS,
GE Healthcare). La separacion electroforética se rea-
lizd segun las condiciones que se muestran en la Ta-
bla 1. El volumen de muestra aplicado en el extremo
catédico fue de 2 pl.

Tension | Intensi- | Potencia | Tempe- Voltios
dad ratura

(v) (mA) (W) 0 h
Pre-electrofo- 250 10 3 15 1
resis
Aplicacion 250 1 3 15 1
muestra
Electroforesis 300 10 3 15 110

Tabla 1: Condiciones eléctricas de la PAGE-SDS en PhastSystem.

En los geles se incluyé una mezcla de proteinas
estandar (GE Healthcare) compuesta por fosforilasa
B (97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
anhidrasa carboénica (30 kDa), inhibidor de tripsina
(20,1 kDa) y a-lactoalbumina (14,4 kDa). El trata-
miento de las muestras consistié en la disolucion de
100 pL de muestra en 100 yL de un tampdn que
contiene 2,5% de SDS, EDTA 10 mM con o sin 5%
-mercaptoetanol, calentando la muestra 10 minu-
tos a 95°C para realizar la desnaturalizacion de la
ovoalbUmina. La tincién se realizé en el PhastSys-
tem utilizando nitrato de plata o azul de Coomassie
R-350 (PhastGel Blue R) en varias etapas siguiendo
las instrucciones del manual del equipo (Pharmacia,
nota de aplicacion n® 200).
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Evaluacion de la actividad antiproliferativa
en células tumorales humanas

Se evalud la actividad antiproliferativa de la liso-
zima de clara de huevo en su forma nativa y modi-
fica por diferentes métodos tecnoldgicos, frente a
células tumorales humanas utilizando el ensayo de
sulforrodamina B (SRB) para la evaluacion del cre-
cimiento celular'?. Se emplearon las nueve lineas
celulares tumorales humanas: U251 (sistema nervio-
so central), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama),
NCI-H460 (pulmoén), OVCAR-3 (ovario), PC-3 (pros-
tata), HT-29 (colon), 786-0 (renal), K562 (leucemia),
NCI-ADR/RES (ovario con resistencia a multiples
drogas). Para los ensayos de citotoxicidad en células
sanas se utilizo la linea celular VERO (célula epitelial
de macaco verde africano).

Estas lineas cedidas por el National Cancer Ins-
titute de Estados Unidos de América (NCI-EUA) se
conservaron en el laboratorio de cultivo de células
en frascos de 25 cm? (Nunc®) con 5 ml de medio
RPMI1640 (Gibco®) suplementado con 5% de sue-
ro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e incubadas a 37°C en
atmosfera htimeda con 5% de CO2. 100 pl de las cé-
lulas se inocularon en placas de 96 pocillos (Nunc®)
con una densidad de inoculacién entre 3x104 vy
6,5x104 cel/ml en medio RPMI/SFB suplementado
con 50 pl de gentamicina (Schering plus®). Luego
se incubaron las placas durante 24 horas a 37°C en
atmosfera humeda con 5% de CO2, seguidamente
se agregaron 100 pl/pocillo con las muestras a en-
sayar en cuatro concentraciones distintas (0,25; 2,5;
25y 250 pg/ml).

Para la preparacion de las muestras, una alicuota
de 10 mg de cada muestra se disolvié en 100 pl de
dimetilsulfoxido (DMSO). Luego, 50 pl de las solucio-
nes se disolvieron en 950 ul de medio de RPMI/5%
SFB para la preparaciéon de las muestras de trabajo.
Las muestras se diluyeron sucesivamente, en medio
de cultivo, para obtener las concentraciones finales
de 0,25; 2,5; 25y 250 pg/ml. La concentracion final
de DMSO no interfiri¢ en el crecimiento celular.

Para el control positivo se utilizé el quimiotera-
péutico doxorrubicina, en las mismas concentracio-
nes de las muestras. En ese momento, se procedié a
la fijacion de las células con 4cido tricloacético (TCA)
al 50% de la placa control llamada TO, que permitid
determinar la cantidad de células en el momento de
la adicion de las muestras. Se incubaron las placas
durante 48 horas; pasado este tiempo las células se
fijaron con 50 pl/pocillo con TCA al 50% vy se in-
cubaron 1 hora a 4°C; seguidamente las placas se

lavaron cuatro veces con agua destilada para remo-
ver los residuos de TCA, medio, SFB y metabolitos
secundarios. Las placas se secaron completamente
a temperatura ambiente; una vez secas se colorea-
ron con 50 pl/pocillo de SRB 0,4% (p/v), disuelto en
acido acético al 1%, se incubaron durante 1 hora a
4°C, seguidamente se lavaron cuatro veces con &ci-
do acético al 1% y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Finalmente las proteinas celulares ligadas
al colorante se solubilizaron con una solucién de
Trizma Base (Sigma®) 10 uM a pH 10,5. La lectura
espectrofotométrica de la absorbancia se realizd a
540 nm en el lector de microplacas.

Se generaron graficos de porcentaje de creci-
miento en funcién de la concentracién de las mues-
tras ensayadas para cada una de las lineas celulares
ensayadas. Se tuvieron en cuenta tres concentracio-
nes efectivas denominadas GI50 (concentracion ne-
cesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular),
se calculé por regresién no lineal, tipo sigmoidal,
utilizdndose el software Origin, versién 7,5. Para los
ensayos de citotoxicidad se utilizé una linea celu-
lar normal VERO (célula epitelial de rindbn de mono
verde africano) y se empled el ensayo de sulforro-
damina B (SBR) para la evaluaciéon del crecimiento
celular'. El procedimiento fue igual al descrito para
las células tumorales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluo la actividad antiproliferativa de la li-
sozima nativa. Se ensayaron cuatro concentraciones
(0,25; 2,5; 25 y 250 pg/ml); se encontré que la li-
sozima a estas concentraciones no presenté activi-
dad antiproliferativa frente a ninguna de las lineas
celulares ensayadas (Figura 1). También se evalué
la actividad antiproliferativa de la lisozima tratada
térmicamente a 80, 90 y 95°C a pH 6y 7. Se ensa-
yaron cuatro concentraciones (0,25; 2,5; 25y 250
ug/ml) encontrandose que ninguna de las muestras
desnaturalizadas a pH 6 presenté algun tipo de acti-
vidad sobre las lineas tumorales ensayadas (resulta-
dos no mostrados). La lisozima desnaturalizada a pH
7 y 80°C manifest6 una ligera actividad al conseguir
reducir el 50% de crecimiento en la linea tumoral
de melanoma a la dosis mas alta (Figura 2). Aunque
en la bibliografia se encuentra descrita la actividad
antitumoral de la lisozima de huevo, hay que tener
en cuenta que las dosis ensayadas previamente son
muy elevadas y los métodos de evaluacién de la ac-
tividad antitumoral son diferentes a los utilizados en
este estudio.

Carrillo Teran WI. Actividad antiproliferativa de la lisozima en su forma nativa y modificada / Articulo original 109



Actualizacion en Nutricion Vol. 15 N° 4 Diciembre de 2014: 107-114 ISSN 1667-8052

100 2 5 5

a
o

Crecimiento celular (%)
g -
g

100

R e A R e LA —
10" 025 10° 25 10" 25 10° 250

Concentracion (pg/ml)

Figura 1: Porcentaje de crecimiento celular después de 48
horas de incubaciéon con diferentes concentracio-
nes de lisozima desnaturalizada a 80°C pH 7.
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Figura 2: Porcentaje de crecimiento celular después de 48
horas de incubacion con diferentes concentracio-
nes de lisozima desnaturalizada a 80°C pH 7.

En la Figura 3 se representa la actividad antiproli-
ferativa de la lisozima de clara de huevo tratada con
DTT durante diferentes tiempos de incubacién a pH
8. Las muestras después de la reduccion con DTT se
dializaron durante varios dias a 4°C para retirar el
exceso de agente reductor ya que podia afectar los
resultados. Ademas en el experimento de la evalua-
cion de la actividad antiproliferativa se utilizé DTT
como control. El DTT presenté actividad citoestati-
ca frente a todas las lineas tumorales ensayadas e
inhibicion casi total del crecimiento celular para las
lineas de mama (MCF-7) y colon (HT29) a la con-
centracion mas alta (250 pg/ml) y el efecto frente a
lineas fue dosis dependiente (Figura 3).
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Figura 3: Porcentaje de crecimiento celular después de 48
horas de incubacion con diferentes concentracio-
nes de DTT.

En cuanto a las muestras de lisozima tratada con
DTT, sélo la incubada durante 1,5 horas con este
agente logré reducir el 50% de la linea tumoral de
mama (MCF-7) a la concentracién mayor ensayada.
Este resultado podria deberse en parte a restos del
agente DTT que se encuentren en la muestra. Cabe
destacar que el efecto de la proteina reducida frente
al linaje celular MDF7 solo fue citoestatico, mientras
que el efecto del DTT para este mismo linaje celular
presento actividad citoestatica y citocida (Figura 4).
Probablemente esta diferencia se deba a la menor
concentracion de DTT en la muestra de lisozima tras
la didlisis de la misma.
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Figura 4: Porcentaje de crecimiento celular después de 48
horas de incubacion con diferentes concentracio-
nes de lisozima reducida 1,5 horas con DTT.
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El hidrolizado de la lisozima nativa presentd cier-
ta actividad citoestatica al lograr reducir el 50% del
crecimiento de la linea tumoral de ovario (NCI-DR-
RES) con resistencia a multiples drogas antitumora-
les, siendo este efecto dosis dependiente (Figura 5).
También el hidrolizado de la lisozima desnaturalizada
a 95°C mostrd cierta actividad citoestatica frente a la
misma linea tumoral (NCI-DR-RES), aunque no se lle-

g6 alcanzar el 50% de inhibicion a la concentracion
mas alta. Esta pequena diferencia podria deberse a las
condiciones del ensayo o a diferencias cuantitativas
0 cualitativas de los péptidos responsables de dicha
actividad antitumoral. La actividad inhibitoria fue es-
pecifica para la misma linea celular, lo cual indica que
posiblemente los mecanismos de acciéon sean idénti-
cos y que se deban a péptidos similares o idénticos.
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Figura 5: Porcentaje de crecimiento celular después de 48 horas de incubacién con diferentes concentraciones de hidro-
lizados de lisozima nativa y desnaturalizada. HLZNat, hidrolizado de lisozima nativa; HLZ 95°C, hidrolizado de

lisozima desnaturalizada por calentamiento a 95°C.

El grupo de Ibrahim et al. (2001) sintetizé la do-
ble hélice de la molécula de la lisozima de huevo y
humana. A esta region se le llamé Helix-Loop-Helix
que corresponde al fragmento f(87-114) para la li-
sozima de huevo y al fragmento f(87-115) para la li-
sozima humana. Se evalud su actividad antibacteria-
na y antifungica, encontrandose que el fragmento
f(107-114) AWVAWRNR llamado Helix-2 fue el més
activo de la lisozima de huevo frente a las bacterias
ensayadas, ademas de tener actividad frente al hon-
go Candida albicans'®. En el hidrolizado de la lisozi-
ma descrito en nuestro trabajo vimos por RP-HPLC-
ESI-MS/MS que varios de los fragmentos peptidicos
se encuentran en el Helix-Loop-Helix de la molécula,
por ello varios péptidos contienen en sus secuencias
el fragmento f(107-114) Helix-2. Se ha descrito que
determinados péptidos antibacterianos pueden ex-
hibir actividad antitumoral, sin ser téxicos frente a
células normales'. En concreto, Yang et al. (2004)

han descrito péptidos de la lactoferrina bovina con
una potente actividad antibacteriana y con activi-
dad antitumoral moderada. Al incrementar su carga
positiva se vio que aumentaba su actividad antitu-
moral, demostrandose asi la importancia de la natu-
raleza catidnica de estos péptidos'. Observandose
estos hechos, se decidi¢ sintetizar el péptido corres-
pondiente al fragmento f(107-114) AWVAWRNR
llamado Helix-2 de la lisozima de huevo, que posee
gran actividad antibacteriana, y evaluar su actividad
antiproliferativa con el método de sulforrodamina B
(SRB) frente a nueve lineas tumorales y una linea
normal de macaco verde, ensayandose cuatro con-
centraciones diferentes durante 48 horas.

Como se observa en la Figura 6 el fragmento
f(107-114) de la lisozima de huevo presenté cier-
ta actividad citoestatica frente a la linea tumoral de
leucemia (K-562) al llegar a reducir hasta el 50%
el crecimiento de dichas células. Su fuerte actividad
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antimicrobiana se debe a sus aminoacidos cargados
positivamente en su secuencia (dos argininas, Arg) y
a los aminoacidos aromaticos (dos triptéfanos, Trp).
Esta actividad citoestatica podria deberse a la pre-
sencia de esos aminoacidos en su secuencia. Este
resultado también permite postular que esta region
de la molécula puede estar implicada en la actividad
antitumoral que se le atribuye a la lisozima.
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Figura 6: Porcentaje de crecimiento celular después de
48 horas de incubacion con diferentes concen-
traciones del péptido de la lisozima de clara de
huevo correspondiente al fragmento f(107-114)
AWVAWRNR.

Ibrahim et al. (2004) describieron la obtencién
de un complejo entre la a-lactoalbdmina bovina y la
lisozima de clara de huevo con la ayuda de un agen-
te quimico que une las proteinas por la formacién
de puentes amidas''. Una vez obtenido este com-
plejo se evalué su actividad antibacteriana, encon-
trdndose una potente actividad frente a la bacteria
Gram-positiva (Staphylococcus aureus) y la Gram-
negativa (Escherichia coli K-12). En vista de lo ante-
rior, decidimos probar si la obtencién del complejo
entre la a-lactoalbimina bovina y la lisozima de cla-
ra de huevo podria tener actividad antiproliferativa.
Como se observa en la Figura 7, el agente entrecru-
zador favorecié la formacion de dimeros de lisozima
(calle 2 y 3); la a-lactoalbumina también presentd
dimerizacion (calle 4 y 5) y se formé el complejo en-
tre la a-lactoalbumina y la lisozima (calle 6, 7 y 8),
las diferencias de los pesos moleculares nos permi-
ten deducirlo: la banda del complejo se observa que
estd mucho mas alta que la banda de los dimeros de
la a-La y LZ sola. En todas las muestras se aprecia
gue gran parte de los monémeros que no se dimeri-
zaron durante la reaccion.
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Figura 7: SDS-PAGE del complejo o-lactoalbumina con
la lisozima. S (sobrenadante) y P (precipitado).
Tefido con nitrato de plata.

lbrahim et al. (2004) han descrito que este com-
plejo tiene actividad antimicrobiana'. También se
ha propuesto que estas dos proteinas al encontrarse
en la leche tienden a asociarse y producir este tipo
de moléculas. Se ha descrito que incubar la a-Lay
la lisozima a temperaturas de 10, 25 y 40°C duran-
te 30 minutos es suficiente para que se formen es-
tos heterodimeros'®. Una vez obtenido el complejo
se procedid a evaluar su actividad antiproliferativa
frente a nueve lineas tumorales. En la Figura 8 se
muestran los resultados de la actividad antiproli-
ferativa del complejo de la a-lactoalbumina'y la li-
sozima. El agente empleado para la formacién del
heterodimero, DSS, presentd actividad citoestatica
frente a todas las lineas celulares, llegando a re-
ducir hasta cero el crecimiento celular. Este efecto
citoestatico ocurrio a la concentracion mas elevada
(250 pg/ml). Por otro lado, la a-lactoalbdmina tra-
tada con el agente DSS logro reducir hasta el 50%
el crecimiento celular de la linea leucémica (K-562)
a una concentraciéon de (25 pg/ml). Esta actividad
podria deberse a la presencia de restos de DSS en
la muestra. El complejo de la a-lactoalbumina y la
lisozima asi como las demas muestras no presenta-
ron actividad.
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Figura 8: Porcentaje de crecimiento celular después de 48 horas de incubacién con diferentes concentraciones de: A) DSS;

B) 0-LA+DSS; C) LZ+DSS; D) a-LA+LZ (DSS).

CONCLUSIONES

Las proteinas alimentarias presentan propieda-
des biolégicas en su estructura nativa. Ciertas mo-
dificaciones estructurales pueden modificar dichas
actividades. La lisozima nativa hidrolizada con pep-
sina fue capaz de inhibir el 50% del crecimiento de
la linea celular tumoral (OVCAR-3); este efecto fue
dosis dependiente.
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