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Breve resumen general y estructural de la tesis

El trabajo de tesis doctoral se organiza en 3 partes principales.

La primera parte incluye al capitulo 1, que contiene una introduccion general de todos
los conceptos generales y antecedentes de los temas a desarrollar. Luego, el capitulo 2 se
basa en la extraccién y produccion de 16 extractos proteicos vegetales (EPVs) a partir de
fuentes vegetales de consumo humano. Los EPVs son caracterizados bioquimicamente
mediante la determinacién de su concentracién proteica; su estabilidad térmica, la inhibicion de
proteasas de interés biotecnoldgico, el estudio de actividades biolégicas de interés biomédico,
tales como la actividad antioxidante e hipoglucemiante, etc. Ademas, los EPVS fueron
estudiados para la busqueda de propiedades antimicrobianas, debido a la gran cantidad de
reportes referidos a estas actividades en los ultimos afos. Se utilizan para el estudio sistemas
bacterianos y fungicos. Las bacterias patdgenas ensayadas fueron: GRAM positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) y GRAM negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii. Pseudomonas aeruginosa). Para la actividad antifungica
se utilizaron como modelos de especies del género Candida. Finalmente, se realizan testeos
sobre cepas bacterianas con mecanismos de resistencia enzimaticos inducibles tales como las
cepas de alto poder patogénico, K. pneumoniae BLEE+ y A. baumannii Carbapenemasas+.

La segunda parte del trabajo doctoral esta dirigida a la busqueda, identificacion,
purificacion y caracterizacion de nuevos inhibidores de proteasas presentes en los EPVs,
que hayan presentado alguna de las actividades biologicas nombradas anteriormente
(antibacteriana, antifungica, antioxidante, anticoagulante, hipoglucemiante) ademas de su
funcién natural como inhibidores de proteasas. Es asi que el capitulo 3 de esta tesis doctoral,
estuvo centralizado en el aislamiento, purificacién y caracterizacion de un nuevo inhibidor de
proteasas cisteinicas aislado de Moringa oleifera. El capitulo 4 se basé en el aislamiento,
purificacion y estudio cinético-molecular de un nuevo inhibidor de proteasas serinicas aislado de
Geoffroea decorticans. El capitulo 5 se refirio al aislamiento y caracterizacion bioquimica vy
bioldgica un nuevo inhibidor de proteasas serinicas aislado de Capsicum annumm.

La tercera parte del trabajo doctoral, expuesta en el capitulo 6, estuvo dirigida a la
identificacion y caracterizacion de péptidos nativos (NO inhibidores de proteasas) con
actividad antioxidante y anticoagulante, obtenidos a partir de semillas de Geoffroea decorticans.
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Capitulo 1

Introduccion

1. Antecedentes.

Este plan de trabajo se complementa y emerge de los proyectos: “Estudio de Inhibidores
Peptidicos de Proteasas Aislados de Alimentos de Origen Vegetal: Potenciales Aplicaciones
como Agentes Medicinales Nutracéuticos, Anti-Infectivos Naturales y Conservantes Naturales
para la Industria Alimentaria”, codigo PICT-2016-4365 y el proyecto [+D de la UNLP:
“Inhibidores peptidicos de proteasas aislados de alimentos de origen vegetal: Potenciales
aplicaciones como agentes medicinales nutracéuticos, anti-infectivos naturales y
conservantes bioloégicos para la industria alimentaria” (afio 2020- Codigo X-920). En ambos
proyectos, entre otros objetivos, se plantea investigar diversas actividades biologicas de
biomoléculas proteicas aisladas y purificadas a partir de extractos vegetales de plantas
alimentarias, con el objeto de emplearlos como desarrollo de formulaciones antibidticas
naturales y/o conservantes naturales de alimentos, o como alternativa terapéutica natural
como agentes anticoagulantes, antioxidantes e hipoglucemiantes para su potencial uso en el
tratamiento y prevencion de enfermedades cronicas prevalentes, como las cardiovasculares y
sus comorbilidades (trombosis, hipertension arterial, etc.). Ambos proyectos son dirigidos por

el Dr. Walter David Obregon, director de tesis del Bioq. Santiago Pablo Claver.
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1.1. Productos Naturales de plantas y su utilizacion en Biomedicina, Salud y Nutricion.

S e Los productos naturales constituyen una de las

mayores fuentes biolégicas para el desarrollo de
medicamentos, debido a su gran diversidad

quimica y estructural y su baja toxicidad inicial.

. ] I _ Las plantas producen compuestos naturales
Registros arqueoldgicos de la utilizacién de plantas
para uso medicinal.

Fuente: hitps://exerens.com/es/plantas-medicinales-nos- moléculas bioactivas con una amplia gama de
ayudan-desde-la-antiguedadi

objetivos biolégicos (Harvey, 2008; Harvey et al., 2015; Clemons et al., 2010). Desde la

que actuan como una fuente importante de

antigledad, la naturaleza (hongos, plantas, bacterias, etc.), ha proporcionado muchos
extractos bioactivos que son ricos en moléculas para el tratamiento de enfermedades, por lo
que son fuentes atractivas de nuevos compuestos para el posible descubrimiento de farmacos.
Hay evidencias cientificas de que los neandertales, hace 49.000 afos, en el Paleolitico Medio
(Edad de Piedra), usaban las plantas para resolver problemas de salud. Las civilizaciones
hindues, chinas, griegas, egipcias, mesopotamicas y los textos biblicos muestran el uso de
diversas hierbas y minerales con fines medicinales desde hace 5 mil afnos (Chaudhury et al.,
2002; De Pasquale, 1984, Gewali et al., 2008; Gurib-Fakim, 2006). Incluso hoy en dia, las
practicas medicinales tradicionales y los remedios naturales son igualmente relevantes en las
practicas farmacéuticas modernas en todo el mundo.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente el 65-
80 % de la poblacion de los paises en vias de desarrollo, depende esencialmente de las
plantas para la atencién primaria de la salud. Sin embargo, pocas plantas han sido
cientificamente estudiadas para asegurar su calidad, seguridad y eficacia (Newman et al,
2010, 2016; Cragg et al., 2016; World Health Organization (WHO), 2007).
También se ha estimado que el 74%

de los compuestos derivados de las plantas
medicinales fueron descubiertos después de
investigaciones basadas en tradiciones
etnobotanicas. A la actualidad han
proporcionado aproximadamente el 50 % de

todos los productos farmacéuticos modernos

i (Pandey et al., 2013). Incluyendo aquellos de

Registros medievaleé de plantas medicinales
Fuente: https://www.alamy.es/wild-cardus-ruta-sylvestris USO humano para el tratamiento de las
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enfermedades producidas por virus y bacterias (Van Vuuren et al., 2010; De Wet et al., 2012;
Semenya et al., 2013; Mulaudzi et al., 2013).

Desde 1981 hasta el 2014, de las 1355 entidades quimicas aprobadas por la FDA
(United States Food and Drugs Administration), el 70% derivan directa o indirectamente de
productos naturales incluyendo vacunas, péptidos y proteinas. Entre estas entidades
aprobadas, 182 son productos naturales (Newman et al., 2010, 2016, Cragg et al., 2013).

En los ultimos anos, la busqueda de compuestos naturales con aplicacion medicinal
esta en aumento porque el uso de drogas sintéticas implica altos costos en los tratamientos,
efectos secundarios como toxicidad y reduccion en la eficacia. Por ello ha surgido la necesidad
de complementar el tratamiento con medicamentos naturales (Otvos et al., 2019). Por tal
motivo, el uso de productos naturales para la prevenciéon o el tratamiento de enfermedades
humanas continua siendo un area de intensa investigacion. Aproximadamente 3.000 millones
de personas, casi la mitad de la poblacién mundial, corren el riesgo de contraer enfermedades
infecciosas (Lindahl et al., 2015). Ese peligro es mayor en condiciones de vida deficientes
donde los tratamientos son inadecuados o inaccesibles. En aquellas regiones geograficas de
clima calido y con alta humedad, también afectan a la salud humana pues se dan las
condiciones para el desarrollo de enfermedades causadas por diferentes tipos de
microorganismos patdgenos. A pesar que estas situaciones han prevalecido en las regiones
subdesarrolladas, el cambio climatico global, ha provocado que aparezcan nuevas regiones
de riesgo mostrando una mayor incidencia de enfermedades transmitidas por vectores de
clima calido, como malaria y dengue. Se ha estimado que, entre 2030 y 2050, el cambio
climatico podria sumar otras 250,000 muertes anuales causadas por malaria, diarrea, calor
extremo y desnutricion (OMS, 2019). Ademas, el aumento de las migraciones intra e
intercontinentales de patdgenos también contribuye a la llegada de infecciones nuevas y
emergentes como tuberculosis y malaria. Nuevas terapias alternativas como la homeopatia y
la medicina ayurvédica estan resurgiendo en los ultimos afos, en menor escala, para
proporcionar soluciones a las enfermedades de los ancianos y las enfermedades derivadas
de las condiciones de vida actuales (estrés, comida chatarra, competitividad). En un futuro
cercano mas de la mitad del arsenal farmacoterapéutico consistira en productos
biofarmacéuticos, cuya transicién representara un gran desafio debido a la complejidad y
dificultad en el manejo de esas moléculas. Actualmente, mas de la mitad de todos los
medicamentos de moléculas pequenas aprobados por la FDA, derivaron estructuralmente de
compuestos de origen natural (Newman et al., 2010, 2007).
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De esta manera, los productos biofarmacéuticos naturales emergen como nuevas
alternativas terapéuticas a los productos convencionales obtenidos por sintesis quimica. Los
productos biofarmacéuticos producidos a partir de materiales de origen bioldégico o
biotecnoldgico son a veces analogos a las proteinas humanas o tienen una estrecha relacion
con esas moléculas. Sin embargo, las proteinas de origen humano son mas eficaces en
muchas terapias y poseen menores efectos secundarios que sus similares de origen ovino o
porcino como en el ejemplo de ciertas insulinas.

Uno de los problemas mas graves para el campo biomédico es la creciente aparicion
de bacterias multirresistentes, que socavan la eficacia de los antibi6ticos actuales y amenazan
los sistemas de salud, generando la actual crisis de resistencia a los antibiéticos. Las bacterias
rapidamente obtienen mutaciones ventajosas porque la rapidez del crecimiento bacteriano
permite seleccionar incluso las mutaciones mas raras. Los antibidticos nunca son efectivos a
largo plazo, lo que suscita un creciente interés en la busqueda de nuevos compuestos
naturales con actividades antibacterianas y antifungicas para su aplicacién en las industrias
biomédica, biotecnoldgica y alimentaria (Cox et al., 2013; Blair et al., 2015). Esta situacion,
entre otras causas, se ha atribuido al uso excesivo y la prescripcion incorrecta de antibiéticos.
Contrariamente, la disponibilidad de nuevos antibiéticos en general se reduce debido a los
obstaculos econdmicos y regulatorios (Martins et al., 2018). Por lo tanto, la comunidad
cientifica también esta buscando alternativas terapéuticas naturales para reemplazar los
antibidticos de sintesis quimica que, actualmnte se estan volviendo obsoletos.

Por otro lado, la creciente demanda de alimentos en el mundo es preocupante, y es
necesaria la correcta conservacion de los mismos. El uso de productos naturales como
conservantes de alimentos es una alternativa ecoldgica frente al uso de compuestos sintéticos.
En los ultimos afos, la industria alimentaria se ha visto obligada a buscar nuevos conservantes
gue sean tanto naturales como estables, con el fin de extender la vida media de los alimentos
y preservar la seguridad de su calidad. El deterioro y la contaminacion microbiana de los
alimentos se ha convertido en una preocupacion mundial (Ananou et al., 2007; Tajkarimi et
al., 2010). Tradicionalmente, el control del deterioro de los alimentos durante el
almacenamiento y de la contaminacién bacteriana patégena se logré principalmente a través
de antibidticos y la aplicacion de técnicas de conservacion como tratamiento térmico, salado,
acidificacién y secado. Sin embargo, el uso de productos quimicos sintéticos se ha limitado
debido a las consecuencias médicas indeseables, como pueden ser derivadas de una
eliminacién incompleta de los patdégenos, incluido el cancer, la toxicidad aguda y la

teratogenicidad. En el caso de los productos sintéticos, se pude observar que presentan, n
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muchos casos, periodos de degradacion lenta, ademas, pueden conducir a la contaminacion
del medio ambiente (Davidson et al., 2013).

Una percepcidn publica negativa de los antimicrobianos sintetizados quimicamente en
los alimentos ha generado recientemente una creciente demanda de los consumidores de
productos naturales como bioconservantes para reemplazar los compuestos quimicos. El uso
de conservantes de origen natural seria beneficioso a través del control del crecimiento del
patdgeno, o una disminucién en el desarrollo de resistencia a los antibiéticos por parte del
patogeno o por un fortalecimiento del sistema inmune en humanos, mientras se mantiene la
capacidad de mejorar la calidad y la vida util de los alimentos perecederos (Fratianni et al.,
2013; Hintz, 2015).

Las moléculas antimicrobianas proporcionan la primera linea de defensa contra los
microbios patdégenos tanto en plantas como en animales: de hecho, varias moléculas
antimicrobianas de plantas que inhiben el crecimiento de los principales patégenos
agronomicos se han aislado de diversas fuentes vegetales (Boman, 2003; Bulet et al., 2004;
Van Loon et al., 2006; Parisi et al., 2008).

1.2. Importancia de la busqueda e identificacion de moléculas estables y su papel en
ciertas aplicaciones bioquimicas.
La busqueda de nuevas moléculas de origen natural con estabilidad fisicoquimica ha generado
un interés particular por la ciencia y la tecnologia, principalmente debido a las numerosas
ventajas en el empleo de esos compuestos. Por ejemplo, muchas de ellas, no necesitan
requisitos especiales como el almacenamiento a temperaturas frias o calidas, medios
especiales de estabilizacion, preservacion en buffers y/o requerimiento de un ambiente no
oxidativo, entre otros. Hacia el afno 2018, el numero de productos biofarmacéuticos
individuales que obtuvieron una licencia en EEUU y la Unién Europea asciende a 374, de los
cuales 285 contienen ingredientes biofarmacéuticos activos distintos. Dentro de esos
productos se incluyen 68 anticuerpos monoclonales, 23 hormonas proteicas 6 peptidicas, 16
factores de coagulacion, 9 enzimas, 7 vacunas, 5 productos a base de acido nucleico y 4
productos a base de células disefiadas (Walsh, 2018). Muchos de esos agentes son muy
labiles, tienen poca estabilidad frente a cambios en el pH y/o temperatura; mientras que otros
son macromoléculas de alto peso molecular, lo que dificulta su acceso a regiones de
vascularizacion fina y hace que su vida media sea generalmente bastante corta.

Existe actualmente, para la comunidad cientifica, una importante oportunidad para

probar la eficacia de las medicinas tradicionales y para el descubrimiento de nuevos
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compuestos bioactivos. Entre los compuestos naturales, se encuentran los productos del
metabolismo primario, que son compuestos producidos por casi todas las plantas por ser
esenciales para las vias bioquimicas que controlan el crecimiento, la fotosintesis, la
respiracion, transporte de sustancias, asimilacion de nutrientes, la floracién, la maduracion de
los frutos, etc. son indispensables para la vida de la planta. Los metabolitos secundarios de
las plantas, Por lo general, son los que dan los olores, colores, sabores y propiedades
medicinales de ciertas plantas (y microorganismos). Son muy variados en su estructura y no
estan uniformemente distribuidos en todos los vegetales. No intervienen en los procesos
fisiolégicos basicos, como los primarios, de modo que su ausencia no causa ningun problema.
Aunque son dependientes de los mismos sistemas enzimaticos que los primarios y se forman
a partir de éstos, y en general estan restringidos a especies especificas. Por ejemplo,
proteinas, lipidos, carbohidratos, terpenos, polifenoles y carotenoides. En cuanto a las
moléculas proteicas, se han aislado y caracterizado varias proteinas y péptidos con posibles
aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas, por ejemplo, quitinasas, B-1,3-glucanasas,
proteinas similares a taumatinas, endoproteasas, peroxidasas, proteinas similares a
ribonucleasas, y-tioninas y defensinas vegetales, oxalato oxidasas, proteinas similares a
oxalato-oxidasa, proteasas e inhibidores de proteasas (Kim et al., 2009; Shamsi et al., 2016).
Una de las hipétesis fundamentales de la medicina herbaria es que los productos naturales,
de composicidn quimica compleja, contienen una combinacion de compuestos que, muchas
veces, son mas eficaces y menos toxicos que cualquier componente aislado. Sin embargo,
para comprender completamente la actividad de un producto complejo es necesario identificar
los compuestos quimicos aislados responsables de esa actividad y cdmo interactuan entre si.
Por lo tanto, es de interés el estudio de los compuestos aislados, asi como de los extractos
vegetales de los que se aislan.
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2. Productos peptidicos naturales de plantas con actividad antimicrobiana.

Péptidos y proteinas antimicrobianas y su funcion en la defensa de las plantas.

Las plantas producen una amplia gama de péptidos antimicrobianos de forma constitutiva o
en respuesta a infecciones por patdgenos, estrés abibtico y dafio mecanico, incluido el dafo
causado por insectos y herbivoros. Las pérdidas de cultivos debidas a estos ataques son una
gran amenaza para la seguridad alimentaria mundial. Las plantas poseen sistemas de
defensas contra un patdégeno que incluye el uso de barreras fisicas (pared celular), induccion
de respuesta de defensa hipersensible, resistencia y sintesis de péptidos antimicrobianos
(PAMs), entre otras. Los PAMs son péptidos ubicuos de bajo peso molecular que muestran
una resistencia de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus.

Por tal motivo, los PAMs constituyen interesantes agentes terapéuticos que
podrian ser utilizados en patologias humanas y de animales de crianza. Las investigaciones
sobre PAMs, se han incrementado afio tras afio, proveyendo en la ultima década grandes
descubrimientos sobre la base de datos de 3425 entradas de proteinas de este tipo.
(http://aps.unmc.edu; Wang, et al., 2004; 2016; Beutler, 2005; Zasloff, 2002; Brogden 2005;
Wong et al., 2007). En general, los PAMs son péptidos de bajo peso molecular compuestos
de menos de <100 aminoacidos que muestran una actividad antimicrobiana de amplio
espectro contra bacterias, hongos y virus (Barbosa Pelegrini et al., 2011; Van Der Weerden et
al., 2013). El PAM mas pequeio conocido contiene 7 aminoacidos (lys-val-phe-leu-gly-leu-lys)
y es proveniente de Jatropha curcas (Xiao et al., 2011). Este péptido de 1 kD es activo contra
multiples patdgenos bacterianos. El hecho de que los PAMs sean activos a una concentracion
de M hace que sean potentes proteinas de defensa. En el caso de PAMs producidos por
bacterias son denominadas bacteriocinas, y tienen una especificidad relativamente alta hacia
especies/géneros estrechamente relacionados en comparacion con sus eucariotas homologos
que pueden actuar contra diversos microbios (Nissen-Meyer et al., 1997; Hassan et al., 2012).

Los PAMs de plantas se clasifican en funcidn de su estructura y presencia de enlaces
disulfuro, y entre las principales clases encontramos: ciclétidos, defensinas, proteinas
similares a heveina, proteinas de transferencia de lipidos, inhibidores de la familia de las
serpientes, tioninas y proteinas similares a vicilina (Goyal & Mattoo, 2014) (Fig. 1).

PAGINA 8



Capitulo 1

Anudadas
Tipo Vicillin
Tipo Hevein

Otros Ciclétidos

<

Tioninas

Proteinas de
transferencia
de lipidos

Defensinas

Figura 1: Distribucion de las diferentes clases de PAMs de las plantas.
Figura obtenida de (Goyal & Mattoo, 2014).

Otros PAMs son las IbPAM (Thevissen, et al., 2005) que consisten en péptidos de
albumina 2S, puroindolinas, horquillas, barrelinas y péptidos libres de cisteina ricos en glicina,
que presentan una composicion unica de aminoacido como estructura, haciéndolos diferentes
a los anteriormente mencionados (Valueva et al., 2004; Pignol et al., 2006; Shamsi et al.,
2018). La mayoria de los PAMs tienen carga neta positiva a pH fisiolégico y, por lo tanto, se
denominan comunmente PAMSs catidnicos. La carga positiva del péptido ayuda a la union del
PAM a la superficie cargada negativamente de los microorganismos e intensifican la actividad
antimicrobiana. Los PAMs de plantas son ricos en cisteinas, que ayudan a estabilizar su
estructura a través de la formacion de puentes disulfuro, pero la estabilidad de la estructura
no parece correlacionarse con la potencia de los PAMs (Barbosa Pelegrini et al., 2011; Stotz
et al., 2013). Sin embargo, la actividad de los péptidos cisteinérgicos depende esencialmente
de la integridad de los enlaces S-S (Haag et al., 2012). Diferentes clases de PAMs muestran
actividad contra una amplia gama de microorganismos. Casi la mitad de los PAMs aislados de
plantas poseen actividad antifungica. Alrededor de 30 PAMs, la mayoria de los cuales incluyen
ciclotidos, muestran actividad contra virus. Los PAMs de plantas con carga neta negativa se

conocen como PAMs anidnicos (Prabhu et al., 2013).
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Las pourotioninas, aisladas del trigo (Triticum aestivum) en 1972, fueron el primer
péptido antimicrobiano vegetal que se informd que tenia la capacidad de inhibir el crecimiento
de varios patogenos de plantas. A lo largo de los afos, los péptidos antibacterianos se han
convertido en herramientas interesantes en el desarrollo de nuevas técnicas para el control de
pérdidas de cultivos, asi como en la produccion de nuevos antibidticos para el tratamiento de
muchas infecciones humanas. La actividad antimicrobiana del péptido vegetal MBP-1, aislado
por Duvick (Duvick, 1992) de granos de maiz, fue informada como eficaz contra bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas, asi como contra varios hongos filamentosos (Salouti et al.,
2016). Por otro lado, se examind la actividad antimicrobiana sinérgica de una mezcla de
péptidos que contenian plantas autdctonas australianas utilizando microorganismos de prueba
seleccionados: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, y Pseudomonas
aeruginosa (Shami et al., 2013). También, se han aislado péptidos antimicrobianos, ricos en

residuos de cisteina, a partir de semillas de Abelmoschus moschatus (Dokka et al., 2014).

3. La relacion entre las bacterias patégenas y los productos antimicrobianos.

La patogenicidad es una nocion compleja, que implica interacciones entre el huésped, su
microbiota y el medio ambiente, asi como interacciones entre diferentes microorganismos y/u
ocasionalmente el intercambio por vectores (plasmidos, virus, etc). Todos estos elementos
combinados, inician la compleja cascada, desencadenando diferentes enfermedades. No
debemos ignorar el punto de entrada y el nicho ecoldgico de cada microorganismo, por
ejemplo, una especie comensal podria volverse patégena si atraviesa una barrera y coloniza
otros sitios humanos. Por ejemplo, Escherichia coli, una bacteria comensal bien conocida en
el intestino humano que es patégena en sitios extracoldnicos. Aunque la dosis infecciosa es
un factor importante que inicia un proceso de enfermedad, las condiciones de las infecciones
polimicrobianas y nosocomiales no pueden ser explicadas por los postulados de Kochs
(Fuentes Castillo, 2007; Volcy, 2008). La infeccion polimicrobiana depende del huésped
especifico y la interaccion entre microorganismos. Después de lesiones traumaticas, la
microbiota comensal puede colonizar lesiones, lo que resulta en infeccion. Staphylococcus
aureus, uno de los patdbgenos mas comunes aislados durante las infecciones polimicrobianas,
puede interactuar con otras bacterias por cooperacion (p.ej., con Haemophilus influenzae,
Enterococcus faecalis) o por competencia (por ej., con Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pneumoniae), 1o que resulta en una cepa mas resistente (resistencia a los
antibidticos adquirida) y mayor potencial de virulencia. Las infecciones nosocomiales son

afectadas por dispositivos médicos y microbiota. Debido a la dificultad de definir especies
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comensales, oportunistas o estrictamente patdgenas, se agrupan las especies que afectan a
seres humanos en funcién de su clasificacion como microorganismos infecciosos en relacion
con su riesgo biologico de infeccion. La mayoria de las especies aisladas en seres humanos
(2042 de 2172 especies, 94 %) pertenecen al grupo de riesgo 1 (definido por un riesgo
individual o comunitario bajo o nulo), que incluye agentes bioldgicos que probablemente no
causen enfermedades en los seres humanos sanos. Se identifican 103 (5 %) de 2172 especies
en el grupo de riesgo 2 (definido por un riesgo individual moderado y un riesgo comunitario
bajo), que incluye agentes bioldgicos que pueden causar enfermedad en una persona
individual, pero es poco probable que se propague a la comunidad mas amplia, por lo que la
enfermedad es prevenible o tratable. El grupo de riesgo 3 (definido por un alto riesgo individual
y un bajo riesgo comunitario), consiste en 27 de 2172 especies (1 %), incluye bacterias que
podrian estar involucradas en infecciones humanas graves o letales y podrian presentar un
grave peligro para los trabajadores de la salud. Existen tratamientos y vacunas para estas
enfermedades. No se asignaron bacterias al grupo de riesgo 4 (definido por un alto riesgo
individual y un riesgo comunitario), para el cual no hay tratamiento o profilaxis efectivos (Hugon
et al., 2015; IGEMF, 2019).

La evidencia indica que las bacterias son muy versatiles y adaptables, y para
sobrevivir necesitan ser capaces de lidiar con sustancias tdxicas y/o productos de desecho de
otros organismos. Los mecanismos de resistencia bacteriano descritos hasta el momento, son
tan variados como las propias bacterias. A partir de 2016, se aprobaron 8 nuevos
medicamentos, pero solo uno de ellos es un antibiético novedoso. La mediana de tiempo en
el proceso de aprobacién de estos medicamentos fue de 6,2 afios, y el costo por dosis de
estos medicamentos oscila entre U$D 2000 y U$D 4200 (Reygaert, 2018). Mas alla del tipo
de desarrollo, bioguiado o de disefio, que se utilice para la obtencién de nuevas moléculas
para desarrollo de farmacos, el area en particular de las enfermedades infecciosas demanda

de manera constante la investigacion en este tema.

PAGINA 11



Capitulo 1

3.1. Mecanismos de resistencia bacterianos

La implementacion terapéutica de las penicilinas en
el afo 1940, se vio aparejada con el descubrimiento
de algunas cepas de E. coli, donde se observo la
inactivacion de las soluciones de penicilinas por una
sustancia producida por dichas bacterias, reportando
el primer caso de resistencia bacteriana (Abraham et
al.,, 1940). En el ano 1944, Kirby identificé que

existian cepas de S. aureus que también producian

una sustancia capaz de inactivar las penicilinas, que

Imagen de Alexander Flemming

se denomind peniCiIinasa (Abarca et al., 2001) Mas Fuente: https://www.biografiasyvidas.com/monografia/fleming/

adelante, con la misma logica de lo sucedido con la penicilina, con el surgimiento de nuevas
familias de antibidticos, que, al tiempo de su implementacién en el tratamiento de
enfermedades, se observaban la aparicibn de nuevas enzimas capaces de inactivarlas
sistematicamente. Aquellas enzimas que inactivaban antibioticos con el anillo betalactamico,
se las denomind betalactamasas. En 1960, al poco tiempo de implementarse la ampicilina, fue
descrita una nueva enzima que cumplia con la misma funcién inactivadora. Afios mas tarde,
al implementarse las aminopenicilinas, se aislé una K. pneumoniae productora de una nueva
betalactamasa con capacidad de inactivacion de estos nuevos antibioticos, asi como de las
incipientes cefalosporinas de primera generacién (Casellas, 2011). Posteriormente, las
enzimas que inactivaban penicilinas y cefalosporinas fueron denominadas de manera general
como “betalactamasas”, las cuales son capaces de romper el puente amida del anillo
penicilanico o cefalosporanico y producir derivados acidos sin propiedades bactericidas. Asi,
fueron apareciendo nuevas variantes de estas enzimas inactivadoras de betalactamicos,
producto de mutaciones en los genes que codificaban las betalactamasas sensibles a acido
clavulanico, son enzimas betalactamasas nombradas tipo TEM-1, TEM-2, SHV-1 (Bush, et al.,
1995; Thomson, et al., 2005).

En 1983, un grupo de investigadores alemanes, aislaron de una cepa de Klebsiella
ozaenae una nueva betalactamasa producto de mutaciones de la SHV-1, la cual nombraron
SHV-2. La misma era capaz de hidrolizar las cefalosporinas de tercera generacion
(ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima) y el aztreonam (Knothe et al, 1983). En 1989, a estas
enzimas se las llamaron, por primera vez, betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Philippon et al., 1989).
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Actualmente hay descriptas mas de 160 tipos de TEM y 100 tipos de SHV. Las TEM
provienen de informacion contenidas en plasmidos, mientras que las SHV tienen origen
cromosomico (Abbas et al., 2022).

Otro subgrupo de las BLEE son las B-lactamasas AmpC, que pueden hidrolizar
penicilinas, cefamicinas, oximinocefalosporinas y monobactams, pero no son activas frente a
cefalosporinas de cuarta generacién y carbapenémicos. Los genes que se encuentran en el
cromosoma de algunos bacilos Gram negativos, se han integrado en elementos genéticos
transferibles, lo que ha permitido su trasferencia horizontal a microorganismos que carecen
de forma natural de AmpC cromosdémico o lo expresan a bajo nivel. La prevalencia de las
infecciones causadas por bacterias productoras de AmpC plasmidica (pAmpC) varia en
funcion del tipo de enzima y la localizacion geografica. Los aislados bacterianos clinicos
productores de pAmpC son con frecuencia resistentes a otros antimicrobianos, lo que reduce
de manera importante las opciones terapéuticas (Rodriguez-Guerrero, 2022).

En respuesta a esta resistencia de amplio espectro a tantos tratamientos, los
antibidticos de la clase de los carbapenémicos se han establecido como los agentes
principales para tratar estas infecciones, usandose cada vez mas como la unica terapia eficaz.
La capacidad de diseminacioén de resistencia a los carbapenémicos entre las enterobacterias
se debe a la produccién de enzimas denominadas carbapenemasas. Las infecciones por
cepas productoras de carbapenemasas son una causa emergente de infecciones asociadas
a atencion en salud, estas infecciones son dificiles de tratar y se asocian con una alta
mortalidad (OMS, 2017). Durante la ultima década, ha habido un aumento global alarmante

en la incidencia y prevalencia de bacterias Gram negativas resistentes a los carbapenémicos.

3.2. Diseios para el cribaje de sistemas enzimaticos de resistencia en las bacterias
patoégenas de la poblacion.
La OMS ha creado la red WHONET, como organismo oficial para el registro de la aparicién de
resistencias a los antimicrobianos emergentes a nivel global. El objetivo de la red WHONET,
por lo tanto, es estandarizar, validar, investigar e informar los estudios de vigilancia
epidemioldgica de bacterias con mecanismos de resistencia.

Para poder concretar dicho objetivo en la practica habitual del laboratorio, dicha red
ha disenado una serie de recomendaciones, segun sea el mecanismo a detectar, en donde la
mayoria de las metodologias, se basan en el estudio de los halos desarrollados en los cultivos

bacterianos alrededor de algunos antibidticos especificos, o en las zonas de centrales entre

PAGINA 13



Capitulo 1

dos antibidticos diferentes. Pudiéndose a través de deformaciones en los halos producidos,
determinar rapidamente la presencia de un mecanismo de resistencia especifico.

En el caso de la deteccion de BLEE, la red WHONET recomienda sembrar una placa
con medio de cultivo agar Mller Hinton (MH), con un inéculo 0,5 Mc Farland de la bacteria a
estudiar, en la cual se ubica un disco que contiene amoxicilina/acido clavulanico (AMC) entre
dos discos que contienen, cada uno por separado, Cefotaxima (CTX) y Ceftazidima (CAZ).

Ademas, se coloca un disco con ac. borénico entre el disco con CTX y otro con CFO.

Figura 2: Diagrama de disefno y disposicion de antibiéticos, para la busqueda de algunos
mecanismos BLEE, propuestos por la red WHONET. Donde CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima,
CFO: Cefoxitina, AMC: Amoxicilina Clavulanico, BORON: Ac. Boroénico

En la Figura 2 se muestra el disefio de placa que propone la red WHONET para
investigar diferentes posibles mecanismos de BLEE en cepas bacterianas. La aparicion de
deformaciones en los halos de inhibicion de CAZ, CTX o CFO en las zonas cercanas a los
discos con &c. clavulanico o ac. borénico, confirmarian la presencia de mecanismo de

resistencia en la cepa investigada.

En el caso de la deteccion de carbapenemasas la red WHONET recomienda sembrar
una placa con medio de cultivo agar MH, con un inéculo 0,5 Mc Farland de la bacteria a
estudiar, en la cual se ubica un disco que contiene Imipenem (IMI) y otro con Meropenem
(MRP) con los que se pueden detectar la mayoria de las carbapenemasas que circulan en
nuestro medio (KPC). En medio de los discos, tal como se muestra en la Figura 3, se coloca
un disco de EDTA.
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Figura 3: Diagrama de diseno y disposicion de antibiéticos, para la busqueda de algunos
mecanismos Carbapenemasas, propuestos por la red WHONET. Donde MRP Meropenem; EDTA
Acido Etilen Diamino-Tetra-Acético; IMI Imipenem.

La aparicion de deformaciones en los halos de inhibicién de MRP o IMI en las zonas cercanas

a EDTA, confirmarian la presencia de mecanismo de resistencia en la cepa investigada.
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En la figura 4 se muestra la estructura quimica de los antibiéticos utilizados.
Ceftazidima (C22H22N60782) Cefotaxima (C16H17N50782)
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Figura 4: estructura quimica de los antibioticos utilizados para

la deteccion de mecanismos de resistencia bacterianos.

Basandose en los resultados de estos experimentos, los actores de la salud, pueden
tomar decisiones al momento de instaurar un tratamiento antibiético, con mayor cantidad de
elementos para que la efectividad del mismo sea la deseada. Ya que la simple utilizacién del
antibiograma tradicional, puede acarrear errores a la hora de instaurar tratamientos
terapéuticos que pueden fallar debido a mecanismos de resistencia inducibles, que no son

detectables por la interpretacion directa del antibiograma.
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3.3. Especies bacterianas seleccionadas para esta tesis
Para la realizacion de este trabajo doctoral, se escogieron 5 especies bacterianas,
representativas de los géneros con mayor casuistica en los laboratorios de bacteriologia con

pacientes ambulatorios.

Escherichia coli

Es la bacteria mas representativa de la familia Enterobacteriaceae. Compuesta por bacilos
Gram negativos oxidasa-negativo. Coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento. E. coli es la responsable del mayor numero de infecciones urinarias alrededor de
todo el mundo y, aunque pertenece a la flora habitual del sistema digestivo, al invadir otras
areas puede producir severas infecciones que pueden llevar al paciente a la muerte. E. coli
invade tejidos y los infecta, produciendo no solo infecciones urinarias, sino respiratorias,
meningeas, oculares de catéteres, etc. Ciertas cepas productoras de toxinas, llegan a infectar
el tracto digestivo produciendo diferentes tipos de diarreas, pudiendo en algunos casos,
originar enterocolitis hemorragica o sindrome urémico hemolitico (SHU), siendo este ultimo

caso un motivo de trasplante o muerte del individuo (Rivas, et al., 2006).

Klebsiella pneumoniae

Otro representante importante de la familia Enterobacteriaceae, con numerosos casos de
infecciones urinarias detras de la Escherichia coli. Son bacterias resistentes naturales a
ampicilina, pero con gran capacidad para generar y adquirir factores de resistencia. En la
década del 90 surgieron las primeras cepas con KPC (carbapenemasas) y desde entonces se
han dispersado por todo el planeta generando severas infecciones intrahospitalarias con gran
numero de muertes. K. pneumoniae, es, ademas, causante de una variedad de infecciones,
que incluyen, entre otras, neumonia, sepsis, infecciones del tracto urinario, bacteriemia,
meningitis y abscesos hepaticos. También causa neumonias en la comunidad
intrahospitalaria. Es una especie con gran capacidad de producir mecanismos enzimaticos de

resistencia a antibioticos. (Carvalho et al., 2021)

Pseudomonas aeruginosa

Es una de las bacterias mas representativas de los bacilos Gram negativos aerobios, oxidasa
positiva. Entre sus mecanismos de virulencia, pueden producir toxinas y segregar alginatos,
que generan colonias mucosas de muy bajo metabolismo debido a su bajo intercambio de

nutrientes con el medio. Generan diferentes tipos de infecciones en pacientes habituales, pero
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tienen altisima prevalencia en pacientes con enfermedades de base como diabetes y fibrosis
quistica y en pacientes trasplantados. Pueden sobrevivir a condiciones ambientales muy
desfavorables, aun en soluciones antisépticas y presentan una amplisima resistencia a
muchos antibioticos. Pseudomonas aeruginosa se ha convertido en un importante patégeno
que causa entre el 10 % y 20 % de las infecciones en la mayoria de los hospitales. (Ayala et
al., 2023)

Staphylococcus aureus

Es la bacteria mas representativa y virulenta dentro de los cocos Gram positivos
catalasa positivos. Aunque es flora habitual de piel y mucosas, ante lesiones o cirugias puede
invadir los tejidos y generar severas infecciones. Responsable de un alto numero de
enfermedades respiratorias, forunculosis, fistulas, sepsis, etc, todos los afnos. Es uno de los
principales causantes de infecciones post operatorias. Se han transformado en un problema
aun peor desde la aparicion de cepas Meticilino Resistentes. Genera infecciones frecuentes
en neonatos, niflos y adultos, quienes pueden ser colonizados por S. aureus y portar el
microorganismo generalmente en fosas nasales y, en ocasiones, en la piel y la ropa. Desde
estos sitios, puede transmitirse a otras regiones en la piel o a las membranas mucosas. Si
estas barreras son interrumpidas por un trauma o una cirugia, S. aureus, que es un patégeno
oportunista, que puede acceder al tejido provocando una lesion local. Debido a su amplia
versatilidad, esta bacteria es capaz de causar enfermedades de amplio espectro: infecciones
menores de la piel e infecciones invasoras serias como: bacteriemia, infecciones del sistema
nervioso central, osteomielitis, infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario
y sindrome de choque toxico. El éxito de la colonizacién y la produccion de enfermedades por
S. aureus se debe a la expresion de factores de virulencia que participan en adhesion,
adquisiciéon de nutrientes y evasion de la respuesta inmune del huésped (Lowy, 1998;

Camarena, 1999; Velazquez-Meza, 2005; Nodarse Hernandez et al., 2013).

Enterococcus faecalis

Es el representante mas importante de los Enterococcos, un subgrupo de los Cocos Gram
positivos catalasa negativos. Este microorganismo es el responsable de un alto numero de
infecciones urinarias en la comunidad pero que ha generado serias infecciones en hospitales.
Ha adquirido en ciertos casos resistencia a Vancomicina haciendo muy dificil su tratamiento.
Enterococcus faecalis también es integrante de la microbiota intestinal habitual del hombre y

otros animales, y es un indicador de contaminacion fecal del agua y del medio ambiente. Se
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han notificado en nuestro pais aislamientos de Enterococcus spp. a partir de alimentos de
origen animal. E. faecalis es la especie aislada con mayor frecuencia de muestras bioldgicas
humanas y es considerado agente etiolégico emergente de infecciones invasivas, capaz de

transmitir resistencia antimicrobiana (Van Tyne et al., 2013).

4. Hongos levaduriformes e infecciones por levaduras.

Las infecciones fungicas sistémicas plantean un grave problema clinico. Las opciones de
tratamiento son limitadas y la resistencia a los medicamentos antimicoticos esta aumentando.
Ademas, una proporcion sustancial de pacientes no responde a la terapia a pesar de estar
infectados con hongos que son sensibles al farmaco. La discordancia entre el resultado
general del tratamiento y los bajos niveles de resistencia clinica puede atribuirse a la tolerancia
a los farmacos antimicéticos (Berman et al., 2020).

Los grupos etiolégicos causantes de las mencionadas infecciones, se dividen en
hongos filamentosos y levaduras. Los hongos filamentosos, poseen un ciclo de crecimiento
lento y aunque su diagnostico puede realizarse por cultivos, no hay metodologias avaladas
para el estudio de su sensibilidad a antifungicos. En el caso de las levaduras, si se han
desarrollado métodos aprobados para los estudios de sus sensibilidades a antifungicos
(Castro Méndez et al., 2019).

Dentro del grupo de levaduras que son patdgenas para el ser humano, uno de sus
principales representantes son las de la especie Candida spp, las que podemos describir como
levaduras, pero en muchas ocasiones productoras de pseudomicelios. Las diferentes especies
de candida se han dispersado entre la comunidad generando gran cantidad de infecciones.
Son responsables de muchas onicomicosis, infecciones de la piel y vulvovaginitis, pero
también causan severas complicaciones en casos de pacientes inmunocomprometidos. El uso
irresponsable de los antifungicos ha llevado a la aparicion de cada vez mas resistencia a los
azoles, dejando muy pocas opciones terapéuticas. La candidiasis es una infeccion comun de
la piel, la cavidad oral y el eséfago, el tracto gastrointestinal, la vagina y el sistema vascular
de los humanos. Aunque la mayoria de las infecciones ocurren en pacientes
inmunocomprometidos o debilitados, el organismo responsable con mayor frecuencia de la
enfermedad, C. albicans, expresa varios factores de virulencia que contribuyen a la
patogénesis. Estos factores incluyen biomoléculas de reconocimiento del huésped
(adhesinas), morfogénesis (la transicion reversible entre morfotipos unicelulares y
filamentosas, formas de crecimiento), proteasas y fosfolipasas secretadas. Ademas, el cambio

fenotipico se acompana de cambios en la expresion de ciertos compuestos de la pared
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(Martinez et al., 1990), la morfologia de las colonias y las afinidades tisulares en C. albicans'y
varias otras Candida spp. El cambio en el fenotipo de C. albicans y otras Candida spp., podria
proporcionar a las células una flexibilidad que resulte en la adaptacion del organismo a las
condiciones hostiles impuestas no solo por el huésped, sino también por el médico que trata
la infeccién (Calderone et al., 2001; Polke et al., 2015).

La candidemia es una de las infecciones del torrente sanguineo mas comunes
asociadas con la atencion médica y el tipo mas frecuente de infeccion fungica invasiva. El
aumento de la resistencia a los antimicrobianos en Candida spp. como agente etiolégico de
candidemia es motivo de preocupacion ya que son infecciones graves con altas tasas de
mortalidad. En la practica clinica de rutina es mas probable que se identifiquen a nivel de
especie a las levaduras del género Candida recuperadas del torrente sanguineo que aquellas
recuperadas de sitios no estériles. La candidemia esta asociada principalmente a la atencion
meédica, por lo que se espera que la mayoria de los casos correspondan a pacientes

hospitalizados (Duque et al., 2016; Velastegui et al., 2019; Salinas et al., 2022).

4.1. Actividad antifungica: tratamientos vigentes anti-candidas.

La baja resistencia de levaduras del género Candida al fluconazol (FCZ) permitié su uso mas
generalizado a partir de los afos ochenta, entre otras razones porque coincidié con la
pandemia de HIV y las indicaciones terapéuticas derivadas de ésta. Ademas de las ventajas
farmacocinéticas del FCZ en relacion con su posologia, también la disponibilidad en el
mercado facilité su uso; sin embargo, como consecuencia de su uso tan generalizado, se ha
desarrollado en levaduras como Candida spp. el riesgo potencial de resistencia. En la
actualidad, la resistencia informada al FCZ en especies de Candida albicans es cercana al 3
%, con variaciones regionales y locales muy notorias. Hasta el 10 % de los pacientes con sida
y candidiasis mucocutanea presentaba resistencia a FCZ antes del surgimiento de la terapia
antirretroviral altamente efectiva (TARAE), la cual se relacioné con las dosis administradas o
la duracion del tratamiento, por lo que se interpreté como un tipo de resistencia adquirida. En
los ultimos anos, con el uso de TARAE, los episodios de candidiasis mucocutanea recurrente
son cada vez menos frecuentes y, por esta condicion, la resistencia a los azoles actualmente
no es de gran impacto en los paises industrializados. Esto, sin embargo, no es extrapolable a
paises en condiciones de extrema pobreza, como los del continente africano, donde se siguen
reportando porcentajes significativos de Candida spp. resistente a azoles aisladas en
orofaringe de pacientes con VIH, con informes de Candida albicans resistente a fluconazol
hasta en el 9,5 % (Quintero, 2011; Sanguinetti et al., 2015).
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El Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (en adelante
GLASS, por sus siglas en inglés “Global Antimicrobial Resistance Surveillance System”) tiene
como objetivo apoyar la implementacion del Plan de Accion Mundial sobre la Resistencia a los
Antimicrobianos, mediante la promocion y el fortalecimiento de la vigilancia estandarizada de
la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial. En el GLASS se combinan los datos de
los pacientes con los del laboratorio y la vigilancia epidemiolégica para mejorar la comprension
del alcance y los efectos de la resistencia a los antimicrobianos en las poblaciones. Aunque
los hongos en gran medida estan fuera del punto de vista de la salud publica, también son una
causa importante de enfermedad y muerte en los seres humanos, y la resistencia a los
antimicéticos es un problema creciente, como lo es para los antibiéticos. Los datos de
susceptibilidad antifungica de los aislamientos de Candida recuperados especialmente de
pacientes en unidades hospitalarias de alto riesgo (por ejemplo, unidades de cuidados
intensivos), disponibles a través del GLASS, proporcionan una visién general de la resistencia
emergente en Candida spp. (Fisher et al. 2022).

A diferencia de las bacterias, la identificacion precisa y las pruebas de susceptibilidad
antifungica de Candida spp. siguen siendo un gran desafio para la mayoria de los laboratorios
a nivel mundial, debido a que muchos de ellos carecen de esta capacidad. Una limitacion
importante es que solo se han establecido puntos de corte para las especies mas comunes
de Candida, siendo estos puntos de corte diferentes segun la especie. Adicionalmente, la
experiencia necesaria para realizar las pruebas de susceptibilidad a los antifungicos por los
meétodos de referencia, método de micro dilucion en caldo, en general se restringe a
laboratorios especializados. La identificacion también presenta sus limitaciones, la mayoria de
los laboratorios se basan en métodos fenotipicos que solo permiten diferenciar las especies
mas comunes A diferencia de las pruebas de susceptibilidad bacteriana, las pruebas de
susceptibilidad a los antifungicos siguen siendo un gran desafio, incluso en paises

desarrollados (Dennis et al., 2021).
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4.2. Extractos vegetales con actividades antifungicas.

Existen pocas clases de medicamentos antimicéticos efectivos disponibles para el tratamiento
de enfermedades fungicas de las plantas, animales y humanos. El mayor desarrollo de
antifungicos compuestos con diversas estructuras quimicas y nuevos mecanismos de accion
es necesario porque aumento alarmante de la incidencia de enfermedades infecciosas nuevas
y reemergentes, asi como resistencia a los medicamentos utilizados actualmente (Pathadka
et al., 2021).

Existen publicaciones de extractos de Bucida buceras, Breonadia salicina,
Harpephyllum caffrum, Olinia ventosa, Vangueria infausta y Xylotheca kraussiana, en las que
estas especies de plantas fueron reportadas debido a la excelente actividad observada contra
dos patogenos fungicos animales (Candida albicans y Cryptococcus neoformanos). Ademas,
estas especies de plantas poseen una fuerte actividad contra patégenos fungicos de plantas
(Mahlo et al., 2016).

También podemos mencionar la actividad antifungica in vitro de extractos de plantas
indigenas y exodticas empleadas en la medicina tradicional argentina, mediante el método de
difusién en placa de agar utilizando pocillos, contra los hongos dermatofitos Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytesy T. rubrumy contra la levadura Candida albicans. De las
21 especies estudiadas, 19 mostraron actividad apreciablemente mayor que el nitrato de

miconazol empleado como control (Prado et al., 2011).

A pesar de existir numerosas referencias biologicas/reportes cientificos acerca de
diversas actividades antimicrobianas de péptidos nativos de extractos vegetales, no existen
reportes similares de actividades antioxidantes, anticoagulantes e hipoglucemiantes en
proteinas/péptidos de dicho origen, excepto en proteinas sometidas a procesos de hidrolisis
o hidrolizados proteicos vegetales.

Solo se han encontrado referencias de proteinas nativas vegetales con tales
propiedades en revistas/escritos locales/regionales que no han sido sometidos a controles o
evaluaciones estrictas realizadas por revisores cientificos de reconocimiento internacional.

No obstante, en funcion de la importancia de la busqueda de estas actividades, en el
marco de esta tesis doctoral, se hara una breve introduccion de dichas actividades, junto con

la escasa informacion bibliogréficas de extractos vegetales que las posean.
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5. Actividad antioxidante.

La oxidacion es la transferencia de electrones desde un atomo a otro y representa una parte
esencial en nuestro metabolismo. Los problemas surgen cuando el flujo de electrones se
desacopla, es decir, cuando en la transferencia los electrones se encuentran desapareados
generando radicales libres. Los radicales libres del oxigeno se conocen como especies
reactivas de oxigeno (ROS), que incluye al ion superoéxido (O2’), los radicales: hidroxilo (HO-),
peroxilo (ROO") y alcoxilo (RO-) y el 6xido nitrico (NO). El radical hidroxilo (vida media de 10-°
s) y los radicales libres alcoxilo (vida media de segundos) son muy reactivos y atacan
rapidamente las moléculas de las células cercanas causandoles dafio; los procesos de
reparacion celular subsanan los ataques de los ROS menos reactivos. Ademas de estos ROS
anteriormente mencionados, en los organismos vivos hay otros ROS no radicales, como el
oxigeno singlete ('02), el perdxido de hidrogeno (H202) y el acido hipocloroso (HOCI) (Pietta,
2000). Los ROS son producidos continuamente por el cuerpo durante la respiracion celular y
también durante ciertas funciones inmunes (respuesta inmune primaria). Un radical libre se
define como especie quimica que posee uno 0 mas electrones no apareados y es capaz de
existir independientemente. Los radicales son moléculas altamente inestables. Los ROS son
radicales capaces de oxidar biomoléculas y, por tanto, estos compuestos son llamados
oxidantes. Los ROS se producen continuamente durante los eventos fisiolégicos normales y
pueden iniciar facilmente la oxidacion de lipidos de membrana, lo que conlleva a una
acumulacion de peroxidos lipidos. En concentraciones fisiologicas, los ROS son necesarios
para la funcion celular normal, pero también son capaces de danar biomoléculas cruciales
tales como los acidos nucleicos, proteinas, acidos grasos poliinsaturados y carbohidratos.
Ademas, pueden causar dafo en el DNA provocando mutaciones. Si los ROS no son
eliminados efectivamente por los constituyentes celulares pueden estimular reacciones en
cadena de radicales libres que pueden conducir a condiciones de enfermedad (Halliwell et al.,
1990).

Un antioxidante es una molécula capaz de inhibir la oxidacién de otras moléculas. En
cuanto a los alimentos, un antioxidante se ha definido como cualquier sustancia que cuando
esta presente en bajas concentraciones en comparacion con la del sustrato oxidable, retrasa
o inhibe significativamente la oxidacion del sustrato (Halliwell et al., 1989; Sies, 1993; Halliwell,
1995). Los compuestos antioxidantes pueden eliminar los restos radicales y aumentar la vida
util al retrasar el proceso de peroxidacion lipidica, que es una de las principales razones del

deterioro de alimentos y productos farmaceéuticos durante el procesamiento y almacenamiento
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(Halliwell, 1996). Los antioxidantes también pueden proteger al cuerpo humano de los
radicales libres y retrasar el progreso de muchas enfermedades cronicas.

Antioxidantes sintéticos (t-butil hidroquinona, propil galato y butil hidroxianisol) pueden
controlar eficazmente la oxidacién de los nutrientes de los alimentos. Ademas, la ingesta
dietaria de antioxidantes, podria reducir el riesgo de enfermedades crénicas relacionadas con
el estrés oxidativo. Sin embargo, los antioxidantes sintéticos tienen la desventaja de poseer
altos costos y el riesgo potencial de toxicidad. Con la creciente demanda de los consumidores
de proteinas con alto contenido nutricional y funcional, los investigadores han cambiado su
enfoque desde proteinas de materias primas tradicionales hasta proteinas vegetales. En
particular, los péptidos antioxidantes naturales originados a partir de proteinas vegetales han
capturado la atencion mundial debido a sus ventajas de proteccion del medio ambiente,
sostenibilidad, bajo costo y sin efectos secundarios toxicos. (Wen et al., 2020).

En los ultimos afnos ha crecido el interés por identificar fuentes naturales alternativas
y seguras, especialmente de origen vegetal. Los antioxidantes a menudo son agregados a los
alimentos para prevenir las reacciones en cadena de los radicales de oxidacién; inhibiendo la

iniciacion y el progreso de eventos que conducen al deterioro del alimento (Shahidi, 1992).

6. Actividad anticoagulante.

Las enfermedades cardiovasculares, como la trombosis, son la principal causa de muerte en
todo el mundo. Desde el punto de vista terapéutico, para el tratamiento de la trombosis se
emplean farmacos con efecto anticoagulante durante tiempos prolongados. La administracion
de farmacos sintéticos con accién antitrombaética presenta efectos secundarios (hemorragias,
neutropenia, trombocitopenia y toxicidad hepatica). Por lo tanto, es de interés la busqueda de
alternativas terapéuticas en su reemplazo. En este sentido, el estudio de proteinas
alimentarias ha recibido gran atencion por su efecto beneficioso, no solo desde un punto de
vista nutricional sino funcional, aportando un valor agregado en la regulacién de diferentes
procesos fisiologicos (Nadeeshani et al., 2022; Claudia Sato et al., 2012).

La produccion de péptidos bioactivos por hidrélisis enzimatica, por procesos
fermentativos o liberados por protedlisis durante la digestion gastrointestinal, es objeto de
estudio por las potenciales actividades bioldégicas. Entre ellas, aquellos péptidos bioactivos
con actividad antitrombatica resultan de gran interés debido a su implicancia sobre el sistema
cardiovascular en la reduccion del efecto causado por la formacion de trombos (Mukherjee et
al., 2012).
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El Tiempo de Protrombina (TP) y el Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada
(APTT) son pruebas globales para medir parametros de la hemostasia, que son empleados
en bioquimica clinica para detectar las causas de algunos desordenes hemostaticos.

El TP es una prueba que permite evaluar la via extrinseca y comun de la coagulacion,
midiendo el tiempo de coagulacion de un plasma descalcificado a 37°C, en presencia de un
exceso de tromboplastina tisular y calcio. EIl APTT es una prueba que permite detectar
anormalidades en la via intrinseca de la coagulacion, midiendo el tiempo que tarda en coagular
un plasma descalcificado, a 37°C, en presencia de un exceso de activador plasmatico,
fosfolipidos de cerebro de conejo y cloruro de calcio.

De las plantas se pueden obtener farmacos naturales con actividad anticoagulante. El
reino vegetal es rico en metabolitos bioactivos secundarios que, ademas de ser eficaces
antioxidantes, también pueden poseer propiedades anticoagulantes y antiplaquetarias y, por
ello, podrian utilizarse para el tratamiento de enfermedades trombdticas. El analisis de los
datos de la literatura encontrados demuestra que los compuestos bioactivos de muchas
plantas muestran una promisoria actividad antiplaquetaria y/o anticoagulante que los convierte
en excelentes candidatos potenciales, para ser utilizados como nuevos compuestos naturales
capaces de interferir con la hemostasia primaria y secundaria (Manicam et al., 2010; de Souza
et al., 2019; Lépez Villarreal et al.,, 2022). Ademas, podrian utilizarse junto con los
anticoagulantes actualmente administrados en la practica clinica para aumentar su eficacia y
reducir las complicaciones en el tratamiento de los trastornos trombdticos (Lamponi et. al.,
2021).

7. Actividad inhibitoria de la a-glucosidasas.

Las a-glucosidasas son enzimas en el tracto digestivo que hidrolizan los carbohidratos en
glucosa (Lebovitz et al., 1997). Entre las enfermedades metabdlicas mas prevalentes en el
mundo se encuentra la diabetes mellitus tipo 2, que se caracteriza por hiperglucemia (es decir,
altos niveles de glucosa en la sangre). La inhibicion de la enzima a-1,4-glucosidasa evita la
liberacion de glucosa libre de carbohidratos complejos, de este modo baja los niveles de
glucosa en sangre (Jaiswal et al., 2012). Una estrategia que se ha desarrollado para tratar la
diabetes tipo 2 es la inhibicion de la actividad de las a-glucosidasa mediante farmacos
sintéticos. Sin embargo, estos inhibidores generalmente se asocian con efectos secundarios
gastrointestinales. Por tanto, el desarrollo de inhibidores a partir de productos naturales ofrece
una opcidn alternativa para el control de la hiperglucemia. Los efectos secundarios graves y

la toxicidad asociada con algunas drogas terapéuticas influyen directamente en la demanda
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de agentes antidiabéticos derivados de la dieta o alternativas consideradas naturales y
seguras. En los ultimos afios, se han realizado varios estudios para identificar inhibidores de
a-glucosidasa de fuentes naturales como las plantas, y muchos candidatos han resultado ser
metabolitos secundarios, incluidos alcaloides, flavonoides, fenoles y terpenoides. (Assefa,
2020)

Hay numerosas especies vegetales con posible actividad hipoglucemiante. Algunas
de ellas estan siendo ampliamente estudiadas y, aunque es necesario realizar un mayor
numero de ensayos clinicos controlados, los resultados de los trabajos realizados en los
ultimos anos son muy positivos, por la eficacia que se desprende de ellos y por la escasa
toxicidad a las dosis recomendadas, por lo que podrian utilizarse durante largos periodos
(Medeiros et al., 2019).

Entre las numerosas especies vegetales con posible actividad hipoglucemiante,
algunas son conocidas y se utilizan en los paises occidentales desde hace siglos, como son
la goma guar y la alholva; otras son menos conocidas y proceden de diferentes medicinas
tradicionales, especialmente de la china y la ayurvédica, como son Momordica charantia,
Gymnema silvestre, y Anemarrhena asphodeloides (Bortolotti et al., 2019).

Se ha reportado para su potencial accion en diabetes a los extractos de corteza de
raiz de Euclea undulata, quienes exhiben una gran actividad hipoglucemiante. Se reporta una
inhibicion del 50% para a-glucosidasa y para a-amilasa, usando concentraciones de 49,95
pug/mLy 2,8 pg/mL, respectivamente. También se reporta que extractos de Schkuhria pinnata
y Elaeodendron transvaalense tienen actividad inhibitoria tanto de a-glucosidasa como de ao-

amilasa (Deutschlander et al., 2009).

8. Inhibidores de proteasas.

Como se menciond anteriormente, entre los compuestos naturales de composicion proteica
encontramos a los inhibidores peptidicos de proteasas (IPPs). Los IPPs son moléculas
reguladoras que se encuentran en numerosos tejidos y fluidos de animales, plantas y
microorganismos, que controlan la actividad de sus proteasas diana, bloqueando en algunos
casos su actividad exacerbada y descontrolada (Farmer et al., 1990; Bode, 1992). La principal
funcidn fisiolégica de los IPPs enddgenos es la prevencion de la protedlisis no deseada, tanto
en la mayoria de los procesos fisiolégicos normales, asi como en circunstancias patoldgicas.
Esa participacion en la regulacion de la actividad proteolitica incluye la activaciéon de
coenzimas y la liberacién de polipéptidos bioloégicamente activos (Laskowski 1980, 1986). La

presencia de IPPs en el plasma de mamiferos sugiere la participacion de esas proteinas en la
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regulacion de la coagulacién sanguinea y otras cascadas proteoliticas, como la activacion del
complemento (Laskowski, 1986).

La accién de los inhibidores enzimaticos en la investigacion de farmacos se ha
convertido en una herramienta fundamental en la industria farmacéutica pero también en el
diagndstico o terapéutica de patologias cardiovasculares, cancer o enfermedad de Alzheimer
(Shamsi et al., 2016). La protedlisis es fundamental para muchos procesos biolégicos vitales,
como la inmunidad, la coagulacion sanguinea, la regulacion del ciclo celular y la morfogénesis
tisular (Udvardy, 1996; Heutinck et al., 2010). Una sefal externa puede amplificarse
rapidamente a través de la activacién de una unica proteasa que luego regula multiples vias
descendentes (Behrendt, 2012).
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Entre los inhibidores de proteasas, los de naturaleza proteica son generalmente
moléculas pequefias de 15 a 60 aminoacidos con un alto contenido de residuos de cisteina
que forman de puentes disulfuro que confieren resistencia al tratamiento térmico, pH extremos
o fuerzas idnicas y protedlisis. (Torres-Castillo et al., 2009; Rodrigues Macedo et al., 2011;
Souza et al., 2014; Cotabarren et al., 2017; Monteiro Junior et al., 2017, Martins 2018), aunque
en los ultimos afios se han descubierto algunos de mayor peso molecular (Cisneros et al.,
2020; Cotabarren et al., 2021).

En la actualidad, los IPPs tienen una serie de aplicaciones en biomedicina,
biotecnologia, industria alimentaria y diagndstico. La mayoria de los compuestos
farmacéuticos y nutracéuticos, que se comercializan son inhibidores de enzimas y, como tales,

exhiben una accion especifica dentro de las bacterias, virus, animales, plantas o el cuerpo
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humano. Los compuestos nutracéuticos, son productos basados en ingredientes procedentes
de la propia naturaleza (animales, plantas o minerales) y se caracterizan por ser ricos en
determinados nutrientes, lo cual determina su incidencia en la nutricién y en nuestra salud En
organismos completos, estas moléculas representan una forma eficaz de controlar la actividad
de las proteasas enddgenas, enzimas que deben equilibrarse en un estado normal para
efectuar una protedlisis controlada. La apoptosis, la coagulacién sanguinea y las cascadas de
sefalizacion celular son algunos de los procesos en los que las proteasas escinden proteinas
o proenzimas. Dado que una regulacion precisa de la actividad proteolitica es esencial para la
fisiologia humana, muchas proteasas se han convertido en los principales objetivos
biomédicos (Ward et al., 2009).

Los IPP de plantas, demuestran una creciente evidencia ha que esas moléculas tienen
efectos tanto preventivos como terapéuticos sobre varios canceres comunes, asi como sobre
la esclerosis multiple, los procesos inflamatorios y una serie de otras enfermedades
(Lichtenstein et al., 2008; Kobayashi et al., 2009, 2013; Srikanth et al., 2016).

En la industria alimentaria, se ha producido un patrén claro de comercializacién de
alternativas naturales para la conservaciéon de los alimentos, como resultado del efecto
negativo de los conservantes sintéticos sobre la salud del consumidor. Otro efecto negativo
es el aumento de microorganismos que manifiestan resistencias a los antibiéticos y, por tanto,
son mas tolerantes a los métodos de procesamiento y conservacion de alimentos (Barberis et
al., 2018).

De acuerdo con este patron, proponemos que ciertos IPPs podrian explorarse para su
uso como conservantes naturales de alimentos envasados debido a sus propiedades
antimicrobianas (Kim et al., 2006; Habib et al., 2016; Macedo et al., 2016), especialmente
porque son moléculas, que nunca han estado expuestas a microorganismos y, por lo tanto, en
principio, su novedosa utilizacion no encontraria resistencia microbiana inicial. La posibilidad
de utilizar IPP como conservantes también representa un valor agregado debido a su
capacidad inhibidora de proteasas, como lo demuestra la inhibiciéon de proteasas en la
industria alimentaria de pescado (Alarcon et al., 2001; Bijina et al.; 2011; Singh et al.; 2016;
Sriket 2017).

Ademas, las propiedades antioxidantes de ciertos IPPs agregarian un beneficio
adicional en su uso para la conservacion a largo plazo, al reducir la oxidacion en los alimentos
(Shamsi et al., 2018; Pignol et al., 2006).
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8.1. Inhibidores peptidicos de proteasas vegetales (IPPs).

En las plantas, los IPPs también se han estudiado ampliamente debido a su papel
fisiologico en la regulacion de las proteasas endogenas, el almacenamiento, los mecanismos
de defensa contra la infeccion por patdégenos y su funcién potencial como compuestos anti-
alimentarios protegiendo a las plantas contra los insectos herbivoros al inhibir las proteasas
digestivas. (Lawrence et al., 2002; Valueva et al., 2004).

En semillas, tubérculos y otros 6rganos de almacenamiento de plantas, los IPPs
representan aproximadamente el 10% del contenido total de proteinas, proporcionando las
fuentes de carbono, nitrégeno y azufre necesarias durante la germinacion (Mandal et al.,
2002), pero la incidencia de estas proteinas en la parte aérea de las plantas, como resultado
de varios estimulos, también se han documentado ampliamente (De Leo, 2002).

Los IPPs de plantas, ademas de los tejidos de almacenamiento como semillas y
tubérculos, también estan presentes en las hojas, flores y frutos (Meenu Krishnan et al., 2015;
Padul et al., 2019), donde esos péptidos se almacenan y/o funcionan como reguladores
endogenos de la actividad proteolitica (Grosse-Holz et al., 2016). La expresion de estos
inhibidores varia segun la etapa de maduracién, la ubicacién del tejido y el momento de la
cosecha y el almacenamiento, asi como la variedad vegetal, con la posible coexistencia de
diferentes clases de inhibidores e isoformas en un solo tejido u 6rgano (Sels, 2008).

Los niveles elevados de IPPs se encuentran a menudo en plantas pertenecientes a
las familias Solanaceae, Leguminosae (Fabaceae) y Gramineae (Poaceae) (Brzin et al., 1996;
Xu, et al., 2001; Sin, et al., 2004).

Estas proteinas, al igual que las de fuentes no vegetales, se pueden clasificar segun
el sitio catalitico de la enzima diana. En consecuencia, se han identificado inhibidores contra
serina, cisteina, aspartico y metaloproteasas, aunque no se han informado inhibidores de
plantas contra las proteasas treoninicas o glutamicas (Martins, et al., 2018).

La mayoria de los IPPs de plantas son inhibidores de la serina-proteasa (Mello, 2002;
Haq, 2003; Fan, 2005) y, como tales, se clasifican en mas de 20 familias. Los inhibidores de
serina-proteasas vegetales estan ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal
apareciendo en muchas especies de plantas (Fan et al, 2005), aunque la mayoria se han
aislado de las familias Solanaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Poaceae y Cucurbitaceae. Los
inhibidores de serin proteasas se clasifican en los siguientes grupos: Kunitz, Bowman-Birk;
Patata | y Patata IlI; la superfamilia de calabaza, calabacin y cereales, entre otros. Los nuevos
sistemas de clasificacion incluyen grupos como 2S-albumina, Grupo | y Grupo Il, entre otros
(Haq et al., 2004).
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Los IPPs de plantas de los tipos Kunitz y Bowman-Birk se encuentran a menudo en
miembros de la familia Fabaceae. Estos inhibidores se clasifican sobre la base de su contenido
de residuos de cisteina y el numero de sitios de union a proteinas. De los dos, los inhibidores
de tipo Kunitz son proteinas que suelen presentar una masa molecular de 18-24 kDa, con una
o dos cadenas polipeptidicas y 4 residuos de cistina que forman 2 puentes disulfuro y con un
unico sitio de unién a proteinas (Bendre et al., 2018). Por el contrario, los inhibidores de
Bowman-Birk son proteinas pequefas (peso molecular aprox. 4-8 kDa) con 14 residuos de
cistina que forman siete enlaces disulfuro intracatenarios o puentes disulfuro entre cadenas, y
con dos sitios de union a proteinas (Qi et al., 2005). Chiche et al, (2004) introdujeron por
primera vez el inhibidor de la calabaza, una familia ahora bien establecida de inhibidores de
serina-proteasa muy potentes aislados de las calabazas pertenecientes a la familia de las
Cucurbitaceae. Estos inhibidores de calabaza estuvieron entre los primeros IPPs de plantas
descubiertos con el llamado pliegue tipico de Knottin (Chiche et al., 2018), un motivo
estructural proteico que contiene tres puentes disulfuro, compartido por numerosos péptidos
extraidos de plantas, animales y hongos.

La segunda clase de inhibidores mas extensamente estudiados en plantas son las
cistein proteasas (Benchabane et al., 2010). Los inhibidores de cistein proteasas son
denominados generalmente cistatinas y, en el caso de las plantas, fitocistatinas. Las
fitocistatinas se clasifican en 3 subfamilias: Grupo |, que comprende miembros de masa
molecular de 12 a 16 kDa con un solo dominio de cistatina; Grupo Il, de masa molecular 23
kDa y con dominios en sus extremos N- y C-terminales que confieren la capacidad de unirse
y asi inhibir cisteina proteasas de tipo C13 (Martinez et al., 2005); y finalmente el Grupo llI,
compuesto por multicistatinas que contienen dos o mas dominios de tipo cistatina (Walsh et
al., 1993).

Se han identificado y caracterizado como fitocistatinas de varias plantas, a saber,
Vigna unguiculata (L.) Walp. “Caupi” Familia Fabaceae (Fernandes et al., 1993); Solanum
tuberosum L. “Papa” Familia Solanaceae (Waldron et al.,1993); Brasica oleracea var. capitata
“Col” Familia Brassicaceae (Lim et al.,1996); Ambrosia artemisiifolia L. “Ambrosia” Familia
Compositae (Rogersa et al.,1993); Daucus carota L. “Zanahoria” Familia Apiaceae (Ojima et
al., 1997); Carica papaya L. “Papaya” Familia Asteraceae (Song et al., 1995); Malus domestica
Borkh. “Manzana” Familia Rosaceae (Ryan et al., 1998); Arachis hipogea L. “Aguacate”
Familia Fabaceae (Kimura et al., 1995); Castanea sativa Milld, Familia Fabaceae “castanas”
(Connors et al., 2002); y Coix lacrima-jobi L. “Lagrimas de Job” Familia Poaceae (Yoza et al.,

2002). También se han aislado fitocistatinas de las semillas de una amplia gama de plantas
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de cultivo; incluyendo Helianthus annus L. “Girasol” Familia Astraceae; Oryza sativa L. “Arroz”
Familia Poaceae, Triticum spp. “Trigo” Familia Poaceae, Zea mays L. “Maiz” Familia Poaceae;
Glycine max (L.) Merr. “Soja” Fabaceae y Saccharum officinarum L. “Cana de azucar” Familia
Poaceae (Kuroda, 2001; Connors, 2002; Yoza, 2002; Haq et al., 2004).

Ademas, se han descrito algunos inhibidores de aspartato y metaloproteasa (Haq,
2005). Se han encontrado inhibidores de la aspartilproteasa, una clase de inhibidor de
péptidos menos estudiada, en flores de girasol, Hordeum vulgaris L. “Cebada” Familia
Poaceae, Cynara cardunculus var cardunculus “Cardo de castilla” Familia Asteraceae y
Solanum tuberosum L. "papa" Familia Solanaceae (Shamsi, 2016; Mares, 1989; Kervinen,
1999; Park, 2000, Cater, 2002). El inhibidor de la catepsina-D, un inhibidor de la proteasa
aspartica que se encuentra en los tubérculos de papa y que contiene una considerable
homologia de secuencia de aminoacidos con el inhibidor de la soja-tripsina, es una proteina
de 27 kDa que inhibe la catepsina D y las serinas proteasas tripsina y quimotripsina. aunque
este IPP vegetal no inhibe las proteasas asparticas pepsina, catepsina E y renina (Mares et
al., 1989).

Los inhibidores de las metaloproteasas en las plantas son escasos, y hasta la fecha
so6lo se han aislado cinco y todos pertenecen a la familia de las solanaceas (Cotabarren et al.,
2018; Rees et al., 1982; Arolas et al., 2007; Lufrano et al., 2015). Este grupo de inhibidores
esta representado por la familia de inhibidores de metalocarboxipeptidasa presente en plantas
de Solanum lycopersicum L. “tomate” Familia Solanaceae y Solanum tuberosum L. "papa"
Familia Solanaceae (Hass et al., 1975; Graham et al., 1981), de una masa molecular
caracteristica alrededor de 4 kDa y siendo este ultimo el inhibidor mas prevalente y
ampliamente caracterizado. Esta familia de inhibidores contiene tipicamente 3 enlaces
disulfuro intramoleculares. Esta caracteristica estructural da una alta relacién de puentes
disulfuro al numero total de aminoacidos que constituyen la proteina, lo que convierte a las
moléculas en estructuras compactas e inalterables, que representan una de las proteinas mas

estables de la naturaleza (Arolas et al., 2007; Lufrano et al., 2015; Cotabarren et al., 2018).

8.2. Caracterizacioén y aplicaciones potenciales de los IPPs de plantas.

Los IPPs se encuentran ampliamente en plantas de cultivo y, aunque muestran una
abundancia particular en leguminosas, también estan presentes en cereales y tubérculos,
donde forman parte de la defensa de la planta contra el ataque de plagas. Ese papel defensivo
de los IPPs se basa en su inhibicion de las enzimas digestivas de los insectos y de otras

proteasas patégenas involucradas en ciertos procesos vitales, ya sea causando una escasez
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critica de aminoacidos esenciales (Hilder et al, 1993; Jongsma et al., 1997) o interfiriendo con
procesos bioquimicos o fisioldgicos esenciales (Gutierrez-Campos et al., 2000). En particular,
los niveles altos de IPPs se asocian con la resistencia de las plantas contra insectos y
microbios (Kim et al., 2009; Dunse et al., 2010). Aunque esta ultima funcion ha sido bien
documentada, el mecanismo de proteccion vegetal per se aun no esta claro. Se ha demostrado
en ensayos directos o indirectamente mediante la expresion en plantas de cultivo transgénicas
que muchos IPPs de plantas actuan como compuestos defensivos contra plagas (Valueva et
al., 2004; Bayes et al., 2006; Quilis et al., 2007; Bobbarala et al., 2009; SabotiC et al., 2012;
Quilis et al., 2014; Smid et al., 2015; Zhu-Salzman et al. 2015; Rocha et al., 2016; Cingel et
al., 2017 Shamsi et al., 2018). También se ha informado la supresién de plagas de nematodos
y la inhibicidon del crecimiento de varios hongos patégenos (Joshi et al., 1998). Ademas, se ha
reportado que muchos IPPs que afectan negativamente el desarrollo de los insectos podrian
servir como factores de resistencia transgénica (Shukle et al., 2003).

Por lo tanto, todas estas ventajas hacen que los IPPs de plantas sean candidatos
ideales para aplicaciones biotecnologicas, especialmente en el desarrollo de -cultivos
transgénicos resistentes a plagas de insectos.

Las principales proteasas digestivas en el intestino medio de los insectos son serin
proteasas con especificidades similares a la tripsina y la quimotripsina (Bown et al., 1997), que
han mostrado diferencias en la interaccion con los inhibidores, respecto de lo observado para
las enzimas bovinas comerciales.

Por lo tanto, para lograr una estrategia efectiva de control de plagas, la seleccién de
diferentes inhibidores que presenten alta estabilidad en un rango de condiciones es esencial
junto con la determinacién de las caracteristicas cataliticas de las proteasas del intestino
medio del insecto, asi como los efectos de los inhibidores en esas actividades enzimaticas.
Todas las caracteristicas anteriores son la razén por la que se estan incorporando los IPPs en
la industria agricola dentro de programas integrales de control de plagas (Shamsi et al., 2016).

Como se nombrd anteriormente, varios IPPs vegetales poseen caracteristicas
estructurales especiales que se encargan de conferir a esos péptidos una notable estabilidad
fisica y quimica, propiedades que han generado un especial interés en la busqueda y
caracterizacion de esas moléculas. En la naturaleza es escasa la cantidad de moléculas con
estabilidades fisicoquimicas tales como resistencia a altas temperaturas, valores extremos de
pH y/o alta salinidad, entre otras. Estas caracteristicas suelen estar presentes en varios IPPs
de plantas con el llamado nudo de cistina o pliegue de Knottin, que exhiben estructuras

compactas y estables unidas por numerosos puentes disulfuro en relaciéon con el numero total
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de aminoacidos constituyentes, con esta clasificacion tipica de muchos IPPs de plantas (Retzl
et al., 2020). Varios IPPs vegetales han sido purificados y se encontré que son altamente
estables y bastante activos hasta los 70°C (Prathibha et al., 1995). Incluso se han encontrado
IPPs estables en un amplio rango de temperatura, manteniendo su actividad luego de ser
incubados a temperaturas cercanas a los 100°C. De la misma manera, algunos estudios de
estabilidad al pH indicaron que los IPPs vegetales eran funcionalmente estables dentro de
diferentes rangos de pH, e incluso bajo condiciones altamente acidas y alcalinas (pH 2-12)
(Obregon et al., 2012; Cotabarren et al., 2020a).

Estas caracteristicas, que constituyen cualidades especiales prometedoras en los
IPPs ademas de sus multiples actividades biolégicas, han despertado un especial interés en
la comunidad cientifica para realizar una investigacion exhaustiva con el objetivo principal de
mejorar el conocimiento sobre aplicaciones potenciales adicionales de los IPPs a los usos ya
reportados. Por ello, el estudio de los IPPs de origen vegetal abre nuevos caminos en la
investigacion cientifica por el potencial uso de estas proteinas en biomedicina, biotecnologia,
agronomia y ciencia de los alimentos, especialmente en vista del limitado numero de
moléculas de origen natural que se utilizan en esos campos También, resulta de interés,
ampliar la descripcién general de los IPPs derivados de plantas que exhiban alta estabilidad
térmica y de pH, a fin de subrayar la relevancia de esta estabilidad fisicoquimica para la
aplicacién potencial de esos compuestos en biomedicina, agricultura, y la industria alimentaria.
(Cotabarren et al., 2002a).

8.3. Aplicaciones farmacéuticas de los IPPs.

La potencialidad y eficacia terapéutica de los IPPs se han ejemplificado en el
tratamiento de enfermedades inmunes, inflamatorias, respiratorias (Ottaviani et al. 2006),
cardiovasculares y neurodegenerativas, como como enfermedad de Alzheimer (Wood et al.,
2003) y han resultado utiles en el disefio de farmacos para prevenir la propagacion de
patégenos que causan enfermedades peligrosas, como SIDA (Arribas et al., 2005; Binford, et
al., 2005), hepatitis (Lamarre et al., 2003; Malcolm et al., 2006), cancer (Kennedy et al., 2002;
Turk et al., 2004; Clemente et al., 2014) y malaria (Dash et al., 2003), entre otros (Ruseler et
al.,, 2004; Johnson et al., 2006). En consecuencia, muchas referencias pueden ser
encontradas en la literatura sobre los efectos beneficiosos que los IPPs de plantas podrian
tener sobre tales patologias. La versatilidad observada en estas moléculas es verdaderamente
notable, donde ademas se han notificado multiples actividades bioldgicas, informandose entre

PAGINA 33



Capitulo 1

ellas la accién antitumoral (Souza et al.,2014), anticoagulante (Machado et al., 2003),

antihipertensiva (Huang et al., 2008) y antioxidante (Shamsi et al., 2018; Shamsi et al., 2017).

8.4. Inhibidores de proteasas con actividad antimicrobiana

Tal como nombramos previamente, la aparicion de bacterias con multiples sistemas de
resistencia se ha convertido en un grave problema mundial. Dichas cepas multirresistentes
han adquirido diversas mutaciones que inutilizan y disminuyen la efectividad de las terapias
con antibidticos, es mayor la velocidad de aparicion de mecanismos de resistencia a
antibidticos que nuevas familias de antibidticos que puedan contrarrestar o combatir las
persistentes enfermedades bacterianas. Una explicacion a la aparicion de estos mecanismos
es el uso excesivo y prescripcion incorrecta de antibidticos. Complementariamente a este
problema, la disponibilidad de nuevos antibidticos suele reducirse como resultado de
obstaculos econdémicos y reglamentarios (Martins et al., 2018). Esa busqueda de nuevas
alternativas, es la razén por la cual el uso potencial de los IPPs como nuevos agentes
antimicrobianos es prometedor, no solo como resultado de la notable estabilidad fisicoquimica
de esas proteinas, (Torres-Castillo et al, 2009; Costa et al., 2014, Silva et al., 2015), Martins
et al., 2018; sino también porque el numero de articulos cientificos que reportan IPPs con
actividad antimicrobiana esta en constante aumento (Habib et al., 2007; Kim et al., Montesinos
et al., 2007; 2009; Satheesh et al., 2011; Zhao et al., 2014; De Brito et al., 2016; Macedo et
al., 2016; Park et al., 2020).

8.5. Inhibidores de proteasas con actividad antioxidante.
Algunos estudios han informado las propiedades antioxidantes y antineoplasicas de
inhibidores de proteasas de tripsina en ensayos in vitro (por ejemplo, en células A549). Los
resultados muestran que dichos inhibidores poseen capacidad para prevenir el cancer y las
enfermedades causadas por el estrés oxidativo, proponiendo utilizados a los inhibidores como
suplementos junto con los farmacos convencionales para aumentar la eficacia en el
tratamiento de enfermedades como las enfermedades cardiovasculares, la aterosclerosis y el
cancer (Cotabarren et al., 2019).

Por otro lado, lineas transgénicas que sobre expresan un inhibidor de proteasa
también mostraron una peroxidacion lipidica reducida, asi como una mayor actividad de los
antioxidantes glutation-s-transferasa y ascorbato peroxidasa, indicando una activacion

indirecta de la actividad antioxidante por parte de estos inhibidores (Malefo et al, 2020).
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8.6. Inhibidores de proteasas con actividad anticoagulante.

Como habiamos mencionado, se conoce que los eventos trombéticos debidos a la
coagulacién de la sangre plantean un problema grave en las enfermedades cardiovasculares
(Ishihara et al., T 2014). Aunque la heparina (un inhibidor de la proteasa ampliamente utilizado
para retrasar el tiempo de coagulacion de la sangre) se ha utilizado ampliamente para este
propdsito, su uso continuado a menudo resulta en el desarrollo de trombocitopenia y respuesta
inmune (Lee et al., 2013). Ademas, otros farmacos anticoagulantes, como la aspirina y el
clopidogrel, pueden provocar efectos secundarios graves (Eikelboom et al., 2012). En este
contexto, algunos inhibidores de proteasas vegetales se han estudiado como posibles agentes
antitrombdticos. El descubrimiento de nuevos IP con actividad inhibitoria de la cascada de la
coagulacién daria lugar a una estrategia alternativa frente a la trombosis (Batista, 1996; Oliva
et al., 2000; Lazza et al., 2010; Brito et al., 2014; Fang et al., 2023).
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9. Material vegetal.

El material vegetal seleccionado tiene su elecciéon en provenir de plantas alimentarias o de
consumo humano o animal en general, otorgando a los extractos obtenidos y sus moléculas
purificadas una citotoxicidad para los humanos, limitada, o al menos sus niveles de tolerancia
esperables son mayores. Se evaluaran extractos proteicos obtenidos de 8 especies diferentes

de plantas.

9.1. Brassica napus L. “Canola, Colza” (Brassicaceae).

Esta especie, perteneciente a la familia Brassicaceae, se la
conoce vulgarmente como colza o canola. Es una planta anual
o bienal, glabra o subglabra Las hojas son de hasta 40 cm,

glaucas, glabras o muy a menudo ciliadas en los nervios o

margenes; las hojas inferiores, pecioladas, liradas, con 2-5 Semillas de Canola

. Fuente:
pares de segmentos laterales enteros y uno terminal mucho  nips /www millerchemical comies/cultivos-y-

soluciones/colza-canola/
mayor, irregularmente dentado, mientras que las hojas
superiores, son seésiles o subamplexicaules, oblongo-
lanceoladas, enteras. Las flores estan dispuestas en racimos
de a 20-60. Las flores tienen sépalos de 5-10 mm, erecto-
patentes, glabros. y pétalos 8-18 mm, amarillos. Posee frutos,

sésiles, suberectos, con 12-18 semillas por léculo, atenuados

en rostro. Las semillas miden 1,2-1,8 mm de diametro, y SOn  |magen de flores y aceite de Canola

;. Fuente: https://www.diet-health.info/
esféricas, de un color pardo oscuro. eslrecetas/ingredientes/in/ev9504-

La especie se cultiva por todo el mundo para producir e
forraje, aceite vegetal para consumo humano y biodiésel. Segun el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, la colza era la tercera fuente de aceite vegetal. La semilla
es la parte util del fruto seco dehiscente (Musury & Fernandes, 2000).

En la medicina tradicional y natural se lo utiliza habitualmente como tdnico,
descongestivo de vias respiratorias, en algunos casos como antibacteriano, anticanceroso,
diurético. Ejerce un efecto beneficioso sobre el sistema urinario, se le atribuye que puede
purificar la sangre y que contribuye a la eliminacion de toxinas (Estevez et al., 2014). El
expeller fue donado por la empresa Greemborg S.A., de la localidad de Lincoln, provincia de

Buenos Aires.
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9.2. Chenopodium quinoa Willd. “Quinoa, Quinua” (Amaranthaceae).
Esta especie conocida como quinua, quinoa, es una hierba
perteneciente a la familia Amaranthaceae. Es nativa de los
Andes, de Bolivia, Chile y Peru. Fueron las culturas

prehispanicas las que la domesticaron y la cultivaron

principalmente en toda la cordillera andina. Es una planta
Imagen de semillas de Quinoa

resistente, tolerante y eficiente en el uso del agua, con una Fuente:
https://fagroempresario.com/publicacion/2

extraordinaria adaptabilidad, pudiendo soportar temperaturas  4574/quinoa-caracteristicas-cultivo-y-
cuidados/?cat=2310001
desde —-4°C hasta 38 °C y crecer con humedades relativas
desde el 40 % hasta el 70 % (Garcia-Parra, 2019).
La quinoa es una planta anual, dicotiledonea,
usualmente herbacea, que alcanza una altura de 0,2 a 3,0 m,

segun genotipo y condiciones ambientales. Posee una raiz

pivotante vigorosa, muy ramificada y las hojas son de caracter
polimérfico. La inflorescencia es racimosa y pueden ser Semillas de quinoa

Fuente:
amarantiforme, glomerulada e intermedia. Las flores son muy hitps:/recetarius.com/receta/quinoa-

como-cocinarla-correctamente/
pequefias y densas, al igual que las fores de todas las
quenopodiaceas, e incompletas dado que carecen de pétalos. El fruto es un aquenio
indehiscente, que contiene un grano que puede alcanzar hasta 2,66 mm de diametro, de
acuerdo al genotipo y las condiciones en que crece. Los granos de quinoa presentan una
diversidad de colores entre los que se pueden citar el blanco, negro, café, diferentes matices
de purpura, rojos, anaranjados y amarillos (Infante et al., 2018).

Su semilla provee todos los aminoacidos esenciales equiparandose su calidad
proteica a la de la leche. Sus granos son altamente nutritivos, superando en valor biolégico,
calidad nutricional y funcional a los cereales tradicionales, tales como el trigo, el maiz, el arroz
y la avena. Entre los principales efectos beneficiosos para la salud, atribuidos de medicina
tradicional, podemos destacar, que ayuda a la pérdida de peso, ayuda a controlar los niveles
de lipidos en sangre, mejora la piel, fortalece a los dientes, huesos y musculos (Bojanic et al.,
2011; Bazile et al., 2016). La quinoa fue donada por la Cooperativa Agropecuaria y Artesanal

Unién Quebrada y Valles Limitada (Cauqueva), de la provincia de Jujuy.
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9.3. Morinda citrifolia L. “Noni” (Rubiaceae).
Morinda citrifolia, lamada comunmente noni, guanabana cimarrona, fruta del diablo, fruta del
paraiso o mora de la India, es una planta arbdrea o arbustiva de la familia Rubiceae. Es
originaria del sureste asiatico y Australia, y se distribuye pantropicalmente.

Es un arbusto o arbol perennifolio de 3 a 10
m de altura. Las hojas son opuestas, de elipticas a
eliptico-ovadas, (20-45 x 7-25 cm) glabras y & '
brillantes, con nervaduras pinnadas muy

marcadas. La inflorescencia es una cabeza

globosa con entre 75 a 90 pequefias flores
hermafroditas con 5 pétalos blancos y 5 estambres

apenas visibles. El fruto mltiple (sincarpo) es de  |nagen de frutos y semillas de Morinda

forma ovoide (5-10 x 3-4 cm), carnoso y de color Fuente: https://stock adobe.com/ar/images/noni-or-
’ morinda-citrifolia-fruits-with-half-slice-isolated-on-

blanco amarillento al madurar, entonces white-background-rubiaceae-noni-great-morinda-
indian-mulberry-beach-mulberry-cheese-fruit-

desprende un olor penetrante y desagradable. Las gentianales/303855497

semillas estan dotadas de una burbuja de aire lo
que favorece su distribucion y asegura su
viabilidad, aunque hayan permanecido en el agua
durante mucho tiempo. Florece y fructifica durante
todo el afo (Almeida et al., 2019).

Tiene tolerancia a una gran variedad de
ecosistemas, condiciones climaticas y tipos de
sustratos. Puede habitar bosques, terrenos
volcanicos, litorales, zonas aridas o]

excesivamente humedas, desde el nivel del mar

hasta los 800 metros sobre el nivel del mar, incluso
Imagen de Semillas de Morinda

Fuente: hitps://fes. nicks-
asianshop.com/product-page/noni-frucht-
morinda-citrifolia

regenerarse rapidamente tras incendios o largos
periodos de sequia (Mownika et al., 2020.).

En diferentes regiones forma parte integrante de la dieta nativa, sea cruda o cocinada.
Se consumen los brotes tiernos y las semillas tostadas. Las hojas tiernas se consumen como
verdura y las maduras como envoltorio de tradicionales platos de pescado y carne. Se
elaboran jugos con los frutos de la especie. Ademas, se elaboran infusiones con los frutos y
las hojas secas (Wang et al., 2002).
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El noni tiene una larga historia de usos medicinales entre las culturas aborigenes. Los
sanadores tradicionales polinesios empleaban todas las partes, las flores, corteza, raices y
especialmente el fruto, para tratar problemas de salud que abarcan desde las aftas hasta el
reumatismo. Las lombrices intestinales, la fiebre y las infecciones de la piel eran algunas de
las enfermedades mas comunes tratadas con esta especie. En otras partes de Asia y el
Pacifico, las hojas, flores, frutos y corteza se emplean como tonicos, antipiréticos vy
descongestivos del tracto respiratorio. El emplasto de las hojas se utiliza en Malasia para la
tos, y el zumo de las mismas se aplica como tépico para la artritis en Filipinas (Dixon et al.,
1999).

En Occidente se comercializa como suplemento dietario para estos usos medicinales.
El extracto alcoholico de hojas tiernas mostro actividad antihelmintica in vitro contra Ascaris
lumbricoides humano. Ha sido estudiada la actividad como antibidtico de los compuestos
extraidos de esta planta. Un extracto de etanol crudo y fraccion de hexano de Morinda citrifolia
mostré una pronunciada actividad antituberculosa. Se ha sefalado que podria tener algun
efecto neuro protector, regulando neurotransmisores como la noradrenalina, serotonina y
norepinefrina. No obstante, el empleo tradicional de Morinda citrifolia esta limitada a estudios
preclinicos farmacolégicos y las investigaciones toxicolégicas que respaldan la seguridad de
su consumo son aun insuficientes (Chan-Blanco et al., 2006.). El material fue donado por el
Instituto de Farmacia y Alimentos, Universidad de La Habana, ubicado en el paraje La

Coronela, La Lisa, La Habana, Cuba.
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9.4. Moringa oleifera Lam. “Moringa, Paraiso blanco” (Moringaceae).

Moringa oleifera, conocido como “moringa o ben”, es una especie de arbol originario del norte
de la India. Pertenece a la familia Moringaceae la que comprende unicamente un género,
Moringa. Dentro de Moringa hay 13 especies, las cuales
abarcan una gama muy diversa de habitos o formas de
crecimiento, desde hierbas y arbustos hasta arboles
grandes (Olson et al; 2011).

Moringa oleifera es un arbol caducifolio. Presenta
rapido crecimiento, unos 3 m en su primer afio pudiendo
llegar a 5 m en condiciones ideales; adulto llega a los 10
o 12 m de altura maxima. Tiene ramas colgantes
quebradizas, con corteza suberosa, hojas color verde
claro, compuestas, tripinadas, de 30 a 60 cm de largo, con
muchos foliolos pequefios de 1,3 a 2 cm de largo por 0,6
a 0,3 cm de ancho. Florece a los siete meses de su
plantacion. Las flores son fragantes, de color blanco o
blanco crema, de 2,5 cm de diametro. Produce vainas

colgantes color marron, triangulares, de 30 a 120 cm de

largo por 1,8 cm de ancho, divididas longitudinalmente en

Imagen del arbol de moringa

. i Fuente:
3 partes cuando  se secan, cada una contiene https://www _plantasyhongos.es/herbarium/htm/Mori

nga_oleifera. htm

aproximadamente veinte semillas incrustadas en la
médula (Moyo Busani et al., 2011).

Las semillas se caracterizan por presentar 3 alas longitudinales con lo cual es muy facil
la identificacién de una semilla de moringa. Son de color marrén oscuro. Su rusticidad las
hace muy facil de cultivar. Las semillas suelen presentar un peso medio de 0.3366 + 0.06
gramos, un largo de 11.38 + 1.35 mm, un diametro de 10.26 £ 0.99 mm y alrededor de 3.002
+ 30 semillas por kilogramo de peso. El nucleo de la semilla contiene 38,4 g de proteina cruda
y 34,7% de aceite graso. El aceite extraido de sus semillas tiene muchas aplicaciones. Mas
de la tercera parte del contenido de las semillas es aceite de alta calidad, rico en acidos grasos
insaturados. En agricultura, las hojas son utiles como abono y como fungicida contra los
hongos que atacan las raices. Por su alto contenido de aminoacidos esenciales entre otros
nutrientes hay quien lo considera un superalimento humano (Noruega et al., 2018).

Dentro de las propiedades referidas en la medicina tradicional y naturista, se destacan la

hepatoprotectora,  hipolipemiante,  antioxidante,  anticancerigena, antiinflamatoria,
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antimicrobiana, antiasmatico, antianémica, antihipertensivo, homeostatico, desintoxicante,
como suplemento dietario, para el tratamiento del agua, como estimulador del crecimiento del
pelo; y también para mejorar ciertas funciones mentales como la memoria y la capacidad de
aprendizaje (Borgonsoli, 2021). ElI material fue donado por el Instituto de Farmacia y
Alimentos, Universidad de La Habana, ubicado en el paraje La Coronela, La Lisa, La Habana,
Cuba.

9.5. Geoffroea decorticans (Gillis ex Hook. & Arn.) Burkart “Chanar” (Fabaceae).

El chanar también llamado sofaique es un arbol caducifolio, de corteza verde amarillenta, y
con un fruto dulce y comestible. Su madera medianamente pesada es apta para carpinteria,
para carbon y lefa. Tiene un fuste erguido cuando crece
aislado, pero es arbustivo cuando crece en bosquecillos.
Llega de 3 a 10 m de altura con un tronco que puede
superar los 40 cm de diametro, la corteza se desprende
longitudinalmente en fajas irregulares por debajo de las
cuales aparece la nueva corteza verde. El follaje es

abundante y de color verdoso. El enramado del chafiar es

cuantioso termina en agudas espinas que desaparecen
en su mayoria en septiembre durante la floracién, en Imagen de los frutos de Chariar

Fuente:
conjunto con el follaje, proporciona una imagen https://es wikipedia.org/wiki/Geoffroea_decortican

s#/media/Archivo:Feria_vacaciones_tercera_eda
redondeada a la copa del arbol. Los pétalos de la flor del d_Sermatur_20190412_10.jpg
chafar estan pigmentados por un amarillo intenso
(Giménez, 2009).
El fruto es una legumbre drupacea, muy carnosa,
dulce y comestible. El mesocarpo es pastoso, abundante
y dulce, constituido principalmente por disacaridos

(=30%). El endocarpo es lefioso, rugoso y blanquecino y

posee un alto contenido lignocelulésico (97%).
Cada fruto presenta semillas con superficie

Imagen de semillas de Chafar

ondulada. El chanar florece de septiembre a octubre y Fuente: httpsﬂpum;kau;a.orgffproductofsemillas-
e-Chanarn

fructifica de noviembre a enero y los frutos se colectan
entre enero y marzo. En algunas provincias argentinas y en la region chilena de Atacama, se
utiliza para hacer el arrope de chafar. Los frutos se utilizan muy comunmente tanto para fines

culinarios y medicinales en forma procesada de arrope de Chafar.
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Extremadamente dulce, oscuro y espeso, es muy similar a la miel o melaza vegetal y
se utiliza en su lugar (Saur Palmieri et al., 2019). En la medicina tradicional, el chafar se
emplea en el tratamiento de afecciones respiratorias, pero también se le atribuyen
propiedades emolientes, antihemorroidales, antihemorragicas y contraceptivas.

El chanar es excelente para la tos, recomendado para catarros crénicos, catarros de
fumadores, de asmaticos, bronquitis, etc (Echeverria et al., 2020).

El material fue donado por el INFAP-CONICET- UNSL.

9.6. Salvia hispanica L. “Chia” (Lamiaceae).

Salvia hispanica, de nombre comun chia, es una planta
herbacea de la familia Lamiaceae. Es nativa del centro y
sur de México, El Salvador, Guatemala, Nicaragua y Costa
Rica. Junto con el lino (Linum usitatissimum), es una de las

especies vegetales con la mayor concentracion de acido

graso a-linolénico omega 3. Se cultiva por ello para
aprovechar sus semillas, que se utilizan como alimento. No Imagen de semillas de Chia

Fuente:
hay evidencia hasta la fecha de que el consumo de las hitps:/almacencamposverdes.com.ar/semila

s-de-chia-beneficios-propiedades-y-usos/

semillas tenga efectos adversos o interacciones con
farmacos (Hernandez-Gomez et al., 2008).

Es una planta herbacea anual de hasta 1 m de altura

y presenta hojas opuestas de 4-8 cm de largo por 3-5 cm

de ancho. Las flores son hermafroditas, entre purpuras y

blancas, y brotan en ramilletes terminales. Las flores dan

lugar a un fruto en forma de aquenio indehiscente cuya

Imagen plantas de Chia

semilla es rica en mucilago, fécula y aceite. Dicha semilla L e ———
. propiedades-para-que-sirve-y-contraindicaciones-
mide unos 2 mm de largo por 1,5 mm de ancho, 1 mm de 3864.html

alto y es ovalada vy lustrosa, de color pardo-grisaceo a rojizo. La semilla de chia contiene
muchos nutrientes como, proteinas, calcio, boro (mineral que ayuda a fijar el calcio de los
huesos), potasio, hierro, acidos grasos como omega 3, antioxidantes, y también,
oligoelementos tales como el magnesio, manganeso, cobre, zinc y vitaminas como la niacina
entre otras. Ademas, contiene alrededor de 40% de carbohidratos; de estos, 30% es fibra
insoluble, 3% es fibra soluble y el resto son almidones esenciales (Di Sapio et al., 2012):
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En comparacién con otros alimentos tiene dos veces mas proteinas que cualquier
semilla, cinco veces mas calcio que la leche entera, dos veces la cantidad de potasio en los
platanos, tres veces mas antioxidantes que los arandanos, tres veces mas hierro que las
espinacas y siete veces mas omega 3 que el salmon (de Souza Ferreira et al., 2015).

Antes de la conquista de América, la chia era un alimento basico para las civilizaciones
de México; su cultivo era probablemente el tercero en importancia econdmica, superado solo
por el “maiz” y el “frijol” (Phaseolus vulgaris L. Fabaceae). Su consumo se relaciona con la
pérdida de peso en el ser humano y desde tiempos prehispanicos se requeria como pago de
tributo a los pueblos conquistadores. Sus semillas se usaban como revitalizante para los
combatientes que partian a la guerra y para las mujeres que se preparaban para el parto
(Cisternas et al., 2022).

El expeller fue donado por la empresa Greemborg S.A., de la localidad de Lincoln,

provincia de Buenos Aires .

9.7. Solanum tuberosum L. “Papa, Patata” (Solanaceae).
Es una especie herbacea de nombre comun papa o
patata, perteneciente al género Solanum de la
familia de las Solanaceae, originaria de la region que
comprende el altiplano sur del Peru y el noroccidente
de Bolivia. Fue domesticada en el altiplano andino y

en las cercanias del lago Titicaca por los habitantes

de esta region desde hace unos 8000 afios. En el

Imagen del tubérculo de papa
Fuente: https://revistacitylife.com/comida/papa-

conquistadores espanoles quienes la consideraban blanca-la-papa-mas-popular-y-conocida/

siglo XVI comenzo a ser trasladada a Europa por los

una curiosidad botanica y no una planta alimenticia.
Su consumo fue creciendo, aunque al principio como
planta forrajera y de jardin por sus flores; su uso
gastrondmico se expandio a todo el mundo desde el
siglo XVIII, hasta convertirse en uno de los
principales alimentos del ser humano (Rodriguez
2010).

Solanum  tuberosum es una planta Imagen de planta de papa
. , Fuente:
herbacea, tuberosa, perenne a través de sus https:/iwww bioenciclopedia com/patata-
390 htmil

tubérculos, caducifolia (ya que pierde sus hojas y
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tallos aéreos en la estacion fria), de tallo erecto o semidecumbente, que puede medir hasta 1
m de altura.

Presentan tres tipos de tallos, uno aéreo, circular o angular en seccién transversal,
sobre el cual se disponen las hojas compuestas y dos tipos de tallos subterraneos, los rizomas
y los tubérculos. Los tubérculos de la papa estan engrosados como una adaptacién para
funcionar como 6rgano de almacenamiento de nutrientes. Los tubérculos pueden presentar
una forma alargada, redondeada u oblonga; y su color, puede ser blanco o amarillo (pulpa),
violeta, café o rojizo (la cascara). Los tubérculos que afloran a ras del suelo adquieren un color
verdoso en la parte donde reciben la luz solar por la acumulacién superficial de clorofila, al
igual que las hojas y tallos. La parte verde de la papa expuesta a los rayos solares debe
eliminarse en la preparacion como alimento, debido a su toxicidad (Jerez Mompies & Martin
Martin, 2012).

En la medicina tradicional se le han empezado a atribuir ciertos efectos
antibacterianos, anti hipertensivos y/o anti hemoaglutinantes, en diferentes extractos de esta
planta

El material fue comprado en diferentes verdulerias de la ciudad de La Plata.

9.8. Capsicum annuum L. “Pimiento, Aji” (Solanaceae).
Comunmente conocido como “pimiento, chile, aji dulce,
pimentdn o morrén” de la familia Solanaceae. Se trata
de una especie herbacea perenne, suele cultivarse
como anual, de porte arbustivo alcanza entre 80 y 100
cm de alto. La raiz del pimiento es voluminosa y
profunda, formada por una raiz principal pivotante,
aunque en terrenos apelmazados o en suelos de textura
pesada tiene escaso desarrollo. Dispone, asimismo, de
numerosas raices adventicias que en horizontal llegan a
alcanzar 0,5 o incluso 1 m de longitud. De tallos

glabrescentes ramificados con hojas aovadas,

pecioladas, solitarias o por pares, de 4-12 cm por 1,5-4

cm de ancho, también pubescentes, con margenes Imagen de semillas de morrén amarillo

.. . Fuente:
enteros, base estrechada y apice algo acuminado. Las nitps-/icomunidad todocomercioexterior.com.ec/p

L. rofiles/blogs/clasificacion-arancelaria-semilla-de-
flores pueden ser solitarias o formar grupos de muy pimiento
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escaso numero, erectas o algo péndulas y nacen en la axila de las hojas con el tallo. El céliz,
persistente, es acampanado y entero, con 5-7 costillas principales redondeadas terminadas
en un diente, generalmente romo, y unas cuantas costillas secundarias. Las anteras son
generalmente purpureas. El fruto de forma y tamano variables, es una baya hueca con 2-4
tabiques incompletos donde se alojan, muy comprimidas, las semillas, de color amarillento y
forma discoidal de 3-5 mm (Sarabia, 2015; Hasan et al., 2014).

Las semillas del morron son redondeadas, de color amarillo palido, ligeramente
reniformes, de unos 3-5 mm. de longitud y estan insertas en una placenta coénica de
disposicion central. En 1g de semillas puede haber entre 150 y 200 semillas y su poder
germinativo es de 3-4 afios. (Martinez-Sanchez et al., 2010).

Esta especie es originaria de Mesoamérica, donde fue domesticada hace mas de 6000
afnos, y donde se encuentran aun variedades silvestres, como la conocida popularmente como
“chiltepin, chile soltero o chile loco”. Se han hallado usos ancestrales del morrén o pimiento,
referidos a aliviar dolores inflamatorios, mejorar la salud ocular y fortalecer las defensas del
organismo (Pereira et al., 2011).

El material fue comprado en diferentes verdulerias de la ciudad de La Plata.
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10. Objetivos generales.

El hallazgo de moléculas naturales y altamente estables con actividad antimicrobiana,
antioxidante y/o anticoagulante, entre otras, confiere caracteristicas apreciables para la
ciencia en general, pero en particular para la biotecnologia, la farmacia y la biomedicina,
debido a que la combinacion de estas caracteristicas no suele hallarse en una unica y sola
biomolécula

La busqueda mediante un tamizaje general de actividades biologicas seleccionadas en
base a estudios previos referidos a la presencia de principios activos de interés biotecnoldgico
o por la abundancia de inhibidores de proteasas reportados en esas plantas o familias de ellas,
sera propicia como inicio de esta investigacion. En variados reportes bibliograficos, se ha
observado que los IPPs de plantas son moléculas altamente estables y potentes inhibidores
del crecimiento de bacterias, hongos, e incluso ciertos virus; asi como biomoléculas que
presentan actividades anticoagulante, antioxidante, etc.

Por tal motivo, el objetivo principal de este trabajo es caracterizar bioquimica vy
biologicamente nuevos extractos proteicos vegetales (EPV) provenientes de plantas
alimentarias, para la evaluacion de sus potenciales aplicaciones como agentes
antimicrobianos naturales, anticoagulantes, hipoglucemiantes y antioxidantes. Finalmente se
estudiaran los IPPs mas relevantes, que mantengan dichas actividades y que adicionalmente
exhiban alta estabilidad térmica y a pH extremos, a fin de subrayar también la importancia de
esta estabilidad fisicoquimica para la posible aplicacion de esos compuestos en biomedicina,

agricultura y/o la industria alimentaria.
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11. Objetivos especificos

1. Obtener los extractos vegetales (EPVs) de semillas de canola, chafar, moringa,
morinda, morrén amarillo, quinoa, chia, y tubérculos de papa.

2. Determinar la actividad antioxidante e hipoglucemiante de los EPVs.

3. Estudiar las propiedades antimicrobianas de los EPVs mediante el uso de bacterias
Gram positivas (S. aureus, E. faecalis) y Gram negativas (E. coli, K. pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa), y de especies del género Candida, Saccharomyces y Rhodotorula.

4. Efectuar testeos de la actividad de los EPVs sobre cepas bacterianas con mecanismo
de resistencia inducibles (K. pneumoniae BLEE+y A. baumannii carbapenemasas+).

5. ldentificar, purificar y caracterizar los inhibidores de proteasas presentes en los EPVs,
relacionados a las actividades biolégicas ensayadas.

6. Purificar los IPPs de los EPVs mas promisorios empleando técnicas de exclusion
molecular y cromatografia de afinidad.

7. Analizar los IPPs mas promisorios mediante electroforesis y espectrometria de masas.

8. Caracterizar los IPPs mediante cinética de inhibicidon para el calculo de parametros
cinéticos (Ki, ICso).

9. Estudiar la actividad anticoagulante de los IPPs sobre ambas vias de coagulacion
(intrinseca y extrinseca).

10. Estudiar la potencial actividad hipoglucemiante de los IPPs.

11. Estudiar la actividad antioxidante de los IPPs.

12. Identificar y caracterizar los péptidos nativos (no inhibidores de proteasas) con actividad

antioxidante y anticoagulante de semillas de chanhar
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CAPITULO 2

Extraccion, estudio y parcial
caracterizacion biologica de los
materiales vegetales seleccionados.
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Las plantas han sido bien documentadas por sus usos medicinales durante miles de afios y
las medicinas tradicionales siguen siendo una parte importante de los tratamientos habituales
de diferentes enfermedades en diferentes partes del mundo. En los ultimos afios ha crecido
el interés por las terapias alternativas y el uso terapéutico de productos naturales,
especialmente los derivados de plantas, ellas son consideradas como una de las principales
fuentes de materiales biolégicamente activos. El tamizaje fitoquimico de plantas medicinales
ha contribuido en gran medida al descubrimiento de nuevos farmacos. Varias plantas
medicinales se han sometido a investigaciones quimicas detalladas y esto ha llevado al
aislamiento de moléculas bioactivas puras que se han evaluado farmacolégicamente. Como
resultado, se han descubierto nuevos farmacos y nuevas aplicaciones. Las plantas
seleccionadas en esta tesis presentan caracteristicas interesantes para la evaluacion de
potenciales actividades bioldgicas. Al ser plantas de uso y consumo humano desde tiempos
ancestrales, pueden esperarse altos niveles de tolerancia a sus componentes,
presuponiendo la aparicion de menor cantidad de reacciones adversas para las futuras y
potenciales aplicaciones biomédicas y/o agroalimentarias que surjan a partir de los extractos
analizados, ya sea como mezcla compleja de metabolitos 0 como moléculas parcialmente

puras.
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1. Metodologia.
1.1. Obtencién de los EPVs.
De cada especie vegetal seleccionada, se prepararon dos tipos de extractos diferentes. Los
materiales utilizados para realizar los extractos fueron las semillas de aji, quinoa, moringa,
chafiar y noni, los expellers, productos de la extraccion industrial por prensado, de aceite de
canola y chia y porciones del tubérculo de papa pelados y congelados (Ver anexo ).

e Preparacion de los Extractos crudos (EC).
El material de cada especie fue pesado y secado a temperatura ambiente por 16 a 20 h. El
material seco fue triturado de manera discontinua en multiprocesadora con el agregado de
100 mL de buffer fosfato 0,01 M, NaCl 0,1 M, pH 7,4 a 4°C. Posteriormente se incubd el
material procesado por 3 h a 4 °C. Luego el material fue filtrado con gasa y centrifugado
por 30 min a 4 °C y 6000 g Finalmente fue colectado el sobrenadante y se obtuvo el EVPs
correspondiente a cada especie.

e Preparacion de los Extractos Tratamientos Térmicos (TT).
A cada EC se le aplicé tratamiento térmico mediante calentamiento a 60 °C, 70 °C, 80 °C,
90 °C y 100 °C durante 5 minutos. Posteriormente fueron enfriados a temperatura ambiente
y centrifugados a 6000 g. El sobrenadante obtenido fue analizado para verificar la
presencia de actividad biologica.
Las metodologias especificas aplicadas para la obtencion del EC de cada especie, se

presenta en el Anexo |.

1.2. Cuantificacidon de proteinas de los EPVs.

1.2.1. Estimacion del contenido proteico por el método de Bradford (1976).

La estimacion del contenido proteico se realizé por el método de Bradford (1976). Este
método se basa en la union del colorante Coomassie Blue G-250 a las proteinas (Ver Anexo
II). Dicha unién produce un corrimiento del maximo de absorbancia de 465 nm (forma marrén
del colorante libre) a 595 nm (forma azul del complejo colorante-proteina). El método resulta
especialmente apto para la valoracion de proteinas en extractos vegetales, que
frecuentemente contienen sustancias de naturaleza fendlica que interfieren con el tradicional

método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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1.2.2. Estimacion del contenido proteico por el método de Lowry (1951).

La estimacion del contenido proteico se realizd por el método Lowry (1951), método
colorimétrico de sensibilidad moderadamente constante de proteina en proteina;
ampliamente utilizado por ser muy sensible y altamente reproducible. Al igual que el método
de Bradford, esta metodologia de determinacién de la concentracién de proteinas es
destructiva, ya que, una vez llevado a cabo el procedimiento la muestra no puede volver a
utilizarse, sino que se descarta.

La descripcion de la técnica se muestra en el Anexo Il.

1.3. Investigacion de actividad inhibitoria de proteasas de los EPVs.

Las enzimas se encuentran divididas en siete clases: (1) Oxido-reductasas, (2) Transferasas,
(3) Hidrolasas, (4) Liasas, (5) Isomerasas, (6) Ligasas y (7) Translocasas. Dentro de las
hidrolasas, se hallan las proteasas que catalizan la degradacion de proteinas mediante la
hidrdlisis de enlaces peptidicos. Dependiendo de la localizacion del sitio de clivaje, las
proteasas pueden ser clasificadas como endoproteasas o exoproteasas. Las primeras
hidrolizan enlaces amidicos dentro de la secuencia de una proteina, mientras que las
exoproteasas degradan las uniones peptidicas desde el extremo N-terminal o el C-terminal
de una proteina, y son denominadas aminopeptidasas y carboxipeptidasas, respectivamente.
El mecanismo de clivaje es a través de un ataque nucleofilico y subsecuente hidrélisis del
intermediario tetraédrico (Rawlings et al., 2018).

Las proteasas, a su vez, se encuentran agrupadas de acuerdo al aminoacido o grupo
involucrado en su sitio activo: serina (Ser), treonina (Thr), cisteina (Cys), aspartato (Asp),
glutamato (Glu), o un atomo metélico en metaloproteasas. Los inhibidores de proteasas
suelen ser clasificados en funcion del tipo de proteasa que inhiban.

Para el tamizaje preliminar de actividad inhibitoria de proteasas se utilizan como

enzimas blancos a: tripsina (proteasa serinica) y papaina (proteasa cisteinica).

1.3.1. Determinacion de actividad inhibitoria de tripsina.

Con el objetivo de poder determinar si en un EPV existe alguna molécula con la capacidad
de inhibir la actividad de la endoproteasa tripsina, se realiza en primera instancia y como
control positivo de la reaccién, una técnica cinética capaz de evidenciar la actividad de dicha
enzima. Para ello, la actividad de tripsina fue determinada por el incremento en la
absorbancia a 410 nm producto de la hidrdlisis del sustrato sintético BApNA (N-a-Benzoil-
DL-Arginina-4-Nitroanilida), mediante lecturas en intervalos de 30 seg durante 10 min a 37
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°C. Los volumenes fueron adaptados para la lectura en placa de 96 pocillos (Lector de placas
Tecan Infinite 200 Pro) en un volumen final de 200 pl.

La inhibicion de la actividad de tripsina caus6 disminucion en la velocidad de
hidrdlisis del sustrato, lo cual se tradujo en la atenuacién de la pendiente de hidrolisis. Se
determinaron los blancos de enzima y sustrato. Todas las medidas fueron realizadas por

triplicado, con la estimacion de la desviacidén estandar correspondiente.

Tabla 1: Preparacion para medir la actividad de tripsina.

Mezcla de reaccién de actividad de tripsina

Buffer Tris-HCI,CaCl, 50 mM, pH 8 160 pl
Tripsina 2,8x107 M, Sigma 10 pl
Muestra 20 pl
Incubacion de 15 min a 37 °C
BAPNA 20 mM, Sigma 10

La concentracion de cada muestra (EPV) fue de 200 ug/mL.

1.3.2. Determinacion de actividad inhibitoria de papaina.
La actividad de papaina fue registrada por el aumento de la absorbancia a 410 nm producto
de la hidrélisis del sustrato PFLNA (L-piroglutamil-L-fenilalanina-L-leucina-p-nitroanilida),
mediante medidas continuas durante 10 min a 37 °C (Obregén et al., 2015). Los volumenes
fueron adaptados para la lectura en placa de 96 pocillos (Lector de placas Tecan Infinite 200
Pro) en un volumen final de 200 ul (Tabla 2).

La inhibicidon de la actividad de papaina produjo disminucién en la velocidad de
hidrdlisis del sustrato, lo cual se tradujo en la atenuacién de la pendiente de hidrolisis. Se
determinaron los blancos de enzima y sustrato. Todas las medidas fueron realizadas por

triplicado, con la estimacion de la desviacién estandar correspondiente.
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Tabla 2: Preparacion de la reaccion para medir actividad inhibitoria de Papaina.

Mezcla de reaccién de actividad de papaina

Buffer fosfato 0,1 M, KCI 0,3 M, EDTA 0,1 mM, Cys 3 mM, pH 6,5 160 pl
Papaina 4,5x10% M, Roche 10 pl
Muestra 20 pl
Incubacion de 15 min a 37 °C
BAPNA 1 mM, Sigma 10 pl

Ya sea para medir la actividad inhibitoria sobre Tripsina o Papaina, se estimo dicha
actividad, de la siguiente manera:

La actividad inhibitoria fue definida como la actividad proteolitica residual en
presencia de inhibidor y expresada como porcentaje de inhibicion (1%), respecto del ensayo
control (donde el volumen de muestra se reemplazé por el buffer correspondiente), utilizando

la siguiente ecuacion:

[(%)=(T-T*)x 100
T

Donde T* y T son las respectivas actividades de proteasa con y sin inhibidor.

1.4. Método para concentracion de proteinas: Liofilizacion.

La liofilizacion es un proceso que consiste en deshidratar un producto previamente
congelado, y posterior sublimaciéon del hielo a presién reducida gracias a condiciones de
vacio y baja temperatura. Este proceso evita la desnaturalizacion de las proteinas y permite
obtener un producto seco, esponjoso, de mayor estabilidad y facil disolucion en agua. El
proceso se realiza a temperaturas inferiores a la de solidificacion total, por lo tanto, el
producto debe estar congelado a temperaturas entre 10 y 15 °C por debajo de su temperatura
eutéctica (temperatura mas baja a la cual es posible encontrar una fase liquida) para evitar
la formacidn de cristales de H20. Se coloca el producto en un contenedor o camara hermética
y se procede a realizar vacio en la misma hasta alcanzar una presion por debajo de la presion
de vapor correspondiente al hielo a la temperatura de congelamiento. Manteniendo siempre

el producto por debajo de la temperatura eutéctica, se produce la sublimacion del hielo. Los
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vapores producidos en la sublimacion son retenidos en un condensador que se encuentra a
una temperatura inferior a la del producto congelado. Cuando todo el hielo es eliminado, se
dice que el secado primario ha sido terminado. Finalizado el proceso el producto debe
almacenarse en un contenedor hermético ya que por su estado es avido de captar humedad

ambiente.

Ventajas de la técnica de liofilizacion.

. La temperatura a la que es sometido el producto, se encuentra por debajo de
aquella a la que muchas sustancias inestables sufren cambios quimicos.

. Debido a la baja temperatura a la que se opera, la pérdida de los constituyentes
volatiles es minima, se reduce el peligro de contaminacién microbiana y los preparados
enzimaticos no sufren alteraciones.

o Se eliminan los fendbmenos de oxidacién, dado que se opera y envasa a alto
vacio.

o La gran porosidad del producto facilita la reconstitucion con rapidez por la
adicién de agua o del solvente adecuado.

o Al ser despreciable la humedad remanente, el producto puede ser almacenado
por mucho tiempo (dependiendo de las caracteristicas de cada producto), constituyendo

productos de larga estabilidad.

1.5. Electroforesis SDS-PAGE.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) es un sistema muy
adecuado para la separacion de polipéptidos y proteinas en el rango de 5 a 100 kDa. La
tricina es utilizada como ion de arrastre en el buffer catédico, permitiendo una mayor
resolucion de proteinas pequefas a menores concentraciones de acrilamida comparado con
el caso del clasico buffer tris-glicina. Para alcanzar una resolucion superior de polipéptidos,
sobre todo en el rango de 5 a 20 kDa, se emplea un sistema de dos geles de diferente
concentracion: un gel de apilamiento (4% Ty 3% C), y un gel de resolucion (16.5% Ty 3%
C). Otra ventaja de este sistema, si se lo desea emplear como purificacion previa al
microsecuenciamiento, es que la omision de glicina previene interferencias.

La descripcion de la técnica completa se detalla en el Anexo lll.
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1.6. Evaluacion de actividad antioxidante.
La actividad antioxidante se define como la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa, de tal manera que un antioxidante actua, principalmente, gracias a su
capacidad para reaccionar con radicales libres.

En esta tesis se evaluara la capacidad antioxidante de los EPVs mediante el ensayo
del ABTS (Pukalskas et al., 2002).

e Método de ABTS.
Se basa en la activacién del radical ABTS** con K2S20s y posterior incubacién con los EPVs
antioxidantes y lectura de absorbancia a longitud de onda adecuada. El mediador quimico
ABTS (acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin)-6—sulfonico, Ref: A-1888, Sigma-Aldrich),
cuyo radical acido ABTS** es un poderoso agente oxidante que, por reaccidén con
determinadas moléculas antioxidantes, sufre una reduccion de su coloracion azul-verdosa;
cuya absorbancia puede ser detectada a 734 nm.

La técnica se realizara mediante lecturas a 734 nm previa incubacion de los EPVs
con la solucién inicial de ABTS (preparada el dia anterior con agregado de persulfato de
potasio y disuelta en agua).

Tal como se observa la Tabla 3, la adicidn del persulfato de potasio se realiza para
activar al radical ABTS. Luego se cubre el tubo Falcon entero con papel aluminio para evitar
la exposicidn del reactivo a la luz y se lo deja incubando durante toda la noche a temperatura
ambiente.

Tabla 3: Preparacion del reactivo ABTS para poder utilizarlo
para las medidas de actividad antioxidante.

Preparacion del reactivo abts.

ABTS, Sigma 0,0388 g
K2S5208 0,0066 g
AD c.s.p. 10 ml

Se mezcla por inmersion y se incuba en oscuridad a 25 °C toda la noche.
Finalmente se lleva el reactivo a un valor de Absorbancia 734 nm = 1 £ 0,01 con buffer fosfato

50mM pH 7,4.
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Para iniciar la medicion, el ABTS diluido obtenido se llevé a un valor de absorbancia
igual a 1,00 + 0,01 con buffer fosfato 50 mM pH 7,4. Se utilizaron diferentes concentraciones
de EPVs, con el objetivo de analizar el efecto de la concentracién del mismo sobre su
actividad antioxidante frente al sustrato ABTS diluido. Los volumenes fueron adaptados para
la lectura en placa de 96 pocillos (Lector de placas Tecan Infinite M200 Pro) en un volumen
final de 200 pl. A su vez, para cada concentracion se realizé un control con agua destilada
estéril. Luego de colocar la muestra (o control) y el reactivo, se incubé la placa en oscuridad
por 20 minutos a 25°C. Transcurrido este tiempo, se determind la absorbancia a 734 nm.
Todas las medidas fueron realizadas por triplicado, con la estimacién de la desviacion
estandar correspondiente.

El porcentaje de actividad antioxidante para cada volumen de muestra se definié

como el resultado de:

(%) Actividad en Eliminacién de Radicales ABTS = 100 — 100 x ( Al —A2 )
A0

Donde A0 es la absorbancia del control sin muestra y A1 es la absorbancia en presencia
de la muestra y ABTS+. A2 corresponde al valor de absorbancia de la muestra en blanco sin
ABTS+.

1.7. Evaluacion de actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.
Actividad inhibitoria de a-glucosidasa: Se realizara el ensayo de inhibicion de la enzima a-
glucosidasa de acuerdo con el método de (Yu et al., 2011) y el método de (Kim et al., 2004),
con ligeras modificaciones. La a-glucosidasa hidroliza el sustrato p- nitrofenil glucopiranésido
(PNPG) liberando p-nitrofenol cuya absorbancia puede medirse a 410 nm. La ICso se define
como la concentracion de péptido que inhibe el 50 % de la actividad a-glucosidasa bajo las
condiciones del ensayo.

El ensayo de actividad inhibitoria de a-glucosidasa se realizé adaptado a una placa
de 96 pocillos (Lector de placas TecanlInfiniteM200 Pro) en un volumen final de 150 l,
usando el sustrato 4-nitrofenol-a-D-glucopiranosido (pNPG). Se pre incub6 una cantidad fija
de 10 pl de a-glucosidasa (0,5 U/mL) con diferentes concentraciones de EPVs en buffer
fosfato de sodio 0,01 M (pH 7,4). Luego de 10 min de pre-incubacion a 37 °C, se agregaron
10 ul del sustrato pPNPG 5mM a la mezcla de reaccion. La hidrélisis del pNPG fue

determinada a través del incremento de la absorbancia a 405 nm, tomando medidas cada 1
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min durante 20 min y manteniendo la temperatura a 37 °C. Las medidas se realizaron por
triplicado y se incluyeron los blancos apropiados correspondientes a H20 destilada estéril y,
ademas, se incluyé un control de concentracién de sales (control NaCl 25 mM), con el
objetivo de probar que la inhibicién de la actividad de la enzima a-glucosidasa por parte de
los EPVs se debia exclusivamente a la presencia de inhibidores en la muestra y no a las
sales presentes en la misma.

El porcentaje de actividad hipoglucemiante o inhibitoria de a-glucosidasa se definié

como el resultado de:

Absorbancia 405nm promedio muestra

(%) Actividad Inhibitoria a - Glucosidasa = | 1- x100

Absorbancia 405nm promedio blanco H,0

1.8. Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana.

La optimizacion y adecuacion de técnicas de sensibilidad a antimicrobianos de bacterias
patogenas de importancia en salud humana son importantes para el diagnostico adecuado y
preciso. En este trabajo de tesis doctoral se busco optimizar la busqueda de parametros
técnicos y de inhibicion, con el fin de mejorar el estudio y el tamizaje de las actividades
antibacterianas. Estas técnicas fueron el puntapié inicial para el inicio de estas
investigaciones en nuestro grupo de trabajo. La puesta a punto y su transferencia quedaran
disponibles para futuros estudios en nuestro Centro de Investigacion.

Se realizé un tamizaje de actividad antimicrobiana evaluando la actividad inhibidora del

crecimiento bacteriano frente a EC y los TT de los EPVs seleccionados.

1.8.1. Determinacién de la capacidad inhibitoria del crecimiento en medio de cultivo
solido.
Se realizd el ensayo de difusidbn en agar para determinar la capacidad inhibitoria en el

crecimiento de diversas cepas bacterianas ATCC:

Enterococcus faecalis ATCC29212
Staphylococcus aureus ATCC29213
Escherichia coli ATCC25922
Escherichia coli ATCC25923
Escherichia coli ATCC35218
Klebsiella pneumoniae ATCC700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
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Para ello, se preparé un preindculo en solucion fisiologica a partir de colonias
previamente crecidas a 37 °C durante 18-24 h, ajustando la turbidez al 0,5 de la escala
McFarland (1,5x108 UFC/mL) con nefeldometro digital (Becton Dickinson, BD). Los indculos
se sembraron con hisopo sobre placas de agar Muller Hinton de espesor de 5 mm
descargando dicho hisopo en toda la superficie de la placa en tres direcciones.
Posteriormente se inocularon con 5 gotas de 4mm de diametro en las que se colocaron 20
WL de las soluciones de los diferentes extractos a ensayar. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 h y a continuacion se registraron los diametros de los halos de inhibicién del
crecimiento (en milimetros). Composicién del medio Miller-Hinton (MH) por volumen final de
litro.

Tabla 4: Composicion del medio de cultivo MH, Britania.

Composicién del medio Mieller-Hinton (MH)

por volumen final de litro.

Infusién de carne 3009
Peptona acida de caseina 1759
Almidén 1.59
Agar 1509

pH FINAL: 7.3 £ 0.1

Se trata de un medio utilizado para las pruebas de sensibilidad a agentes antimicrobianos, debido a su concentracién
levemente mas baja de Agar Agar, lo que permite una mejor difusién de las moléculas. Se han seleccionado este medio,
para la estandarizacion de los halos de inhibicion en las pruebas de sensibilidad.

1.8.2. Determinacién de la capacidad inhibitoria del crecimiento en medio de cultivo

liquido.
La determinacién de la capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano en medio liquido se
desarroll6 bajo un mismo protocolo, del cual se pueden obtener visualizaciones e

interpretacion de resultados a través de mediciones diferentes.

1.8.2.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los EPVs, en caldo de cultivo por
medio de la medicion de la Absorbancia.

Para realizar esta determinacion se prepararon suspensiones bacterianas normalizadas con
el uso de nefelémetro comercial BD, en 0,5 Mc Farland. Los cultivos provinieron de repiques

frescos de 24 h.
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Una vez preparadas las suspensiones bacterianas se realizaron las mezclas de cultivo en

microplaca de ELISA de 96 pocillos con los siguientes volumenes:
-100 ul de caldo Mdller Hilton.
-100 pl de (H20 destilada).

-100 pl del EPV esterilizado por filtracion.

-10 yl de suspension bacteriana.

Una vez preparadas las mezclas en las microplacas se dejan incubar por 20 h. a 37 °C y en

agitacion en bandeja a 120 rpm.

Posteriormente se ley6 la absorbancia a 630nm en Lector de placas Tecan Infinite M200 Pro,

a tiempos 0 y 20 h.

Preparacién de muestra: Se filtra la muestra (utilizando jeringa de 10 mL) en primera

instancia con filtro de 0,8 ym y luego, en esterilidad, con filtro de 0,22 ym. Colectar en

eppendorf de 2mL estéril.

Preparacion de microorganismos:

estéril.

1. Partiendo de un stock glicerinado, hacer repique en placa con agar (SB) Dejar
crecer a 36-37°C por 12h.

2. Realizar diluciones al 0,5 de Mc Farland usando hisopos estériles y sc. fisiologica

Procedimiento:

1. Colocar el caldo MH (autoclavado) en un recipiente estéril.

2. Seguir los pasos que se describen en el siguiente esquema

FEFFFFFRRFEG
EEREFFEFFEEY
W OR e T T
ERSEEEES NG
chdHbbbdHbhbHd b
L LR L LT
EJ i___ i J»_. v, l_., ¢J L, h ¢J. ¢) .L)
TVIVVIVIVIVIV IV R VR
s QARG QRIS

s

-

NARAN

A

HH

9)

Colocar 100 pl de calde MH en TODOS los pocillos (P-MW)

Agregar 100 pl de muestra (P-200)

Pasar 100 ul de la fila A a la fila B (P-MW)
Pasar 100 pl de la fila B a |z fila C (P-MW)
Pasar 100 pl de la fila € a la fila D (P-MW)
Pasar 100 pl de la fila D a la fila E (P-MW)
Pasar 100 pl de la fila E a la fila F (P-MW)
Pasar 100 pl de la fila F a la fila G {P-MW)
Descartar 100 pl de la fila G (P-MW)

10) Colocar 100 pl de Sc. fisioldgica en la fila H (P-200]

11) Descartar 100 pl de la fila H (P-200/P-MW)

12) Agregar 10 pl de Bacteria en TODOS los pocillos (P-20)

Figura 6: Esquema de trabajo para la preparacion de la placa en el estudio de la sensibilidad

bacteriana a antibiéticos en microplaca.
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Con este esquema de trabajo se puede calcular la CIM y la CBM. La cuantificacion
de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalua habitualmente mediante algunas de
las variantes de los métodos de dilucion.

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se define como la minima concentracion
de antimicrobiano (en pg/mL) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 h de incubacion a 37 °C. La CIM se ha establecido como test de referencia
frente a otros métodos que evaluan susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar
resistencias inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros
métodos es indeterminado (Andrews, 2001).

La Concentracion Bactericida Minima (CBM), se define como la minima
concentracion de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de los microorganismos
viables después de un tiempo determinado de incubacién (generalmente 24 h). En ocasiones
se hace necesario determinar la actividad bactericida de un agente antimicrobiano, como es
el caso de endocarditis, osteomielitis, meningitis o infecciones en pacientes
inmunosuprimidos, por tal motivo, existe la necesidad de establecer métodos de laboratorio

que definan la actividad de estos agentes (Wayne, 1999).

1.8.2.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana en caldo (microplaca) utilizando
resazurina como indicador de la viabilidad celular.

El ensayo de resarzurina en microplaca, se basa en la capacidad del compuesto resarzurina
(color azul) de reducirse irreversiblemente a la forma resorufina (color rosa), lo cual permite

evaluar la viabilidad celular, como se muestra en la fig. 7. (Palomino et. al., 2002).

(l)@
N\ NADH/H* NAD* H,0 N\
o0, ~—= U
HO (@) @) HO (0 @)
Resarzurina (azul) Resorufina (rosa)

Figura 7. Mecanismo de reduccion de la resarzurina a resorufina.

Dentro de la célula, la resarzurina experimenta una reduccion enzimatica debido a la
actividad de enzimas tales como: flavin mononucleétido deshidrogenasa, flavin adenin

dinucledtido deshidrogenasa, nicotinamida adenina deshidrogenasa y citocromos (O’Brien et
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al., 2000). Luego, la resorufina es secretada fuera de las células hacia el medio extracelular,
lo cual resulta en un visible cambio de color de azul a rosa. Es asi como la tasa de reduccion
basada en el cambio colorimétrico, el cual puede ser cuantificado colorimétricamente o
fluorométricamente, refleja el numero de células viables.

Se colocaron 100 pl medio nutritivo Muller-Hinton en los pocillos de la placa de 96
pocillos, se agregaron 100 ul de cada EPV a ensayar y 10 ul de inéculo de bacterias
(previamente diluido hasta observar turbidez correspondiente al tubo 0,5 de la escala de Mc
Farland). Luego de incubar durante 20 h a 37 °C (con agitacion), se agregaron 15 pl de
resarzurina 0,02% en cada pocillo y se incubd la placa durante 1 h a 37 °C y con agitacion.

Se observo el color en los pocillos de la placa.

1.8.3. Estudio de la actividad de los EPVs sobre cepas bacterianas con mecanismos
de resistencia enzimaticos inducibles.
Pruebas en medio sélido.

Con el objeto de identificar la presencia de algun tipo de inhibicion de los sistemas
bacterianos inducibles de resistencia enzimatica, por parte de alguno de los 16 extractos
vegetales disponibles para este trabajo de investigacion, se disefiaron protocolos, basados
en los lineamientos de red WHONET. De esta manera se probaron los diferentes EPVs,
respecto a la capacidad antimicrobiana y a la potencial utilizacion en reemplazo de los
clasicos inhibidores de mecanismos de resistencia inducibles y/o potencial sinergismo con
antibidticos de uso comercial.

Para ello se rediseid un experimento que permitié la obtencion e interpretacion de dos
resultados a través de un unico ciclo de cultivos frente a diferentes muestras y antibiéticos:
1. Actividad antibacteriana intrinseca de los EPVs sobre cepas bacterianas con
mecanismos de resistencia enzimaticos inducibles, en medio sdlido.
2. Determinacion del sinergismo de los EPVs con antibiéticos comerciales sobre cepas
bacterianas con mecanismos de resistencia enzimaticos inducibles, en medio sdlido.

Se disefid del experimento en base a las recomendaciones estipuladas por la red
WHONET, con algunas modificaciones. En este caso, los EPVs se utilizaron reemplazando
al acido clavulanico y al acido bordnico, para la deteccién de BLEE, y al EDTA, para la
detecciéon de carbapenemasas.

Tal como se muestra en la Fig. 2 (Cap 1), los discos deben tener una separacion de
25-30 mm de centro a centro. Un agrandamiento o deformacion de la zona de inhibicion de
CTX o CAZ en las proximidades del disco de AMC (efecto “huevo”), confirmaria la presencia
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de R-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en la cepa estudiada. En este caso, se
registra el tamafio de la zona de inhibicion correspondiente a CTX o CAZ sin considerar la
deformacion producida por el inhibidor (ac. clavulanico). Asimismo, la red WHONET,
recomienda utilizar un disco que contenga Cefoxitina (CFO) como control de calidad de la
tipificacion y estimacion del mecanismo de resistencia. Por otro lado, en la misma placa, se
puede diferenciar la presencia de un mecanismo enzimatico (AmpC plasmidicas) de
resistencia por impermeabilidad, ubicando un disco de Acido Bordnico en medio de un disco
de CTX y CFO, en este caso si se observa una deformacion del halo de las cefalosporinas
se confirmaria la presencia de AmpC plasmidica.

Para determinar este objetivo hemos propuesto el siguiente esquema de trabajo:

Para cepas productoras de BLEE:

- Cada placa se inoculé con una suspension 0,5 Mc Farland de la bacteria resistente a probar
frente a cada EPV. Para la realizacion de esta prueba se realizé6 una prueba similar a la
realizada en medio de cultivo sélido (ver inciso 1.8.1.), pero en este caso se utilizé cepas de
Klebsiella pneumoniae (BLEE+).

- Se colocaron los tres discos comerciales de Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima (CTX) y
Cefoxitina (CFO), formando un triangulo Isésceles, cada uno a 1 cm del borde de la placa.

- En el centro de la placa se sembraron 100 pyL
del EPV a testear, sembrando 4 gotas de a 25
ML y dejandolo secar entre gota y gota para
que el area de siembra fuera bien pequefa.

- Se dejo incubar a 37 °C por 24h.

- Se leyeron y fotografiaron directamente los
resultados.

Figura 8. Disefio de placa para busqueda de

mecanismos BLEE.

Para cepas productoras de Carbapenemasas,
Cada placa se inoculé con una suspension 0,5 Mc Farland de la bacteria resistente a probar

frente a cada EPV. Para la realizacion de esta prueba se realizé6 una prueba similar a la
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realizada en medio de cultivo sélido (ver inciso 2.1.1.), pero en este caso se utilizaron cepas
conocidas de Acinetobacter baumannii carbapenemasas (+).

- Se colocaron los dos discos comerciales de Meropenem (MRP) e Imipenem (IMI), cada uno
a 16 mm del centro de la placa.

En el centro de la placa se sembraron 100 pL del EPV a testear, sembrando 4 gotas de a 25
ML y dejandolo secar entre gota y gota para que el area de siembra fuera bien pequena.

- Se dejo incubar a 37 °C por 24h.

- Se leyeron y fotografiaron directamente los resultados.

Figura 9. Disefio de placa para busqueda de mecanismo Carbapenemasas.

1.8.4. Testeos de la actividad de los EPVs sobre cepas bacterianas con mecanismos
de resistencia enzimaticos inducibles.

Pruebas en medio liquido.

Para la realizacién del siguiente experimento se utilizaron dos especies representativas de
los principales mecanismos de resistencia a antibiéticos inducibles seleccionadas para este
trabajo.

o Klebsiella pneumoniae: con mecanismo de resistencia BLEE. Cepa aislada de un
Laboratorio de analisis bacterioldgico de la ciudad de La Plata.

o Acinetobacter baumannii: con mecanismo Carbapenemasas. Cepa aislada de un

Laboratorio de analisis bacterioldgico de la ciudad de La Plata.
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Este experimento se llevo a cabo en tres etapas, en tres dias diferentes y permite la obtencion
e interpretacion de los resultados a través en un unico cultivo frente a diferentes muestras y
antibidticos:

o Actividad antibacteriana intrinseca de los EPVs sobre cepas bacterianas con
mecanismos de resistencia enzimaticos inducibles, en medio liquido.

o Determinacion del sinergismo en la inhibicion bacteriana de los EPVs con antibiéticos
comerciales, sobre cepas bacterianas con mecanismos de resistencia enzimaticos

inducibles, en medio liquido.

Etapa 1. Determinacion de la CIM para los diferentes antibiéticos de prueba.

Para la determinacion de la CIM se realizaron pruebas de crecimiento en microplacas
de Elisa, donde realizamos una serie de diluciones de los diferentes antibiéticos
seleccionados en presencia de una concentracidn inicial conocida de suspension bacteriana,
de bacterias con diferentes mecanismos de resistencia inducibles (BMRI), (Ver esquema de
trabajo de la Figura 8).

Los experimentos se realizaron usando antibidticos provenientes de discos
comerciales (Rosco, Dinamarca) para testeos en placas de sensibilidad a antibidticos. En la
preparacion y armado de los discos se utiliza una fase ceramica que estabiliza al antibiotico
aumentando su vida media y posibilitando su conservacién seca a temperatura ambiente.
Las presentaciones de los discos contienen: Ceftazidima 30ug, Cefotaxima 30ug, Cefoxitina
30ug, Imipenem 10ug, Meropenem 10ug.

La mezcla inicial fue la siguiente:

o 120ul de caldo Muller Hinton

. 20ul ATB (preparada previamente en distintas concentraciones)

o 20ul de suspension de BMRI en concentracion de la escala Mc Farland 0,5.

o 20ul SC fisioldgica control

De esta manera, se ha generado un esquema de trabajo donde se investigan las
diferentes diluciones de los antibioticos, desde la maxima concentracion a la mas baja.

El objetivo de determinar la CIM en este experimento, nos permiti6 conocer la
“Concentracion minima de Antibidtico en la cual empieza a visualizarse Crecimiento”
(CmCB). De esta manera, se utilizara esta concentracion de antibiético como punto de
partida para el uso de los extractos vegetales y verificar que bajo esta concentracién minima
de antibidtico y en presencia de extracto, hay inhibicion del crecimiento.
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Etapa 2. Deteccion de Actividad Inhibitoria por parte de los EPVs.

Para la determinacion de la de la actividad Inhibitoria de los EPVs, se realizaron
pruebas de crecimiento en microplacas de Elisa, donde realizamos una serie de diluciones
de los diferentes EPVs seleccionados a la concentracion inicial conocida de suspension
bacteriana. La mezcla inicial fue la siguiente:

o 120ul de caldo Muller Hinton

° 20ul EPV (preparada previamente en distintas concentraciones)

o 20ul de suspension de BMRI en concentracion de la escala Mc Farland 0,5.

o 20ul SC fisiologica control

De esta manera, se ha generado un esquema de trabajo donde se investigan las
diferentes diluciones del EPV, desde la maxima concentracion a la mas baja.

El objetivo de determinar la actividad inhibitoria intrinseca de un EPV en este
experimento, nos permiti6 conocer si el EPV tenia fehacientemente una actividad
antibacterial contra las bacterias multirresistentes seleccionadas. Y, de ser asi, manejar a
través de las diluciones al medio de los EPV, alguna idea del rango de concentracion, en el

cual comienzan a manifestar dicha actividad inhibitoria.

Etapa 3. Determinacion de la “CIM aparente” para el EPV

Con la CMBC y los diferentes extractos que mostraron inhibicién de los mecanismos
inducibles enzimaticos a concentraciones maximas y fijando todas las condiciones del dia 2,
se evalud la accion inhibitoria utilizando diluciones seriadas del extracto vegetal. Asi,
podremos determinar las concentraciones minimas de extracto a partir de las cuales pueden
producir inhibicion del mecanismo de resistencia.

Para el paso 3 la mezcla de cultivo la preparamos en microplaca de ELISA con los
siguientes volumenes:

-140ul de caldo Muller Hinton.

-20ul del sobrenadante del resuspendido de ATB

-20ul del EPV esterilizado por filtracion.

-20ul de suspensioén bacteriana

En todos los casos se dejan incubar por 20 h a 37 °C y en agitacion a 120 rpm. Luego
se lee la absorbancia a 630 nm a tiempo 0 y 20 h. Las suspensiones bacterianas que usamos
se normalizaron con el uso de nefelometro comercial BD. En 0,5 Mc Farland, y provinieron

de repique de 24 h.
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Con la utilizacion de la CMBC, en el caso de los antibidticos que la tienen y en el
caso de los antibidticos que presentan resistencia a la concentracion dada por la dilucion del
disco, y en presencia de los diferentes extractos en sus concentraciones maximas, hemos
evaluado si se produce inhibicion de crecimiento en estos tipos de bacterias, manifestando
su efecto sinérgico con el antibidtico.

De esta manera, se comprobaria que seria posible lograr inhibicidon bacteriana, en
presencia de EPVs, en concentraciones a las cuales el antibiético no inhibe per se.

El protocolo para la preparacion de las suspensiones de antibidticos, se describe en
el Anexo IV.

Interpretacion de los resultados:
Para la evaluacidén de los resultados obtenidos en las lecturas de las placas, se
introdujeron los valores de absorbancia en la ecuacion del porcentaje de inhibicion del

crecimiento bacteriano que se muestra a continuacion:

9% INHIBICION =100 -100 x (AbsM20 — AbsATB20 — AbsEPV20) — (AbsM0 — AbsATBO - AbsEPV0)
(AbsControl20 - AbsControl0)

En donde:

AbsM20: Absorbancia medida a 630 nm luego de 20h de cultivo a 37 °C, en un
pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo, antibiotico y EPV.

AbsATB20: Absorbancia medida a 630 nm luego de 20h de cultivo a 37 °C, en un
pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo y el antibidtico.

AbsEPV20: Absorbancia medida a 630 nm luego de 20h de cultivo a 37 °C, en un
pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo y EPV.

AbsControl20: Absorbancia medida a 630 nm luego de 20h de cultivo a 37 °C, en
un pocillo donde se colocaron la bacteria y el medio de cultivo.

AbsMuestra0: Absorbancia medida a 630 nm en las condiciones iniciales de cultivo
a 37 °C (atiempo 0), en un pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo, antibiotico
y EPV.

AbsATBO: Absorbancia medida a 630 nm en las condiciones iniciales de cultivo a
37 °C (a tiempo 0), en un pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo y el
antibidtico.

AbsEPVO0: Absorbancia medida a 630 nm en las condiciones iniciales de cultivo a 37

°C (a tiempo 0), en un pocillo donde se colocaron la bacteria, medio de cultivo y EPV.
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AbsControl0: Absorbancia medida a 630 nm en condiciones iniciales de cultivo a 37

°C (a tiempo 0), en un pocillo donde se colocaron la bacteria y el medio de cultivo.

A través de la implementacion de la ecuacion matematica antes expresada, se pudo
observar el porcentaje de inhibicién que producen las distintas formulaciones en las cepas
bacterianas ensayadas.

En algunos casos, es de esperarse un valor positivo, lo cual significara que el EPV
testeado, posee o presenta cierto grado de capacidad inhibitoria del crecimiento. En caso de
que el valor encontrado resulte negativo, es correcto interpretar que el EPV podria estar
actuando como un activador, protector o simplemente nutriente para el crecimiento
bacteriano.

En los casos donde los porcentajes de inhibicibn donde se combinan EPV con
antibioticos superen matematicamente la sumatoria de los porcentajes de inhibicion
encontrados para los EPVs y el antibiético por separado, sugieren una actividad inhibitoria

sinérgica.
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1.9. Actividad antifungica.

Ensayos de actividad antifungica en medio sélido.

El desarrollo de los ensayos de actividad antifungica se realizé de la misma manera que la
actividad antimicrobiana para bacterias tal como se describe en el inciso 1.8.1, incluyendo
una modificacién al medio de cultivo por el agregado de glucosa al 2 % y 0,5 pyg/mL de azul
de metileno, para favorecer el contraste y la visualizacion de los resultados.

Se realiz6 el ensayo en agar Muller Hilton adicionado con glucosa para determinar
la capacidad inhibitoria en el crecimiento de diversas cepas de levaduras, Candida albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, Rhodotorula spp y Saccharomyces cerevisiae. Se preparo
un preinéculo en solucion fisioldgica a partir de colonias previamente crecidas a 37 °C
durante 18-24 h, ajustando la turbidez al 0,5 de la escala McFarland. Los in6culos se
sembraron con hisopo sobre placas de agar Miiller Hinton modificado y posteriormente se
inocularon 25 pL con gotas de 5 mm de diametro en los que se colocaron de soluciones de
los diferentes extractos a ensayar. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 hy a

continuacion se registraron los diametros de los halos de inhibicién del crecimiento (en mm).

Tabla 5: Composicion del medio de cultivo Muller Hinton (MH) glucosado.

Composicidén del medio de cultivo
Mueller Hinton Glucosado

Infusién de carne 300 g
Peptona acida de caseina 175¢g
Almidén 15¢
Agar 1509
Agua purificada 1000 ml
Glucosa 5¢9
pH FINAL: 7.3 £ 0.1

Medio Mduller Hinton de marca Britania: utilizado para realizar las pruebas
de sensibilidad antifungica de levaduras.
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2. Resultados y discusiones.

2.1. Estimacién del contenido proteico en los EPVs (extractos crudos y tratamientos
térmicos).

El contenido proteico de los diferentes EPVs fue evaluado mediante la técnica colorimétrica
de Bradford. Los resultados se expresan en la Tabla 6. Contenidos proteicos de los EPVs:

Tabla 6: Contenido proteico de los EPVs de esta tesis.

Concentracion Concentracion
370

BnEC 660 GdEC

BnTT 343 GdTT 350
QEC 923 ShEC 997
QTT7 843 ShTT 940
MdJEC 67 SteC 390
MdTT 13 SITT 68
MoEC 180 MAEC 360
MoTT 160 MATT 240

Se muestran los valores de concentracién proteica, expresados en (ug/mL), encontrados por el
método de Bradford para los diferentes extractos. BhnEC Brassica napus Extracto Crudo, BnTT
Brassica napus Tratamiento Térmico a 90 °C, QEC Chenopodium quinoa Extracto Crudo, QTT
Chenopodium quinoa Tratamiento Térmico a 90 °C, MdEC Morinda citrifolia Extracto Crudo, MdTT
Morinda citrifolia Extracto Tratamiento Térmico a 90 °C, MoEC Moringa oleifera Extracto Crudo,
MoTT Moringa oleifera Extracto Tratamiento Térmico a 90 °C, GdEC Geoffroea decorticans
Extracto Crudo, GdTT Geoffroea decorticans Tratamiento Térmico a 90 °C, ShEC Salvia hispanica
Extracto Crudo, ShTT Salvia hispanica Tratamiento Térmico a 90 °C, StEC Solanum tuberosum
Extracto Crudo, StTT Solanum tuberosum Tratamiento Térmico a 90 °C, MAEC Capsicum annuum
Extracto Crudo, MATT Capsicum annuum Tratamiento Térmico a 100 °C.

Como es de esperarse, se puede observar que la mayoria de los EPVs, al ser sometidos al
tratamiento térmico, disminuyen su concentracién proteica. Es asi que los EPVs de chia,
chafar, moringa y quinoa son las muestras que poseen mayor porcentaje de proteinas

termoestables, respectivamente.
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2.2. Perfil electroforético de los EPVs.
Los resultados de los perfiles electroforéticos se muestran a continuacién en las figuras 10 -
17. En todos los casos se observa cada corrida utilizando dos tinciones: Tincién de

Coomassie brilliant blue y tincion de plata.

2.2.1. Brassica napus.

En las electroforesis de las muestras de BnEC y de BnTT (Fig. 10), se observa también que
se conservan también la mayoria de las bandas, pero muchas de ellas pierden su intensidad,
por lo que se esperaria que prolongando el tratamiento térmico dichas bandas tenderian a ir
desapareciendo. Esto concuerda con los datos obtenidos por la cuantificacién proteica donde
la concentracion de proteinas para el BnEC fue de 660 ug/mL y para el BnTT fue de 343
pug/mL. Por lo tanto, no todas las proteinas presentes en dichas muestras permanecen

estables al tratamiento térmico.
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Figura 10: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de Brassica napus Calle 1 y Calle 2: Patron

de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincion de coomasie blue y

tincion de plata. Calle 3 y calle 5: BnEC, con tincion de coomasie blue y tincion de plata. Calle 4 y
Calle 6: BnTT, con tincién de coomasie blue y tincién de plata.
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2.2.2. Chenopodium quinoa.

El extracto de quinoa QEC no parece tener un gran contenido proteico (Fig. 11.), y las bandas
que se logran resolver en la electroforesis de ambos extractos, QEC y QTT, no parecen muy
diferentes, por lo que el tratamiento térmico de 90 °C durante 30 min, no parece ser muy

efectivo para generar purificaciones parciales.

QEC QTT QEC QTT

1 2 3 4 5 6
Figura 11: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Chenopodium quinoa Calle 1 y Calle 2:
Patron de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincién de coomasie

blue y tincién de plata. Calle 3 y calle 5: QEC, con tincién de coomasie blue y tincion de plata. Calle
4y Calle 6: QTT, con tincion de coomasie blue y tincion de plata.
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2.2.3. Morinda citrifolia.

Los extractos de morinda no muestran tener una carga proteica muy importante (Fig. 12).
Ambas tinciones no alcanzaron a visualizar el perfil proteico por lo que no se puede sacar
conclusiones sobre si el tratamiento térmico produce una perdida significativa entre ambos
extractos, MAEC y MdTT. Los datos obtenidos por la cuantificacion proteica habian arrojado
una concentracion de proteinas de 67 pg/mL para el MAEC y de 13 pg/mL para el MdTT.

Para los préximos ensayos deberia concentrarse la muestra a valores mejor cuantificables.
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Figura 12: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Morinda citrifolia Calle 1 y Calle
2: Patrén de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincién de coomasie
blue y tincion de plata. Calle 3 y calle 5: MAEC, con tincion de coomasie blue y tincion de plata.
Calle 4 y Calle 6: MdTT, con tincién de coomasie blue y tincién de plata.
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2.2.4. Moringa oleifera.

En la electroforesis del extracto MoEC se pueden visualizar una serie de bandas que van
desde pesos moleculares bajos (~ 10 KDa) hasta valores de aproximadamente 100 KDa. Es
interesante comparar el espectro de bandas de ambos extractos y observar que no hay
demasiada pérdida por calentamiento a altas temperaturas (Fig. 13). Por lo que el tratamiento
térmico en este tipo de muestras no generaria importantes cambios en cuanto a su
composicion proteica, lo que indicaria que los extractos de semilla de Moringa oleifera

estarian conformados por proteinas muy estables.
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Figura 13: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de Moringa oleifera. Calle 1 y Calle 2: Patrén
de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincion de coomasie blue y
tincion de plata. Calle 3 y calle 5: MoEC, con tincion de coomasie blue y tinciéon de plata. Calle 4 y

Calle 6: MoTT, con tincién de coomasie blue y tincién de plata.
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2.2.5. Geoffroea decorticans.

El extracto crudo de Chanar, GAEC, y su tratamiento térmico GdTT, presentan un patrén de
bandas con algunas similitudes, salvo algunas bandas de alrededor 30 KDa (Fig. 14), que se
hacen mas tenues con el tratamiento térmico, sin embargo, en la cuantificacion proteica no
aparecen diferencias de concentracién. Se puede observar, ademas, en el tratamiento
térmico la aparicion de bandas pequefias. Al parecer, durante el tratamiento térmico se
concentran proteinas pequefias muy termoestables, compensando el contenido proteico
obtenido (GdEC, 370 pg/mL y GdTT, 350 ug/mL).

GdEC GdTT GdE GdTT
1 2 3 4 5 6
Figura 14: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Geoffroea decorticans Calle 1y
Calle 2: Patrén de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincién de

coomasie blue y tincién de plata. Calle 3 y calle 5: MAEC, con tincién de coomasie blue y tincién de
plata. Calle 4 y Calle 6: MATT, con tincidon de coomasie blue y tincion de plata.
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2.2.6. Salvia hispanica.

Las muestras de chia muestran una gran variedad de bandas, ambos extractos conservan
la mayor parte de las proteinas, por lo que las semillas de chia poseen una gran proporcién
de proteinas termoestables (Fig. 15). Esto concuerda con los datos obtenidos por la
cuantificacion proteica donde la concentracion de proteinas para el StEC fue de 997 pg/mL
y para el StTT fue de 940 ug/mL.
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Figura 15: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Salvia hispanica Calle 1y Calle 2: Patrén
de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincidon de coomasie blue y
tincion de plata. Calle 3 y calle 5: ShEC, con tincidon de coomasie blue y tincion de plata. Calle 4 y

Calle 6: ShTT, con tincion de coomasie blue y tincion de plata.
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2.2.7. Solanum tuberosum.

En el caso de los extractos de papa, podemos observar en el perfil de la corrida
electroforética del StEC tres bandas proteicas muy marcadas que luego en la corrida
electroforética del extracto StTT desaparecen de manera significativa o quedan muy
tenuemente marcadas (Fig. 16). Esto concuerda con los datos obtenidos por la cuantificacion
proteica donde la concentracion de proteinas para el StEC fue de 390 ug/mL y para el StTT
fue de 68 ug/mL. Se aprecia asi y de manera general en todo el perfil de corrida, que el

extracto de papa posee mayor cantidad de proteinas termolabiles.
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Figura 16: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Solanum tuberosum Calle 1 y Calle 2:
Patron de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincién de coomasie
blue y tincién de plata. Calle 3 y calle 5: StEC, con tincion de coomasie blue y tincién de plata. Calle
4 y Calle 6: StTT, con tincién de coomasie blue y tincién de plata.

PAGINA 76



Capitulo 2

2.2.8. Capsicum annuum.

En el caso del morrén amarillo (Fig. 17), podemos ver que nuevamente, que el perfil de
bandas electroforéticas se conserva entre ambos extractos, aunque se observa que algunas
bandas principales (alrededor de 40-50 KDa) se han perdido por el tratamiento térmico y
otras han disminuido su intensidad. Esto concuerda con los datos obtenidos por la
cuantificacion proteica donde la concentracion de proteinas para el MAEC fue de 360 ug/mL
y para el MATT fue de 240 ug/mL. Por lo que en el caso de MAEC y MATT, aunque la mayoria
de las proteinas de sus semillas son termoestables, podemos constatar que algunas son

termolabiles.
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Figura 17: Electroforesis SDS-PAGE de los extractos de. Capsicum annuum Calle 1y Calle 2:
Patron de peso molecular (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard), con tincién de coomasie
blue y tincion de plata. Calle 3 y calle 5: MAEC, con tincidén de coomasie blue y tincién de plata.
Calle 4 y Calle 6: MATT, con tincion de coomasie blue y tincion de plata.

Al analizar estos resultados en conjunto (concentracion proteica y perfil electroforético), es
llamativo que la mayoria de los EPVs estudiados, estan conformados por proteinas muy
termoestables. Es asi que, el tratamiento térmico no genera una gran pérdida de proteinas,
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situacion generalmente no habitual en muestras vegetales, ya que en un tratamiento térmico
se suele eliminar gran parte de las proteinas, y solo quedan las mas estables; como en el
caso de la papa donde el extracto StEC contiene 390 ug/mL y en el caso del extracto con
tratamiento térmico StTT conserva solo 68 pg/mL. Esta situacion nos permite hipotetizar que,
debido a su funcion, y los posibles ciclos ambientales a los que pueden ser sometidas las
semillas, las proteinas que las constituyen, hayan evolucionado para ser mucho mas
termoestables que la de otros tejidos vegetales, como en el caso de la papa, cuyos extractos

se realizan a partir del tubérculo.

2.3. Deteccion de actividad inhibitoria de proteasas.

e Actividad inhibitoria de Tripsina.

Se realizaran ensayos de busqueda de actividad inhibitoria de la proteasa tripsina en los
diferentes EPVs. En estos ensayos de inhibicién de tripsina, se usoé tripsina como proteasa
y BApNA (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida) como sustrato, el cual libera p-nitrofenol

(color amarillo, 405nm) cuando es hidrolizado.

e Actividad inhibitoria de Papaina.

Se realizaran ensayos de busqueda de actividad inhibitoria de la proteasa Papaina en los
diferentes EPVs. En estos ensayos se uso6 papaina como proteasa y PFLNA (L-piroglutamil-
L-fenilalanina-L-leucina-p-nitroanilida) como sustrato. El producto de la hidrolisis de PFLNA
es p-nitroanilida, de color amarillo, es seguido cinéticamente por un aumento en la lectura de
la absorbancia (410 nm) en funcién del tiempo. El buffer utilizado fue fosfatos 0,1 M, KCI 0,3
M, EDTA 0,1 mM, Cys 3 mM, pH 6,5.

Una pendiente positiva en estos ensayos indica que la enzima funciona correctamente y nos

sirve como control positivo de la reaccion.
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2.3.1. Actividad inhibitoria de los extractos de canola.
En las Figs. 18, se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para

los extractos de BhEC y BnTT.
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Figura 18 A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
BnEC corresponden a las mezclas donde se incorporé el
extracto crudo de Canola. Las curvas de BnTT corresponden
a las mezclas donde se incorpord el extracto Canola con
tratamiento térmico a 90 °C.

Figura 18 B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la producciéon de p-
nitroanilida medible a 410 nm a partir de PFLNA Cada
determinacién se realiz6 por triplicado. Las curvas de BnEC
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
crudo de Canola. Las curvas de BnTT corresponden a las
mezclas donde se incorporé el extracto de Canola con
tratamiento térmico a 90 °C.

En la Fig. 18 A, los extractos BnEC y BnTT de canola presentaron una absorbancia
por encima del rango de deteccidn, por lo tanto, no pueden apreciarse las diferencias de
pendientes entre el control y las muestras. Esto puede deberse a la pigmentacion o
coloracion de cada extracto, la cual persiste incluso durante el tratamiento térmico. El ensayo
puede repetirse empleando diluciones del BhEC y BnTT.

Se observa, en la Fig. 18B, que, al enfrentar la enzima frente a los extractos de
canola, pierde actividad proteolitica. De esta manera, en presencia de los extractos de BnEC,
la lectura de absorbancia queda estancada en el valor inicial (0,4-0,5 Abs.) a través del
tiempo. Se observa que, tanto en el BnhEC como en el BnTT, no hay hidrdlisis, por lo que se
no produce el cambio de color y esto marca que el extracto de canola Sl tiene actividad
inhibitoria de la enzima papaina. El valor de absorbancia elevado puede deberse a la
pigmentacion fuerte que presentan estos extractos.
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2.3.2. Actividad inhibitoria de los extractos de quinoa.

En la Figura 19, se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente,

para los extractos de QEC y QTT.
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Figura 19 A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
QEC corresponden a las mezclas donde se incorpor6 el
extracto crudo de Quinoa. Las curvas de QTT90
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
con tratamiento térmico a 90°C.

Figura 19 B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la producciéon de p-
nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de QEC
corresponden a las mezclas donde se incorpord el extracto
crudo de Quinoa. Las curvas de QTT corresponden a las
mezclas donde se incorporé el extracto de Quinoa con
tratamiento térmico a 90°C.

En la Figura 19 A., se observa que, los extractos QEC y QTT de quinoa presentaron
una absorbancia por encima del rango de deteccion, por lo tanto, no pueden apreciarse las
diferencias de pendientes entre el control y las muestras. En principio ambas muestras
presentarian actividad inhibitoria de tripsina, pero para confirmarlo el ensayo debe repetirse
empleando diluciones del QEC y QTT.

En la Figura 19 B., se observa que, al enfrentar la enzima frente a los extractos de
quinoa, la proteasa papaina pierde levemente su actividad y la lectura de absorbancia sube
con una menor pendiente que el control positivo. Se observa que, tanto en el QEC como en
el QTT, la hidrdlisis es suave, por lo que se produce un paulatino cambio de color y esto
marca que el extracto de canola Sl tiene actividad inhibitoria de la enzima papaina. El valor
de absorbancia elevado puede deberse a la pigmentacion fuerte que presentan estos

extractos.
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2.3.3. Actividad inhibitoria de los extractos de morinda.

En la figura 20 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para

los extractos de MdAEC y el MdTT.
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Figura 20 A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
MdEC corresponden a las mezclas donde se incorporé el
extracto crudo de Morinda. Las curvas de MdTT
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
Morinda con tratamiento térmico a 90°C.

Figura 20 B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la produccion de p-
nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de MdEC
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
crudo de Morinda. Las curvas de MdTT corresponden a las
mezclas donde se incorpord el extracto de Morinda con
tratamiento térmico a 90°C.

En la figura 20 A., se observa que bajo las condiciones ensayadas no se observa

actividad inhibitoria de tripsina para el MdEC y el MdTT, ya que, en este caso, al estar

presente el extracto hay hidrolisis, por lo que se produce el cambio de color y esto marca que

el extracto de morinda no tiene actividad inhibitoria de la enzima.

En la Figura 20 B., se observa que al enfrentar la enzima papaina frente a los

extractos de morinda, tanto en el MAEC como en el MdTT extracto, hay hidrdlisis, por lo que

se produce el cambio de color y esto indica

que con las concentraciones obtenidas en el

extracto de morinda NO se observa actividad inhibitoria de la enzima.

PAGINA 81



Capitulo 2

2.3.4. Actividad inhibitoria de los extractos de moringa.

En la figura 21 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para

los extractos de MoEC y el MoTT.
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Figura 21 A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
MoEC corresponden a las mezclas donde se incorporé el
extracto crudo de Moringa. Las curvas de MoTT
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
Moringa con tratamiento térmico a 90°C.

Figura 21 B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la producciéon de p-
nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
determinacion se realizo por triplicado. Las curvas de MoEC
corresponden a las mezclas donde se incorporo el extracto
crudo de Moringa. Las curvas de MoTT corresponden a las
mezclas donde se incorpord el extracto de Moringa con
tratamiento térmico a 90°C.

En la Figura 21 A, tanto en el caso de MoEC como asi de MoTT se evidencia un

incremento en la actividad de tripsina, por lo que no se evidencia la presencia de un inhibidor

de tripsina.

En la Figura 21 B. se observa que, al enfrentar la enzima frente a los extractos de

semillas de moringa, la proteasa papaina pierde actividad y la lectura de absorbancia queda

estancada en el valor inicial (0,06 Abs) a través del tiempo. Se observa que, tanto en el MoEC

como en el MoTT, no hay hidrdlisis, por lo que se no produce el cambio de color y esto marca

que el extracto de moringa Sl tiene actividad inhibitoria de la enzima papaina.
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2.3.5. Actividad inhibitoria de los extractos de chanar.
En la Figura 22 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para
los extractos GAEC y el GdTT.

Actividad inhibitoriade GdEC y GdTT Actividad Inhibitoriade GdEC y GdTT
sobreTripsina sobre Papaina
0,35 ——Buffer Tris 03 —-Tris
Buffer Tris —Tris
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Figura 22 A: Se realizaron las determinaciones de la Figura 22 B. Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del actividad de la papaina a través de la produccién de p-
sustrato sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4- nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
Nitroanilida) Cada determinacion se realizd por triplicado. determinacion se realizé por triplicado. Las curvas deGd
Las curvas de GdEC corresponden a las mezclas donde se corresponden a las mezclas donde se incorporo el extracto
incorporo el extracto crudo de Chafar. Las curvas de GATT crudo de Mo-*ringa. Las curvas de GdTT corresponden a
corresponden a las mezclas donde se incorporo el extracto las mezclas donde se incorpord el extracto de Moringa con
Chanar con tratamiento térmico a 90°C. tratamiento térmico a 90°C.

En la Figura 22 A., la curva muestra que en las reacciones donde se ha usado como
control el buffer Tris-HCI, las curvas presentan una recta significativa, donde claramente va
aumentando la pendiente, ya que hay enzima y su sustrato hidrolizandose. Al incubarlo con
los extractos de chaiar, se puede verificar que no hay hidrdlisis, por lo que no se produce el
cambio de color, indicando que el extracto de chafiar tiene actividad inhibitoria de la enzima.

Las diferencias observadas en las absorbancias iniciales, respecto a las reacciones
que contienen los extractos, se debe probablemente a la presencia de polifenoles (absorben
a 330nm) o compuestos de color en dichas muestras, que a través de sus colas espectrales
pueden absorber a 405 nm. También se observa que en el tratamiento térmico se pierde un
porcentaje del color inicial de los mismos, bajando la absorbancia, dando a entender que
estos compuestos de color se hidrolizarian o degradarian frente a un tratamiento a altas
temperaturas.

En la Figura 22 B. se observa que, al enfrentar la enzima frente a los extractos de
chanar, en similares condiciones al control positivo, pero con extracto, la proteasa papaina

deberia perder actividad y la lectura de absorbancia no deberia presentar pendiente positiva.
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Sin embargo, observamos que, tanto en el GAEC como en el GdTT extracto, hay hidrdlisis,

por lo que se produce el cambio de color y esto marca que el extracto de chafar NO tiene

actividad inhibitoria de la enzima.

2.3.6 Actividad inhibitoria de los extractos de chia.

En la Figuras 23 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina

respectivamente, para los extractos de ShEC y ShTT.
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Figura 23 A: se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
ShEC corresponden a las mezclas donde se incorporé el
extracto crudo de Chia. Las curvas de ShTT corresponden a
las mezclas donde se incorpor6 el extracto Chia con
tratamiento térmico a 90°C.

Figura 23 B: se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la produccion de p-
nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
determinacion se realiz6 por triplicado. Las curvas de ShEC
corresponden a las mezclas donde se incorporo el extracto
crudo de Moringa. Las curvas de ShTT corresponden a las
mezclas donde se incorpord el extracto de Moringa con
tratamiento térmico a 90°C.

De acuerdo a los resultados observados en la Figura 23 A., se observa actividad

inhibitoria de tripsina en el ShEC y en el ShTT de chia ya que no hay aumento de la

absorbancia cuando se sigue la cinética de inhibicion. En cambio, en ausencia de ShEC o

de ShTT, la curva tiene una pendiente positiva esperable de la hidrolisis del sustrato por parte

de la proteasa.

En la Figura 23B., se observa que al enfrentar la enzima Papaina frente a los

extractos de chia, tanto en el ShEC como en el ShTT extracto, hay hidrdlisis, por lo que se

produce el cambio de color y esto marca que el extracto de chia NO tiene actividad inhibitoria

de la enzima.
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2.3.7. Actividad inhibitoria de los extractos de papa.

En la figura 24 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para

los extractos de StEC y el StTT.

Actividad inhibitoria de StEC y StTT Actividad Inhibitoria de StEC y StTT
sobre Tripsina sobre Papaina
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Figura 24 A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida)
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
StEC corresponden a las mezclas donde se incorpor6 el
extracto crudo de Papa. Las curvas de StTT corresponden a
las mezclas donde se incorporé el extracto de Papa con
tratamiento térmico a 90°C.

Figura 24 B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad inhibitoria de la papaina a través de la produccion
de p-nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA Cada
determinacién se realizé por triplicado. Las curvas de StEC
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
crudo de Papa. Las curvas de StTT corresponden a las
mezclas donde se incorpord el extracto de Papa con
tratamiento térmico a 90°C.

En lafigura 24A. se observa que el StEC y el StTT de los extractos de papa, poseen actividad

inhibitoria de tripsina, tal como se espera que en estas muestras de acuerdo a estudios

anteriores (Revina et al., 2010).

En la Figura 24 B. se observa que al enfrentar la enzima papaina frente a los

extractos de papa, tanto en el StEC como en el StTT extracto, hay hidrdlisis, por lo que se

produce el cambio de color y esto indica que con las concentraciones obtenidas en el extracto

de papa NO se observa actividad inhibitoria de la enzima.
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2.3.8. Actividad inhibitoria de los extractos de morrén amarillo.

En la Figura 25 se grafica la actividad inhibitoria de Tripsina y Papaina respectivamente, para

los extractos de MAEC y el MATT.

Actividad inhibitoria de los extractos
MAEC y MATT sobre Tripsina
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Figura 25A: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la tripsina a través de la degradacion del sustrato
sintético BApNA. (N-a-Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida).
Cada determinacion se realizé por triplicado. Las curvas de
MAEC corresponden a las mezclas donde se incorporé el
extracto crudo de Morréon amarillo. Las curvas de MATT
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
Morréon amarillo con tratamiento térmico a 90°C

Figura 25B: Se realizaron las determinaciones de la
actividad de la papaina a través de la produccion de p-
nitroanilida medible a 410nm a partir de PFLNA. Cada
determinacion se realizo por triplicado. Las curvas de MAEC
corresponden a las mezclas donde se incorporé el extracto
crudo de Morrén amarillo. Las curvas de MATT corresponden
a las mezclas donde se incorporo el extracto Morron amarillo
con tratamiento térmico a 90°.

En la Figura 25A., se observa que ambos extractos de morrén amarillo, MAEC y
MATT, poseen actividad inhibitoria de tripsina. Lo que queda evidenciado porque al graficar
la absorbancia a 410nm vemos que no hay degradacion del sustrato a lo largo del tiempo, y
que por lo tanto hay una inhibicion de la Tripsina.

En la Figura 25B., se observa que al enfrentar la enzima papaina frente a los
extractos de morrén amarillo, tanto en el MAEC como en el MATT extracto, hay hidrélisis,
por lo que se produce el cambio de color y esto indica que con las concentraciones obtenidas
en el extracto de morron NO se observa actividad inhibitoria de la Papaina.

De acuerdo a los calculos de los porcentajes de actividad inhibitoria de Tripsina
obtenidos, las muestras que tienen actividad inhibitoria de Tripsina son: GAEC (100%), GATT
(100%), ShEC (100%), ShTT (100%), MoEC (100%), MoTT (60%), MAEC (100%), MATT
(100%), StEC (90%), StTT (90%). Con estos valores se vislumbra que las muestras de
Geoffroea decorticans, Salvia hispanica, Moringa oleifera, Capsicum annuum y Solanum

tuberosum serian las cinco fuentes mas interesantes para estudiar y extraer inhibidores.
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De acuerdo a los célculos de los porcentajes de actividad inhibitoria de papaina obtenidos,
las muestras que tienen actividad inhibitoria de papaina son: MoEC (100%), MoTT (80%),
BnEC (100%), BnTT (60%), QEC (70%), QTT (80%), GAEC (30%) y GdTT (35%). Con estos
valores se vislumbra que las muestras de Moringa oleifera y Brassica napus y Chenopodium

quinoa serian las tres fuentes mas interesantes para estudiar y extraer inhibidores.

2.4_Evaluacion preliminar de actividad antioxidante de los EPVs

Actividad antioxidante por ABTS

Para realizar este primer ensayo preliminar se usaron todos los EPVs en las siguientes
concentraciones, expresadas (ug/mL): GAEC, 535; GdTT, 245; ShEC, 557; ShTT, 360; MoEC,
218; MoTT, 209; MAEC, 315; MATT, 170; StEC, 14; StTT, 13; MdEC, 35; MdTT, 32; BnEC,
673; BnTT; 282; QEC, 519; QTT, 454. Se realiz6 luego la técnica de acuerdo al protocolo
descripto en la Sec. 1.2. del Cap. 2. De este modo fue posible observar que las muestras de
MdEC, MdTT, MAEC y MATT presentaron entre un 40-60 % de actividad antioxidante,
mientras que las muestras de QEC, QTT, MoEC, MoTT, ShEC, ShTT, StEC y StTT
presentaron entre 70-80 % de actividad antioxidante. Por ultimo, las muestras de BnEC, BnTT,

GdEC y GdTT fueron las que presentaron mayor poder antioxidante alcanzando un 95 % de
inhibicién en las condiciones de ensayo (Fig. 26).
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Figura 26: Actividad antioxidante porcentual (mediante la técnica de ABTS) de los diferentes EPVs. BnEC: Brassica napus
Extracto Crudo, BnTT: Brassica napus Tratamiento Térmico; QEC.: Chenopodium quinoa Extracto Crudo, QTT:
Chenopodium quinoa Tratamiento Térmico; MAEC: Morinda citrifolia Extracto Crudo, MdTT: Morinda citrifolia Tratamiento
Térmico; MoEC: Moringa oleifera Extracto Crudo MoTT: Moringa oleifera Tratamiento Térmico; GdEC: Geoffroea
decorticans Extracto Crudo, GdTT: Geoffroea decorticans Tratamiento Térmico; ShEC: Salvia hispanica Extracto Crudo,
ShTT: Salvia hispanica Tratamiento Térmico; StEC: Solanum tuberosum Extracto Crudo, StTT: Solanum tuberosum
Tratamiento Térmico; MAEC: Capsicum annuum Extracto Crudo, MATT: Capsicum annuum Tratamiento Térmico.
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A continuacion, y a modo de realizar un estudio preliminar comparativo, se realiz6 el
ensayo de actividad antioxidante con ABTS, pero utilizando una concentracion inicial de cada
muestra de 200 pg/mL de manera de normalizar el estudio. Los nuevos resultados se observan
en la Fig. 27. Alli se ve que BnEC y BnTT mantienen un alto grado de actividad antioxidante.
También se visualiza que GdTT posee un 75 % de actividad y que GAEC posee un 50 %. En
lineas generales se observa que al normalizar el ensayo son varias las muestras que poseen
entre un 25 y un 50 % de actividad antioxidante (ShEC, ShTT, StTT, MAEC, MATT, MoEC,
MoTT, QEC y QTT). Es de destacar que los tratamientos térmicos han resultado tener en
lineas generales, mayor actividad antioxidante, posiblemente eliminando en gran parte de las
muestras componentes que interferian con ello. En general, muchos componentes del
metabolismo secundario de las plantas suelen ser inestables o fragiles al tratamiento térmico,
entre ellos taninos, terpenos, alcaloides, polifenoles, carotenoides, etc. Entre estos
componentes los polifenoles, carotenoides, etc., aportan una importante actividad antioxidante
a los extractos vegetales. Por lo que, posiblemente gran parte de la actividad antioxidante sea
debido a péptidos termoestables naturales o compuestos naturales no peptidicos

termoestables.

100
g 20
(7)) 80
= i
ﬁ_g 70 | |
28 60
® ©
SEgE 50 | -
5 o
-z 40 | | . .
. 1
<. 30 T TT !
© ;
< p[(QEEEEE HE EE TE TENEECIUENMEE Hi N E E. . NN |
10 .
0

BnEC
BnTT
QEC
QTT
MdEC
MdTT
MoEC
MoTT
GdEC
GdTT
ShEC
ShTT
StEC
StTT
MAEC
MATT

Control

Figura 27: Actividad antioxidante porcentual normalizada (método de ABTS) para los distintos extractos. BnEC: Brassica
napus Extracto Crudo, BnTT: Brassica napus Tratamiento Térmico; QEC: Chenopodium quinoa Extracto Crudo, QTT:
Chenopodium quinoa Tratamiento Térmico; MAEC: Morinda citrifolia Extracto Crudo, MdTT: Morinda citrifolia Tratamiento
Térmico; MoEC: Moringa oleifera Extracto Crudo MoTT: Moringa oleifera Tratamiento Térmico; GAEC: Geoffroea
decorticans Extracto Crudo, GdTT: Geoffroea decorticans Tratamiento Térmico; ShEC: Salvia hispanica Extracto Crudo,
ShTT: Salvia hispanica Tratamiento Térmico; StEC: Solanum tuberosum Extracto Crudo, StTT: Solanum tuberosum
Tratamiento Térmico; MAEC: Capsicum annuum Extracto Crudo, MATT: Capsicum annuum Tratamiento Térmico.

De los resultados obtenidos las muestras de canola y chanar resultan interesantes para
estudiar sus posibles péptidos con actividad antioxidante.
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2.5. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa de los EPVs.
Se realizé un ensayo de busqueda de actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa con
posibles efectos hipoglucemiante de los diferentes EPVs. Los resultados obtenidos, medidos
como la actividad inhibitoria de a-glucosidasa de cada EPV, mostraron que las unicas
muestras con potencial actividad hipoglucemiantes, a las concentraciones ensayadas (200
pg/mL), fueron GAEC y GdTT. Los valores de inhibicion para cada extracto fueron de 51,5 +/-
2,1 de actividad inhibitoria para GdEC y de 72,6 % +/- 1,8 para GdTT. Las demas muestran
no mostraron actividad inhibitoria de a-glucosidasa (Fig. 28).

Resulta interesante haber demostrado la actividad inhibitoria de la enzima a-
glucosidasa de los extractos de chainar, dato que genera expectativa en cuanto a la naturaleza
quimica de la molécula responsable de dicha actividad y respecto a su utilizacion en el futuro,

como fuente natural, para el tratamiento de ciertas afecciones relacionados con desordenes

metabdlicos.
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Figura 28: Actividad inhibitoria porcentual de la enzima a-glucosidasa, en los diferentes EPVs, sobre la enzima a
glucosidasa. BnEC: Brassica napus Extracto Crudo, BnTT: Brassica napus Tratamiento Térmico; QEC: Chenopodium
quinoa Extracto Crudo, QTT: Chenopodium quinoa Tratamiento Térmico; MAEC: Morinda citrifolia Extracto Crudo, MdTT:
Morinda citrifolia Tratamiento Térmico; MoEC: Moringa oleifera Extracto Crudo MoTT: Moringa oleifera Tratamiento
Térmico; GAEC: Geoffroea decorticans Extracto Crudo, GAdTT: Geoffroea decorticans Tratamiento Térmico; ShEC: Salvia
hispanica Extracto Crudo, ShTT: Salvia hispanica Tratamiento Térmico; StEC: Solanum tuberosum Extracto Crudo, StTT:
Solanum tuberosum Tratamiento Térmico; MAEC: Capsicum annuum Extracto Crudo, MATT: Capsicum annuum
Tratamiento Térmico.

Se observa que los unicos extractos que muestran actividad inhibitoria de la enzima a-

glucosidasa significativa son las muestras provenientes de semillas de chafiar: GdAEC y GdTT.
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2.6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS EPVs

2.6.1. Ensayos de inhibicion de los extractos sobre el crecimiento bacteriano en medios
sélidos.

Se procedié segun la técnica descripta en la Sec. 1.8.1. de este capitulo.

Las concentraciones de EPVs utilizadas fueron las siguientes: GdEC: 742 ug/mL;
GdTT: 701 pg/mL; ShEC: 1995 ug/mL, ShTT: 1879 pg/mL; MoEC: 194 ug/mL; MoTT: 329
pug/mL; MAEC: 719 ug/mL; MATT: 481 pg/mL; StEC: 781 ug/mL; StTT: 137 ug/mL; MdEC: 134
pug/mL; MdTT: 25 ug/mL; BnEC: 1362 pg/mL; BnTT: 686 ug/mL; QEC: 1846 uyg/mLy QTT: 686
pg/mL.

Para lograr estas concentraciones cada EPV fue liofilizado y resuspendido en un 1/2
del volumen inicial. Luego, para su correcto uso en bacteriologia, cada muestra fue filtrada
con filtros de esterilizacion autoclavables y reutilizables.

Los ensayos de actividad antimicrobiana forman parte de los primeros experimentos
realizados en el CIProVe sobre cepas patdgenas, para el testeo y cribaje de biomoléculas y
extractos vegetales con posibles actividades inhibitorias del crecimiento bacteriano. Para ello,
se seleccionaron las siguientes especies bacterianas: E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae
ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC27853, S. aureus ATCC29213 y E. faecalis ATCC 29212.

En la Figura 29. se observan los cultivos de las diferentes cepas de E. coli frente a los
extractos MoEC, MdEC, MAEC y QEC.

Figura 29: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes de |) E. coli.
E. coli ATCC 25922, J) E. coli ATCC 25923 y K) E coli ATCC 35218 y se enfrentaron a los
Extractos Crudos de Moringa MoEC, Morrén amarillo MAEC Morinda MdEC y Quinoa QEC.

Se puede observar con total claridad que hay dos EPVs (MdEC y MAEC) que no
muestran ningun tipo de actividad antibacteriana en las concentraciones probadas. Se observa
también una clara aparicién de halos de inhibicion de los extractos crudos de Moringa oleifera

(MoEC), con distinto grado de sensibilidad en dos de las tres diferentes cepas de E. coli
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utilizadas, la cepa J (E. coli ATCC 25923) y la cepa K (E. coli ATCC 35218), en donde el MoEC
produce un precipitado blanquecino que en la foto puede confundirse con crecimiento
bacteriano. Sobre la cepa | (E. coli ATCC 25922) no aparece una imagen clara de inhibicion.
Por ultimo, el extracto QEC, muestra una sutil inhibicién sobre la cepa de E. coli ATCC 25922.

En la Figura 30, se observan los cultivos de P. aeruginosa y de K. pneumoniae frente
a los extractos MoEC, MdEC, MAEC y QEC.

Figura 30: En estas dos placas se sembraron L) P. aeruginosa ATCC 27853 y N) K. pneumoniae
ATCC 700603 y se enfrentaron a los Extractos Crudos de Moringa MoEC, Morrén amarillo MAEC
Morinda MdEC y Quinoa QEC.

No se observa en estas placas la aparicion de halos de inhibicion para las
concentraciones ensayadas, tanto en las cepas de K. pneumoniae como en la cepa de P.
Aeruginosa, ambas, especies del grupo de los bacilos Gram negativos.

En la Figura 31. se observan los cultivos de E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis EVR
y S. aureus ATCC 29213, frente a los extractos MoEC, MdEC, MAEC y QEC.

Figura 31: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes
M) S. aureus ATCC 29213, P) E. faecalis EVR y O) E. faecalis ATCC 29212 y se enfrentaron a los
Extractos Crudos de Moringa MoEC, Morrén amarillo MAEC, Morinda MdEC y Quinoa QEC.

Se observa la aparicién de halos de inhibicién en los extractos crudos de Moringa
oleifera, en las concentraciones probadas, sobre los tres representantes de cocos Gram
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positivos testeados en este estudio. Los demas extractos probados en esta placa (MdEC,
MAEC y QEC) no demuestran tener ningun grado de inhibicion en las concentraciones
probadas.

En la Figura 32, se observan los cultivos de las diferentes cepas de E. coli frente a los

tratamientos térmicos MoTT, MdTT, MATT y QTT.

Figura 32: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes de E. coli.
[) E. coli ATCC 25922, J) E. coli ATCC 25923 y K) E coli ATCC 35218 y se enfrentaron a los
Tratamientos térmicos de Moringa MoTT, Morrén amarillo MATT Morinda MdTT y Quinoa QTT.

Se observa con mucha claridad la aparicién de halos de inhibicién de los tratamientos
térmicos de moringa (MoTT), con distinto grado de sensibilidad en las diferentes cepas de E.
coli, esto no sucedia con igual claridad en la prueba realizada para los extractos crudos. Por
otro lado, el extracto de MdTT sugieren una posible inhibicién a las concentraciones probadas
sobre las cepas E. coli ATCC 25922 y E coli ATCC 35218. El extracto QTT mostré una sutil
inhibicién sobre la cepa E. coli ATCC 35218. Por ultimo, el extracto MATT no parece tener
ningun grado de inhibicion en las concentraciones probadas.

En la Figura 33, se observan los cultivos de P. aeruginosa y de K. pneumoniae frente
a los extractos MoTT, MdTT, MATT y QTT.

Figura 33: en estas dos placas se sembraron L) P. aeruginosa ATCC 27853 y N) K. pneumoniae
ATCC 700603 y se enfrentaron a los Tratamientos térmicos de Moringa MoTT, Morrén amarillo MATT
Morinda MdTT y Quinoa QTT.
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Se observa una muy sutil aparicion de halos de inhibicidn de los extractos tratamientos
térmicos MATT y QTT sobre las cepas de K. pneumoniae y P. aeruginosa. Pero lo extractos

MoTT como MdTT, no mostraron ningun grado de inhibicion a las concentraciones ensayadas.

En la figura 34. se observan los cultivos de E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis EVR
y S. aureus ATCC 29213, frente a los extractos MoTT, MdTT, MATT y QTT.

Figura 34: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes
M) S. aureus ATCC 29213, P) E. faecalis EVR y O) E faecalis ATCC 29212 y se enfrentaron a los
Tratamientos térmicos de Moringa MoTT, Morrén amarillo MATT Morinda MdTT y Quinoa QTT.

Se demuestra claramente la aparicion de halos de inhibicion de los extractos con
tratamientos térmicos de M. oleifera (MoTT) en las concentraciones probadas, sobre todas las
cepas de cocos Gram positivos elegidas para esta investigacion. Por otro lado, el extracto de
quinoa tratado térmicamente (QTT) evidencia una posible inhibicion de E. faecalis en su cepa
EVR. Los demas extractos no demuestran tener ningun grado de inhibicion en las
concentraciones probadas.

En la Fig. 35. se observan los cultivos de las diferentes cepas de Escherichia coli
frente a los extractos ShEC, StEC, GAEC y BnEC.

Figura 35: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes de E. coli.
I) E. coli ATCC 25922, J) E. coli ATCC 25923 y K) E coli ATCC 35218, y se enfrentaron a los
Extractos crudos de Papa StEC, Chia ShEC Chafiar GAEC y Canola BnEC.
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Se observa que no hay aparicidén de halos de inhibicion de los cuatro extractos a las

concentraciones probadas, sobre ninguna de las tres cepas de E. coli ensayadas.

En la Figura 36. se observan los cultivos de P. aeruginosa ATCC 27853 y de K.
pneumoniae ATCC 700603 frente a los extractos ShEC, StEC, GdEC y BnEC.

Figura 36: en estas dos placas se sembraron L) P. aeruginosa ATCC 27853 y
N) K. pneumoniae ATCC 700603 y se enfrentaron a los Extractos crudos de Papa StEC,
Chia ShEC Chanar GdEC y Canola BnEC.

No se observa la aparicion de halos de inhibicidn en ninguno de los extractos
ensayados, tanto en las cepas de K. pneumoniae como en la cepa de P. aeruginosa, para las

concentraciones utilizadas.

En la Figura 37. se observan los cultivos de E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC
EVRy S. aureus ATCC 29213, frente a los extractos ShEC, StEC, GdEC y BnEC.

e

Figura 37: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes
M) S. aureus ATCC 29213, P) E. faecalis EVR y O) E. faecalis ATCC 29212 y se
enfrentaron a los Extractos crudos de Papa StEC, Chia ShEC Chanar GdEC y Canola BnEC.

Se observa una pequefa inhibicién del extracto StEC sobre la cepa de E. faecalis

EVR. Para todos los demas extractos testeados, no se observa aparicién de halos de inhibicién
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en ninguno de los otros tres EC en las concentraciones probadas, sobre los tres

representantes de cocos Gram positivos elegidos.

En la Figura 38. se observan los cultivos de las diferentes cepas de Escherichia coli
frente a los extractos ShTT, StTT, GATT y BnTT.

Figura 38: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes de E. coli.
1) E. coli ATCC 25922, J) E. coli ATCC 25923 y K) E coli ATCC 35218 y se enfrentaron a los
Tratamientos Térmicos de Papa StTT, Chia ShTT Chafar GAdTT y Canola BnTT.

Se puede visualizar con claridad una leve aparicidon de halos de inhibicién para ShTT,
GdTT y BnTT, sobre la cepa de E. coli ATCC 35218 Ademas, los extractos ShTT y GdTT,
también presentan una sutil inhibicion de la cepa de E coli ATCC 25922. Por ultimo,
observamos que en el caso de StTT, no se ha visualizado inhibicion frente a ninguna cepa de
E. coli, en la concentracion ensayada.

En la Figura 39. se observan los cultivos de P. aeruginosa y de K. pneumoniae frente
a los extractos ShTT, StTT, GAdTT y BnTT.

Figura 39: en estas dos placas se sembraron L) P. aeruginosa ATCC 27853 y
N) K. pneumoniae ATCC 700603 y se enfrentaron a los Tratamientos Térmicos de Papa
StTT, Chia ShTT Chafar GATT y Canola BnTT.
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No se observa aparicion de halos de inhibicion para los extractos StTT y GdTT. No
obstante, el extracto de papa ShTT y el de canola BnTT, ejercen una actividad antibacteriana

frente a ambas cepas testeadas.

En la Figura 40. se observan los cultivos de E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC
EVR Yy S. aureus ATCC 29213, frente a los extractos ShTT, StTT, GdTT y BnTT.

Figura 40: en estas tres placas se sembraron tres cepas diferentes
M) S. aureus ATCC 29213, P) E. faecalis EVR y O) E. faecalis ATCC 29212 y se
enfrentaron a los Tratamientos Térmicos de Papa StTT, Chia ShTT Chanar GdTT y Canola BnTT.

No se observa aparicion de halos de inhibicidn, en las concentraciones probadas,
sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213 y de E. faecalis ATCC 29212. No obstante, se
observa tenuemente un halo de inhibiciéon del crecimiento en la cepa de E. faecalis EVR para
los extractos tratamientos térmicos de Chia, Chafar y Canola (ShTT, GATT y BnTT). Por
ultimo, el extracto StTT no muestra inhibicion sobre ninguna de las tres cepas.

Queda planteado, para futuras investigaciones, la posibilidad de repetir la actividad
antimicrobiana en medio sdlido, con los extractos de ShTT, GdTT, BnTT, MAEC y QEC,
sometidos a nuevos y mayores procesos, para lograr una mayor concentracion de sus
biomoléculas.

De todas maneras, en el presente trabajo, haremos hincapié en las muestras de MoEC

y MoTT, ya que fueron las que dieron halos de inhibicién mas claros y contundentes.

2.6.2. Ensayos de inhibicidon de los extractos sobre el crecimiento bacteriano en medios
liquidos.

Para confirmar por una metodologia diferente los resultados obtenidos en medio solido y
acceder a informacion complementaria y cuantificable, se realizaron ensayos en caldos de
cultivo bacterianos (medios liquidos). De esta manera se lograria estimar algunos factores

cinéticos con mayor precision y escindirnos absolutamente del problema de la posible
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dificultad en la difusién que presentan los medios gelificados, teniendo en cuenta que, en estos
medios, la difusidn de las moléculas varia mucho en funcién del tamafo de las mismas, y que,
en medio liquido, esto no suele presentar ninguna problematica.

Debido a que en medios liquidos se pueden calcular las ICso también nos sirven para
estimar este parametro. Por tal motivo, se realizo el testeo en medio liquido, de todos los EPVs
que presentaron actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano en el tamizaje realizado en
medio sdlido.

De los resultados obtenidos solo se pudo obtener parametros de inhibicién para
algunas bacterias con los extractos de Moringa. Tanto MOEC como MoTT eran las muestras
que, en las pruebas en medio sdlido, presentaban mayores halos de inhibicion. Estos extractos
mostraron mayor potencia inhibitoria, por lo que seria interesante estudiar cuales son sus
moléculas biolégicamente activas, en este caso, aquellas que poseen dicha actividad
inhibitoria del crecimiento bacteriano.

Los demas extractos que presentaron actividad en medio soélido fueron: ShTT, GdTT,
BnTT, MAEC y QEC. Dichos extractos habian sido concentrados por goteos y secados
sucesivos, pero apenas mostraron timidos indicios de inhibicion. Se hace evidente que dichas
muestras no llegaban a concentraciones inhibitorias al diluirse en los caldos de crecimiento
(medios de cultivos liquidos). Por lo que sus resultados en medio liquido resultaron
imperceptibles.

A continuacion, se mostraran solo algunos de los resultados obtenidos para los EPVs
(MoEC y MoTT) cuando fueron incubados en medio liquido con las siguientes bacterias: E.
coli ATTC 25923, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
29213, E. faecalis ATCC 29212.

e Ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos de Moringa
Ya que moringa ha resultado ser una muestra promisoria e interesante para la busqueda de
moléculas naturales con actividad antibacteriana, se ha decidido probar en medio liquido,
incluso con aquellas bacterias que en medio solido no han sido perceptibles halos de
inhibicion.

Se prepararon las placas segun la metodologia descripta en la Sec. 2.9.2., para llegar
a las siguientes concentraciones finales de MoEC: A1, A2 y A3: 281,3 yg/mL; B1, B2 y B3:
140,65 ug/mL; C1, C2 y C3: 70,32 pg/mL; D1, D2 y D3: 35,16 pg/mL; E1, E2 y E3: 17,08
pag/mL; F1, F2Y F3: 8,54 pg/mL; G1, G2y G3: 4,27 ug/mL; y control del crecimiento bacteriano
H1, H2 y H3.
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De manera similar, pero utilizando MoTT, las concentraciones finales fueron de: A4,
A5y A6:209,0 ug/mL; B4, B5 y B6: 104,5 pg/mL; C4, C5y C6:52,3 ug/mL; D4, D5 y D6: 26,1
pug/mL; E4, ESy E6: 13,1 ug/mL; F4, F5y F6: 6,5 pg/mL; G4, G5y G6: 3,3 ug/mL y control del

crecimiento bacteriano H4, H5 y HG.

e Inhibiciéon de S. aureus ATCC 29213 en medio liquido frente a MoEC:

Tal cual lo esperado, por los halos previamente observados en los ensayos en medio solido,
se observa inhibicién en medio liquido y al graficar los porcentajes de inhibicion producidos
sobre la bacteria S. aureus ATCC29213, probada frente a las diluciones seriadas de MoEC,

podemos estimar que la ICso cercano a un valor de 52.3 uyg/mL. Fig. 41.

MoEC - Staphylococcus aureus ATCC 29213 (M)

100 A
) I i i
0 — —

Control 209,0 1045 52,3 26,1
Concentracién de MoEC (ug/ml)

% Inhibicion de crecimiento

Fig. 41: Porcentajes de inhibicién del crecimiento bacteriano que producen las diluciones seriadas
de MoEC (Moringa oleifera Extracto Crudo) al enfrentarse a S. aureus ATCC 29213.
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¢ Inhibicion de S. aureus ATCC 29213 en medio liquido frente a MoTT:

Al graficar los porcentajes de inhibicion producidos sobre la bacteria S. aureus ATCC29213,
probada frente a las diluciones seriadas de MoTT, se puede demostrar que se produce una
inhibicién de casi el 90 % al probarse la inhibicion a una concentraciéon de 281,3 pg/mL.
También, se puede observar de los datos que, en concentraciones de 70,35 ug/mL, el
porcentaje de inhibicion cercano al 60 % (Fig. 42). Estos resultados, al igual que en el caso
del extracto crudo, se puede correlacionar perfectamente a los resultados observados para

los ensayos en medio soélido.

MoTT - Staphylococcus aureus ATCC 29213 (M)

100

80 7

60'.
40-.
20 -
o | i T

Control 281,3 140,65 70,325 35,162

% Inhibicion de crecimiento

Concentraciéon de MoTT (ug/ml)

Fig. 42. Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano que producen las diluciones seriadas de
MoTT (Moringa oleifera Tratamiento Térmico) al enfrentarse a S. aureus ATCC29213.

Nuevamente vemos que parte de la actividad antimicrobiana de los extractos se pierde

al realizar el tratamiento térmico.
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¢ Inhibicion de E. faecalis ATCC 29212 en medio liquido frente a MoEC:

Al graficar los porcentajes de inhibicion producidos sobre la bacteria E. faecalis ATCC 29212,
probada frente a las diluciones seriadas de MoEC, podemos observar que la ICso cercano a
un valor de 26,1 ug/mL (Fig. 43). Al igual a lo observado en las pruebas realizadas en medio

solido, podemos constatar la actividad antibacteriana de este extracto de moringa.

MoEC - Enterococcus faecalis ATCC 29212 (O)

100 -

| | | | | | | |
Control 209,0 104,5 52,3 26,1 131 6,5 3,3

o
|

% Inhibicion de crecimiento
(4]
o
|

Concentracion de MoEC (ug/ml)

Fig. 43. Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano que producen las diluciones
seriadas de MoEC al enfrentarse a E. coli ATCC25923.
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e Inhibicion de E. faecalis ATCC 29212 en medio liquido frente a MoTT:
Al graficar los porcentajes de inhibicion producidos sobre la bacteria a E. faecalis ATCC29212
probada frente a las diluciones de MoTT, podemos estimar una ICso cercana a un valor de 160
pua/mL (Fig. 44).

Se ve que este resultado, es congruente con los observado en medio solido para este
extracto MoTT, que también logré inhibir a dicha cepa.

Es evidente que, durante el tratamiento térmico, se deben perder ciertas sustancias
en el extracto de Moringa MoOEC, que tienen actividad inhibitoria contra E. faecalis

ATCC29212, por lo que la ICs0 para MoEC es menor que para MoTT.

MoTT - Enterococcus faecalis ATCC 29212 (O)

o 1007
el -

G

= 807

E

]

® 60"

S o] |

S 40

c

‘0

‘S 20-

2

=

£ 0.

2 Control 281,3 1406 70,3

Concentracion de MoTT (pg/ml)

Fig. 44. Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano que producen las
diluciones seriadas de MoTT al enfrentarse a E. faecalis ATCC29212.

e Inhibicion de P. aeruginosa ATCC 27853 en medio liquido frente a MoEC y MoTT.

Al igual que los resultados obtenidos en medio sélido, no se pudo evidenciar inhibicién de P.
aeruginosa por parte de ambos extractos de Moringa oleifera (MoEC y MoTT) en medio
liquido. Este resultado era esperable y ha servido como corroboracion del resultado

primeramente encontrado en medio solido.
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¢ Inhibicion de K. pneumoniae ATCC 700603 en medio liquido frente a MOoEC y MoTT.
Al igual que los resultados obtenidos para P. aeruginosa ATCC 27853, no se evidencid
inhibicién del crecimiento en medio liquido. Estos resultados se condicen con los obtenidos en

la metodologia en medio sélido para esta misma cepa.

e Inhibicion de E. coli ATTC 25923 en medio liquido frente a MoEC y MoTT.
Al graficar los porcentajes de inhibicion producidos sobre la bacteria E. coli ATCC25923,
probada frente a las diluciones seriadas de MoEC, podemos observar que la ICso tiene un

valor cercano a 26,1 ug/mL (Fig. 45).

MoEC - Escherichia coli ATCC 25923 (J)

100
. .
5 807
E '
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Control 209,0 104,5 523 261 131 65 3,3

Concentracion de MoEC (ug/mil)

Fig. 45. Se grafican los porcentajes de inhibicién del crecimiento bacteriano que producen las
diluciones seriadas de MoEC al enfrentarse a E. coli ATCC25923.

Era esperable, por los resultados previamente encontrados en los ensayos en medio

soélido, que este extracto produjera inhibicion sobre esta cepa de E. coli.
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Al graficar los porcentajes de inhibicidbn producidos sobre la bacteria E. coli
ATCC25923, probada frente a las diluciones seriadas de MoTT, se puede estimar una ICso
cercana a un valor de 170 ug/mL (Fig. 46). Podemos corroborar los resultados obtenidos para
este extracto, que demuestran su capacidad inhibitoria frente a la cepa de E. coli estudiada.

MoTT - Escherichia coli ATCC 25923 (J)

100 7

80
60
40 -

20 +

o |_mimn SN T
Control 281,3 140,6 70,3
Concentracion de MoTT (ug/ml)

% Inhibicion de crecimiento

Fig. 46. Porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano que producen las diluciones seriadas de
MoTT al enfrentarse a E. coli ATCC25923.

Es evidente que, durante el tratamiento térmico, se deben perder ciertas sustancias
en el extracto de Moringa MoEC, que tienen actividad inhibitoria contra E. coli ATCC25923,

por lo que la ICso para MoEC es menor que para MoTT.
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Finalmente, en este ultimo ensayo se muestra el resultado de la coloracion con
resarzurina luego de 20h de incubacién para todos los pocillos de cultivo. Se puede observar
visualmente los pocillos con coloracion que va desde el rosado (células viables) hasta el color
violeta (células muertas). La ultima concentracion que se observan células vivas en el MoEC
corresponde a 26,1 uyg/mL y la ultima concentracién en la que se observa crecimiento en el

MoTT es de 140,65 ug/mL, ambas con coloracion rosada.

( ™
MoEC MoTT
209,0 ug/ml A | ) 228,13 ug/mi
104,5 ug/mi B | | 140,65 pg/ml
52,3 ug/ml C | & 70,37 ug/mi
26,1 ug/ml D B 35,16 ug/mi
13,1 ug/ml E | 8 17,58 ug/ml
6,5ug/ml F i ) 8,79 ug/mi
4 ug/m G 4,39 ug/mi
Control H | V | Control

\ J

Fig. 47: Armado de la placa de Elisa para los ensayos de sensibilidad en medio liquido. En las

columnas 1, 2y 3 se utiliza como potencial inhibidor MoEC, al que se coloca en una concentracion
de 209,0 ug/mL, en la fila A, hasta llegar por medio de diluciones seriadas, hasta una concentracion
de 4 ug/mL en la fila G. Por otro lado, en las filas 4, 5 y 6, El potencial inhibidor a testear es MoTT, el
cual se coloca en concentraciones de 228.13 ug/mL en la fila A, realizando diluciones seriadas hasta
llegar a valores de 4.39 ug/mL en la fila G. Toda la fila H se deja sin inhibidor como control de la cepa

bacteriana, en este caso E. coli ATCC 25923. De esta manera conseguimos valores por triplicado
para la inhibicion producida por cada extracto a testearse. Luego de realizarse el cultivo y la lectura

de las placas a 630 nm se agrega Resarzurina para el revelado visual de los resultados
(Cap. 2 Sec. 1.8.2.).
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2.6.3. Ensayos de actividad intrinseca y potencial sinergismo de los diferentes EPVs

sobre bacterias con mecanismo de resistencia inducibles. En medio sélido.
En la realizacion de estos ensayos se enfrentaron los 16 EPVs frente a dos cepas propuestas
Klebsiella pneumoniae con mecanismo BLEE y Acinetobacter baumannii con el mecanismo
de carbapenemasas. De los resultados obtenidos se constatd que solo las muestras de
Moringa oleifera (MoEC y MoTT) y de Morinda citrifolia (MdEC y MdTT) mostraban actividad
inhibitoria intrinseca del crecimiento sobre dichas cepas bacterianas, evidenciandose con un
halo de inhibicion (Figs. 53-60).

Ademas, las muestras de MoEC y de MoTT no sélo mostraron actividad inhibitoria
intrinseca (per se), sino también mostraron actividad sinérgica con los antibiéticos de control
(CAZ, CTX y CFO).

Para los otros 12 EPVs solo se podia observar inhibicion en las placas por los
antibioticos utilizados como control, pero no tenian actividad antibacteriana intrinseca sobre
las cepas bacterianas estudiadas en este ensayo, ni tampoco mostraron signos de sinergismo
para la inhibicién de los mecanismos de resistencia planteados.

Por tal motivo, en este segmento se muestran solo los resultados obtenidos para
los extractos de MAEC, MdTT, MoEC y MoTT, para explicar el modo de interpretacion de las
placas de agar, y observar las caracteristicas de la variedad de comportamientos que
podemos encontrar cuando se busca inhibicion de mecanismos de resistencia por sinergismo.

En una placa de cultivo (MH) se sembré una cepa de Klebsiella pneumoniae con
mecanismo BLEE, junto con los tres discos habituales de Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima
(CTX) y Cefoxitina (CFO), formando un triangulo is6sceles a 10 mm de los bordes. En el centro
de la placa se colocaron 200 uL de a gotas de 20 pL del EPV a testear en lugar de los clasicos
inhibidores, acido clavulanico y acido Bordnico. Se incubo 24 h. a 37 °C.

En otra placa de cultivo (MH) se sembrd una cepa de Acinetobacter baumannii
con el mecanismo de carbapenemasas. Repetimos la misma técnica, pero utilizando solo dos
antibiéticos carbapenemes, Meropenem (MRP), e Imipenem (IMI) y utilizamos en lugar del
EDTA alos EPVs a testear. EI EPV fue sembrado en el centro de la placa tal como se describio
en el parrafo anterior.

Ambas placas fueron disefiadas en base a las recomendaciones de la red
WHONET.
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e Actividad de los extractos de Morinda citrifolia.
En una primera etapa se enfrentaron los extractos de Morinda citrifolia a las tres

cefalosporinas (CAZ, CTX y CFO), en una placa inoculada con K. pneumoniae BLEE (+).

Figura 48: Cultivo en placa sembrado con K. pneumoniae BLEE (+). En el punto central de la misma
se sembro MJEC (visualizado en verde claro en la foto de la derecha). El testeo se realiz6 en
presencia de CAZ, CTX y CFO (las cuales se delimitan sus halos de inhibicion en verde oscuro en la
foto de la derecha). Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, siendo la foto de la izquierda la
original, mientras que, en la foto de la derecha, fueron delineados sobre la fotografia los halos de
inhibicion producidos, para simplificar la correcta interpretacion del ensayo.

Figura 49: Cultivo en placa sembrado con K. pneumoniae BLEE (+). En el punto central de la misma
se sembro MdTT (visualizado en verde claro en la foto de la derecha). El testeo se realizé en
presencia de CAZ, CTX y CFO (las cuales se delimitan sus halos de inhibicion en verde oscuro en la
foto de la derecha). Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera
explicado para la Fig. 53.

Se puede observar en las Figs. 48 y 49 que tanto los antibiéticos (en verde oscuro),

como los extractos (en verde claro), han generado halos de inhibicién casi perfectamente
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circulares, pero no se evidencia de ninguna manera que, en los puntos de posible interaccion,
se puedan visualizar deformaciones en los halos, por lo que no es esperable un efecto de
sinergismo de inhibicién de las BLEE de la K. pneumoniae, por parte de los EPVs (Figs. 48,
49).

Posteriormente, en una segunda etapa, se enfrentaron los extractos de Morinda a los

dos carbapenemes, en una placa inoculada con A. baumannii carbapenemasas (+).

Figura 50. Cultivo en placa sembrado con A. baumannii carbapenemasas (+). En el punto central de

la misma se sembré MdEC (visualizado en verde claro en la foto de la derecha). El testeo se realizoé

en presencia de IMI, MRP (las cuales se delimitan sus halos de inhibicién en verde oscuro en la foto

de la derecha). Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera explicado
para la Fig. 48.

Figura 51: Cultivo en placa sembrado con A. baumannii carbapenemasas (+). En el punto central de
la misma se sembré MdTT (visualizado en verde claro en la foto de la derecha). El testeo se realizé
en presencia de IMI, MRP (las cuales se delimitan sus halos de inhibicién en verde oscuro en la foto
de la derecha). Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera explicado
para la Fig. 48.
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Podemos observar que tanto los antibiéticos como los extractos, nuevamente han
generado halos de inhibicion casi perfectamente circulares, pero tampoco vemos que, en los
puntos de posible interaccién, se puedan visualizar deformaciones en los halos (en verde
oscuro), esto nos sugiere, que no es esperable un efecto de sinergismo por inhibicién de la

Carbapenemasas presente en la A. baumannii, por parte de los EPVs (Figs. 50, 51).

e Ensayos de Posible sinergismo sobre extractos de Moringa

Se enfrentaron los extractos de Moringa, MoEC y MoTT, a las tres cefalosporinas de
testeo (CTX, CAZ y CFO), en dos placas inoculada con K. pneumoniae BLEE (+). Los
resultados se muestran en las Figuras 52 y 53.

Figura 52: Placa de agar MH inoculada con una cepa de K. pneumoniae BLEE (+). En el punto
central de la placa se sembré MoEC (en verde claro), para testear frente a CAZ, CTX y CFO (halos
demarcados en verde oscuro). Las deformaciones en los halos observados (areas sombreadas en

verde), sugeririan que MoEC ejerce un mecanismo de inhibicion de estas BLEE. Ambas fotos
pertenecen a la misma placa, pero la foto de la izquierda es la original, mientras que en la foto de la
derecha se demarcaron sobre la fotografia los halos de inhibicién producidos y las areas deformadas,
para lograr una correcta interpretacion del ensayo.
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Figura 53: Placa de agar MH inoculada con una cepa de K. pneumoniae BLEE (+). En el punto
central de la placa se sembrd MoTT (en verde claro), para testear frente a CAZ, CTX y CFO (halos
demarcados en verde oscuro). Las deformaciones en los halos observados (areas sombreadas en

verde), sugeririan que MoTT ejerce un mecanismo de inhibicion de estas BLEE. Ambas fotos
pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera explicado para la Fig. 52.

Se puede observar, que tanto los antibiéticos como los extractos MOEC y MoTT, han
generado halos de inhibicion intrinseca (en verde claro), lo cual es un resultado muy
interesante en si mismo. Pero, ademas, lo que es sumamente interesante, es que en las areas
de posible interaccion de los EPVs con los antibiéticos (pintadas de color violeta), se pueden
visualizar deformaciones en los halos (en verde oscuro), que no eran visibles en las figuras
48. y 49., en las que se usaron los mismos antibidticos (CAZ, CTX y CFO) frente a la misma
cepa bacteriana, pero con otros extractos. Por lo que posiblemente nos encontremos frente a
un efecto de sinergismo por inhibicion de las BLEE de la K. pneumoniae, por parte de los
EPVs de Moringa oleifera (Figs. 52 y 53).
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Posteriormente, se enfrentaron los extractos de Moringa a los dos carbapenemes, en

una placa inoculada con A. baumannii carbapenemasas (+).

Figura 54. Cultivo en placa sembrado con A. baumannii carbapenemasas (+).

En el punto central de la misma se sembré MoEC (visualizado en verde claro en la foto de la
derecha). El testeo se realiz6 en presencia de IMI, MRP (las cuales se delimitan sus halos de
inhibicion en verde oscuro en la foto de la derecha).

Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera explicado para la Fig. 50.

Figura 55. Cultivo en placa sembrado con A. baumannii carbapenemasas (+). En el punto central de
la misma se sembré MoTT (visualizado en verde claro en la foto de la derecha). El testeo se realizé
en presencia de IMI, MRP (las cuales se delimitan sus halos de inhibicién en verde oscuro en la foto
de la derecha). Ambas fotos pertenecen al mismo cultivo, de la misma manera que fuera explicado

para la Fig. 50.

Nuevamente, podemos observar que tanto los antibiéticos como los extractos MoEC

y MoTT, han generado halos de inhibicién casi perfectamente circulares (en verde oscuro),

pero no vemos que, en los puntos de posible interaccion, se puedan visualizar deformaciones

en estos halos, esto indicaria, que no es esperable un efecto de sinergismo por inhibicién de
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la Carbapenemasas presente en la A. baumannii, por parte de los EPVs de moringa (Figs. 54
y 55).

2.6.4. Ensayos de actividad intrinseca y potencial sinergismo de sobre bacterias con
mecanismo de resistencia inducibles. En medio liquido.

Para confirmar los resultados anteriores en agar (medio sdlido) por una metodologia diferente
y acceder a informaciéon complementaria se realizaron ensayos en caldos de cultivo
bacterianos (medios liquidos). Para ello, se trabajé con una cepa de K. pneumoniae
productora de BLEE, y una cepa de A. baumannii productora de Carbapenemasas, como
modelos para probar la posible inhibicion de mecanismos de resistencia inducibles a
antibioticos.

Como habiamos dicho anteriormente en cultivo sélido, volvemos a implementar las
recomendaciones de la red WHONET adaptandolas al medio liquido. En estas nuevas
pruebas no se pueden observar cambios en los halos de inhibicién, alargamientos o
achatamientos. Por lo que, a través de mediciones espectrofotométricas, se evaluaron los
porcentajes de inhibicion que se producian en medios de cultivo al ser adicionados con
antibidticos solos, con EPVs solos y/o con medios donde se usaron combinaciones de EPVs

y antibioticos, lo que permitié evaluar con datos numéricos los resultados obtenidos.

Por tanto, y para clarificar los posibles resultados que podemos encontrar, se
evaluaron tres actividades en cada experimento:

1. La actividad inhibitoria intrinseca de los EPVs frente a las diferentes cepas
bacterianas con mecanismos de resistencia. Lo que se visualizara como un valor % de
inhibicion de la cepa bacteriana por el agregado del EPV al pocillo de crecimiento.

2. La actividad inhibitoria de los antibiéticos comerciales, sobre la cepa bacteriana
con mecanismo de resistencia.

3. La actividad inhibitoria sinérgica de los EPVs al combinarse con los antibiéticos

de screening para los diferentes mecanismos presentados.
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e Testeo de las actividades inhibitorias de los extractos de Morinda citrifolia.

Analisis de la actividad antibacteriana de MdEC frente a K. pneumoniae (BLEE+).

A) Kpn + MdEC + CAZ
£ 70
5 Con los resultados observados se
e 60
% 50 I puede inferir un cierto grado de inhibicion del
(1) I ||
G 40 extracto MAEC (cercano al 53%) sobre la cepa
w — -
'g 30 de K. pneumoniae, con lo cual confirmamos su
g 20 I actividad inhibitoria intrinseca. Al probarse
= - il | || -
;E 10 | in It los porcentajes de inhibicion de los antibidticos
;g 0 (CAZ, CTX o CFO), dentro del rango del 25 al
"fg%% MdEC CAZ 35%. Sin embargo, no se observa presencia de
sinergismo debido a la combinacién del EPV
B) Kpn + MdEC + CTX o |
(MdEC) con los antibidticos de screening
g 70 I utilizados, ya que ninguna de dichas
-°§’ 60 | I combinaciones supera el 80% de inhibicion
8 90— — ———————  (Fig. 56).
(&]
s 40 |— I I
c 30 |— — I
h)
8 20 | = . —
2
€ 10— = — —
=
< 0
MdEC MdEC CTX
+CTX
Q) Kpn + MdEC + CFO
80 Fig. 56: A) Sistema donde se evalua el
° porcentaje de inhibicion que producen MdEC,
_E, 70 I CAZ y ambos combinados, frente a una cepa
£ 60| de K. pneumoniae productora de BLEE. B)
5 I Sistema dond lua el taje d
9 50 | K istema donde se evalla el porcentaje de
g 40 inhibicion que producen MdEC, CTX y ambos
'g B T combinados, frente a una cepa de K.
:8 30 | ] T pneumoniae productora de BLEE. C) Sistema
S 20 — - - E— donde se evalua el porcentaje de inhibicién que
e 101 i} . producen MdEC, CFO y ambos combinados,
:\e 0 frente a una cepa de K. pneumoniae
MdEC MdEC CFO productora de BLEE.
+CFO

PAGINA 112



Capitulo 2

¢ Analisis de la actividad antibacteriana de MdTT frente a K. pneumoniae (BLEE+).
Se prob¢ el extracto MdTT frente a una cepa de K. pneumoniae_productora de BLEE, solo y

en combinacion con los antibidticos de testeo.

A) Kpn + MdTT + CAZ El extracto de MdTT produce
2 70 inhibiciones parciales cercanas al 50% sobre
E .
2 50 T la cepa de K. pneumoniae a las
£
g 50 | l M concentraciones elegidas, por lo que
:’, 40 | 18 C— confirmamos su actividad inhibitoria
T
5 30 — —17 intrinseca. Al probarse los antibiéticos (CAZ,
g 20 | i W ~——  CTX o CFO), observamos nuevamente
= 10— In 1] . porcentajes de inhibicion de los dentro del el
= MdEC MdTT CAZ rango del 25 al 35 %. Finalmente, los
+CAZ . e
porcentajes de inhibicidn se encuentran en el
B) Kpn + MdTT + CTX rango del 55 al 65 % al combinarse MdTT con
2 los antibidticos de screening (CAZ, CTX, CFO),
g’ 60 por lo que podemos afirmar no se observa
S 50| I [N sinergismo para la inhibicion de mecanismos
o
340} i —————— de resistencia, ya que ninguna combinacién
c
2 28 - | [ ] { ~ supera al menos el 80 % de inhibicién (Fig. 57).
:_§ I | _— —
10| Ll - L
= 0
Mdee MdTT CTX Fig. 57 A) Sistema donde se evalua el porcentaje

de inhibicion que producen MdTT, CAZ y ambos
combinados, frente a una cepa de K. pneumoniae
C) Kpn + MdTT + CFO productora de BLEE. B) Sistema donde se evalua

80 el porcentaje de inhibicion que producen MdTT,
g 70 T CTX'y ambos combinados, frente a una cepa de
2 l K. pneumoniae productora de BLEE. C) Sistema
€60 | — . . L
‘5 I donde se evalua el porcentaje de inhibicion que
g o0 | I producen MdTT, CFO y ambos combinados,
240 — frente a una cepa de K. pneumoniae productora
S30| | de BLEE.
5 !
220 — — e
L
£10 |— — — —
=0

MdEC MdTT CFO

+CFO
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e Analisis de la actividad antibacteriana de MAEC frente a A. baumannii
(Carbapenemasas +).
Se probo el extracto MdEC frente a una cepa de A. baumannii_productora de BLEE, solo y en

combinacién con los antibidticos de testeo.

A) A.b.+ MdEC + IMI El extracto de MdJEC produce
270 inhibiciones parciales de A. baumannii
g’ 60 T cercanas al 45% a las concentraciones
g 50| | elegidas, lo que confirma los resultados
g 40| | ek en medio sélido, demostrando que
5 30} e I MJEC posee actividad inhibitoria
;f:: 20— B N . intrinseca sobre esta bacteria. Al
-
= 18 [ ] [ B . probarse los porcentajes de inhibicion de
=S
M?E“C MdEC IMI los antibidticos (IMI y MRP), se
+
encuentran en el rango del 25 al 35%.
B) Ab.+ MdEC + MRP Pero los porcentajes de inhibiciéon de la
80 combinacion de MdEC y los antibioticos
[e]
E 70— I llegan apenas al rango de 57 al 70%, por
g 60 |— lo que podemos afirmar que no se
(]
5 90| < observa sinergismo para la inhibicién de
8 40| - : : .
c mecanismos de resistencia (Fig. 58).
© 30— — — —
Q
2 20 — — —
£
= 10— il - i
=2
MdJEC MdEC MRP
+MEM

Fig. 58 A) Sistema donde se evalua el porcentaje de inhibicién que producen MdEC, IMI y
ambos combinados, frente a una cepa de A. baumannii productora de BLEE. B) Sistema donde se
evalua el porcentaje de inhibicién que producen MAEC, MRP y ambos combinados, frente a una cepa
de A. baumannii productora de carbapenemasas.
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e Analisis de la actividad antibacteriana de MdTT frente a A. baumannii
(Carbapenemasas +).
Se probd el extracto MdTT frente a una cepa de A. baumannii productora de BLEE, solo y

en combinacion con los antibidticos de testeo.

A) Ab.+ MdTT + IMI
Nuevamente, el extracto de MdTT
o 50 e .
€ 45 T produce inhibiciones parciales cercanas al
-g 40 1 44% de A. baumannii a las concentraciones
'g 35 — . e elegidas, verificando su  actividad
|
g 22 T ] inhibitoria intrinseca. Al probarse los
'2 20 : : : : porcentajes de inhibicion de los antibioticos
:g 15 |— - - - (IMl'y MRP), se observan que se encuentran
% 10— I w T en el rango del 25 al 35%. Por ultimo,
= g - [ B . podemos observar que al combinarse MdTT
X
° McIW MdTT IMI con los antibiéticos de screening (IMl y MRP)
+

se visualizan porcentajes de inhibicion que

van del 38 al 65%, por lo que no se observa
B) A.b.+ MdTT + MRP sinergismo en la inhibicibn de mecanismos

80 de resistencia (Fig. 59).

e]
£ 70 T
g l
g 60|
8 50 [
(8]
o 40 | —I
i)
o L
Q
820 | — - — —
S10| - = = =
X0

MdTT MdTT MRP
+MRP

Fig. 59. A) Sistema donde se evalla el porcentaje de inhibicion que producen MdTT, IMI y ambos
combinados, frente a una cepa de A. baumannii productora de BLEE. B) Sistema donde se evalua el
porcentaje de inhibicion que producen MdTT, MRP y ambos combinados, frente a una
cepa de A. baumannii productora de carbapenemasas.
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o Testeo de las actividades inhibitorias de los extractos de Moringa oleifera.
e Analisis de la actividad antibacteriana de MoEC frente a K. pneumoniae (BLEE+)
Se probé el extracto MoEC frente a una cepa de K. pneumoniae_productora de BLEE, solo y

en combinacion con los antibidticos de testeo.

A) Kpn + MoEC + CAZ Se observa una inhibicion del 63%
g debida al extracto MoEC sobre la cepa de K.
'%’100 - pneumoniae, demostrando su actividad
$ 80— inhibitoria intrinseca. Los porcentajes de
§ 60| - inhibicion de los antibiéticos (CAZ, CTX o CFO),
;S 40 | - en el rango del 15-20% de inhibicion.
% 20| i Adicionalmente se observa un porcentaje de
i 0 5 inhibicién del 90% al combinar los antibidticos
) MSE% MoEC CAZ con el extracto MoEC (lo que es mayor al 78%
esperable de la sumatoria de ambos por

B) Kpn + MoEC + CTX separado). De esta manera podemos confirmar
120 que la combinacion de MoEC con los
100 oz antibiéticos manifiesta un sinergismo sobre

2
c
8
£
Q
g 80| I estos mecanismos de resistencia inducible (Fig.
3 60| | 60).
c
0
© 40— —
2
€ 20— —
1=
=S 0 L

MoEC  MoEC CTX

+CTX
Q) Kpn + MoEC + CFO Fig. 60 A) Sistema donde se evalua el porcentaje
s 120 de inhibicién que producen MoEC, CAZ y ambos
3100 combinados, frente a una cepa de K. pneumoniae
E 80 I productora de BLEE. B) Sistema donde se evalua
o I
E 60 - el porcentaje de inhibicion que producen MoEC,
2 o I'] CTX'y ambos combinados, frente a una cepa de K.
‘0 [ |
© 40 pneumoniae productora de BLEE. C) Sistema
o]
'-E 20 | ] " donde se evalua el porcentaje de inhibicion que
= 0 producen MoEC, CFO y ambos combinados, frente

MoEC MoEC CFO
+CFO a una cepa de K. pneumoniae productora de BLEE.
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e Analisis de la actividad antibacteriana de MoTT frente a K. pneumoniae (BLEE+).

Se probo el extracto MoTT frente a una cepa de K. pneumoniae productora de BLEE,

solo y en combinacion con los antibidticos de testeo.

A)
120

100
80
60
40
20

0

% Inhibicion de crecimiento

B)
120

100
80
60
40
20

% Inhibicion de crecimiento

o

C)

120

—
N A O @©@ O
o O o o o o

% Inhibicion de crecimiento

Kpn + MoTT+ CAZ

MoTT
+CAZ MoTT CAZ

Kpn + MoTT+ CTX

MoTT MoTT CTX
+CTX

Kpn + MoTT+ CFO

I
I
MoTT MoTT CFO
+CFO

Al observar los resultados se puede calcular
una inhibicién del 60% debida al extracto MoTT
sobre la cepa de K. pneumoniae. Los porcentajes
de inhibicion de los antibioticos (CAZ, CTX o
CFO), se encuentran en el rango 15 al 20% de
inhibicion. Esto nos permitid observar que la
combinacion de MoTT con los antibidticos,
producen un porcentaje de inhibicién del 95% (lo
que es mayor al 75-80 % esperable de la
sumatoria de ambos por separado). De esta
comparacién numérica, se logré evidenciar
completamente dos resultados concluyentes. El
primero es que el extracto de MoTT posee
actividad inhibitoria intrinseca sobre |la cepa
K. pneumoniae productora de BLEE. El segundo
es que la combinacion de MoTT con los
antibiéticos ejerce un mecanismo de
sinergismo sobre estos mecanismos de

resistencia inducible (Fig. 61).

Fig. 61: A) Sistema donde se evalua el porcentaje
de inhibiciéon que producen MoTT, CAZ y ambos
combinados, frente a una cepa de K. pneumoniae
productora de BLEE. B) Sistema donde se evalula el
porcentaje de inhibicion que producen MoTT, CTX y
ambos combinados, frente a una cepa de K.
pneumoniae productora de BLEE. C) Sistema
donde se evalua el porcentaje de inhibicion que
producen MoTT, CFO y ambos combinados, frente
a una cepa de K. pneumoniae productora de BLEE.
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e Actividad antibacteriana de MoEC frente a A. baumannii (Carbapenemasas +).
Se prob¢ el extracto MoEC frente a una cepa de A. baumannii_productora de BLEE,

solo y en combinacion con los antibidticos de testeo.

A) A b+ MoEC+ IMI Se observa que MoEC tiene una
80 interesante actividad antibacteriana
g 70 ; intrinseca contra A. baumannii cercana al
-“E’ 60 [ 50%. La inhibicién producida por los
'g 50 = antibidticos es alrededor del 15- 20%. La
: 40 inhibicion con la mezcla de MoEC vy los
L || - I
5 30 || | antibiodticos, alcanza un valor del 70%, lo que
E 20 | | ~_  demuestra que no hay actividad sinérgica con
= il s s
€ 10 | _ - n ~ los antibidticos de testeo, ya que su
= porcentaje de inhibicion iguala a la sumatoria
MoEC MoEC IMI
+MI (IM1) de los porcentajes de inhibicion del EPV y del
antibidtico por separado (Fig. 62).
B) A.b.+ MoEC+ MRP
o 80
§70 1 il
E I
S 60 I
S50 | ul
B 40 [ o
c
030 | —
2
o) I |
2 20 I
S10} - | = -
X

MdEC MoEC MRP
+MRP

Fig. 62: A) Sistema donde se evalua el porcentaje de inhibicion que producen MoEC, IMIl y
ambos combinados, frente a una cepa de A. baumannii productora de BLEE. B) Sistema donde se
evalua el porcentaje de inhibicién que producen MoEC, MRP y ambos combinados, frente a una cepa
de A. baumannii productora de carbapenemasas.
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e Actividad antibacteriana de MoTT frente a A. baumannii (Carbapenemasas +)
Se probd el extracto MoTT frente a una cepa de A. baumannii_productora de BLEE, solo y en

combinacién con los antibidticos de testeo.

+ +
A) DL eI T I Se observa que el extracto MoTT
° 80 tiene actividad intrinseca contra A.
g 70 baumannii, pero solo alcanza al 12% de
£
'g 60 inhibicion. Es notorio en este caso que la
g 50 inhibiciéon de los antibidticos también es baja
‘é 40 y se encuentra en el rango el 10-15 % de
30 ]
©
E 55 1 : inhibicion. La combinacion no muestra
'-E 10 | | e | ~indicios de sinergismo contra mecanismos de
S carbapenemasas (Fig. 63).
MoTT MoTT IMI
+IMI (IM1)

B) A.b.+ MoTT+ MEM

5 80

£70

£ 60

o

5 950

S 40

5 I

0 30 |

o

820 | gl

L

£ 10 |— || || | .

X

Fig. 63: A) Sistema donde se evalla el porcentaje de inhibicion que producen MoTT, IMI y ambos
combinados, frente a una cepa de A. baumannii productora de BLEE. B) Sistema donde se evalua el
porcentaje de inhibicion que producen MoTT, MRP y ambos combinados, frente a una cepa de A.
baumannii productora de Carbapenemasas.
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e Importancia del hallazgo de actividad intrinseca y actividad sinérgica

Los resultados obtenidos en estos ensayos alientan la busqueda y el estudio de las

biomoléculas presentes en los extractos de semillas de morinda y de moringa, cuyas
actividades antimicrobianas de bacterias intrahospitalarias resultan prometedoras para
potencial uso clinico y farmacéutico.
Resulta importante remarcar el grave problema para la salud humana, que han representado
la aparicion de mecanismos de resistencia a antibioticos. Ante la formulacion de cada nuevo
antibidtico, al poco tiempo vemos emerger rapidamente un mecanismo de resistencia nuevo,
en alguna cepa bacteriana, y dicha resistencia, que, al ser muchas veces transferida por
plasmidos, puede dispersarse a otras especies. Como ya hemos explicado (en el capitulo 1),
la historia de los reportes de nuevos mecanismos de resistencia es amplia y permanente. En
particular la aparicion en 1989 de las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), que hasta
el momento actual se llegan a contar hasta 160 tipos de TEM y 100 tipos de SHV. Las
betalactamasas AmpC pueden hidrolizar penicilinas, y otros antibiéticos mas, pero no son
activas frente a cefalosporinas de cuarta generacion y carbapenémicos.

Es de conocimiento general en la comunidad médica, que la mayoria de las unidades
de terapia intensiva alrededor del mundo, han sido colonizadas por bacterias multirresistentes
capaces de contaminar, por ejemplo, los respiradores mecanicos, infectando a los pocos dias
a cada paciente que llega a dichas instalaciones, lo que agrava de manera compleja la
condicion de pacientes que ya llegan con una condicidn muy grave de base y se le suman
infecciones bacteriolégicas con bacterias que son muy dificiles de combatir. Es asi que, los
estudios de vigilancia epidemioldgica realizados mundialmente evidencian una importante
dispersion de las bacterias productoras de BLEE, carbapenemasas y de otros multiples
mecanismos de resistencia inducibles.

Desde hace varios afnos, en distintos Hospitales del Partido de La Plata ya han surgido
cepas con capacidad productora de BLEE, Meticilino resistencia y cepas con la enzima KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemasas +), una subclase de las carbapenemasas. Estas
cepas con capacidad de soportar niveles terapéuticos de los antibiéticos en uso, generan un
nuevo desafio para el tratamiento de infecciones bacterianas y fuerzan permanentemente a
los profesionales de la salud a desarrollar nuevas conductas a la hora de aplicar un tratamiento
y buscar distintas moléculas con capacidad bactericida o bacteriostatico.
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2.7. Ensayos de inhibicion de los extractos sobre el crecimiento de levaduras en medios
sélidos.
Se realizaron pruebas de actividad inhibitoria de todos los EPVs sobre Candida albicans.
Como se ha explicado en la Sec. 1.8.1., en este mismo capitulo, la metodologia disefiada no
difiere de la utilizada para testear la actividad antibacteriana de los EPVs en medio sdlido,
siendo las condiciones de trabajo totalmente similares.

Las pruebas de inhibicion de C. albicans, fueron realizadas en placas de Petri
con medio Miiller Hinton adicionado con glucosa al 5%. Luego de testear los dieciséis (16)
EPVs, solo se encontraron resultados preliminares interesantes para los extractos de
Capsicum annuum. En estos EPVs se pudieron evidenciar halos nitidos de inhibicién de 17
mm y de 16 mm para MAEC y para MATT, respectivamente, tal como se muestra en la Fig.
64.

Figura 64. Ensayo de difusién en agar para
Candida albicans. MATT: Tratamiento térmico
de morrén amarillo, MAEC: extracto crudo de
morron amarillo.

A diferencia de los resultados de
actividad antibacteriana, en la cual varios

EPVs poseian actividad inhibitoria sobre

diversas cepas, en el caso de la actividad
anti-candidas solo los extractos de morron amarillo demostraron dicha actividad. Estos
resultados preliminares abren varias perspectivas inéditas sobre el uso de esta especie
vegetal como una nueva fuente de un EPV con actividad antifungica. Como veremos mas
adelante en el capitulo 5, el analisis, el aislamiento, el estudio y la caracterizacién de una de
las moléculas causante de la actividad anti-candidas fue motivo de trabajo para un capitulo
aparte, debido a los interesantes resultados obtenidos.

Por este motivo es que aqui en el capitulo 2, referido a la caracterizacion de los EPVs
y sus actividades bioldgicas, solo nombramos el tamizaje inicial de todos los EPVS frente a
Candida albicans, y en el capitulo 5 nos referiremos a todo el estudio realizado con la muestra

de morrén amarillo.
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3. Conclusiones de este capitulo

e Los EPVs de chia, chafar, moringa y quinoa son las que poseen mayor porcentaje de
proteinas termoestables, mientras que las de morrén amarillo y canola poseen un
porcentaje intermedio. Las comparaciones de los resultados obtenidos con los resultados
reportados para otros tipos de preparacion y obtencién de extractos (alcohdlicos, por
ejemplo), no resultarian validas ni confiables, porque estariamos forzando la comparacion
entre extractos obtenidos por metodologias diferentes.

e Se detectd actividad inhibitoria de tripsina en los EPVs de chainar, morrén amarillo, chia,
papa y quinoa. Mientras que los EPVs que mostraron actividad inhibitoria frente a la
proteasa papaina fueron los de moringa, canola y quinoa.

e Se hall6 capacidad antioxidante en varios EPVs, siendo notoria y con una diferencia
porcentual en los EPVs de canola y de chainar.

e Las pruebas de capacidad inhibitoria de la actividad de la a-glucosidasa resultaron muy
interesantes solo para las muestras de chanar y levemente para las muestras de morrén
amarillo.

e En las pruebas de capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano por parte de los EPVs,
los unicos que mostraron capacidad inhibitoria muy marcada frente a la mayoria de las
cepas ATCC escogidas, fueron los extractos de Moringa. Aunque también se vieron
potenciales actividades en los extractos de chia, quinoa y papa.

e Se han encontrado dos resultados de alta relevancia clinica:

- En primera instancia, el hallazgo de extractos de Morinda citrifolia y Moringa oleifera con

actividad intrinseca sobre bacterias con un mecanismo de resistencia, como es el caso de las

K. pneumoniae con BLEE y A. baumannii con carbapenemasas. Este resultado es muy

importante, generando expectativa en cuanto a las posibilidades de aplicacion, ya que cada

vez contamos con menos opciones terapéuticas para afrontar estas infecciones.

- En segunda instancia, el hallazgo de sinergismo en la inhibicion del mecanismo BLEE de la

cepa de K. pneumoniae, producida por los extractos de Moringa oleifera. Este ensayo fue

confirmado por dos métodos diferentes, tanto en medio sélido como en medio liquido. Este
descubrimiento implica una potencial aplicacién clinica muy valiosa, ya que la utilizacion de
este tipo de sustancias, al utilizarse de manera combinada con EPVs, pueden volver a hacer

eficientes el uso de antibidticos combinados contra este tipo de bacterias, en especial a

antibidticos que habian quedado obsoletos.

e Los extractos de morron amarillo, han logrado la inhibicion de algunas especies de
levaduras del género Candida.
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Identificacién, caracterizaciéon y purificacion de inhibidores de
proteasas provenientes de los EPVs mas promisorios

Habiendo encontrado diferentes actividades biologicas (antimicrobiana, antioxidante,
anticoagulante, hipoglucemiante) en los extractos vegetales ensayados, se propuso verificar
si dichas actividades podrian ser por causa de la participacion de inhibidores de proteasas en
las mismas. De esta manera, las investigaciones siguientes se focalizaran en la busqueda,
identificacion, aislamiento y caracterizacion de nuevos inhibidores de proteasas, centralizando
los objetivos en las actividades biologicas citadas.

El motivo de la busqueda de inhibidores de proteasas y no de ofra molécula de naturaleza
proteica, es que nuestro grupo de investigacion esta preparado y tiene experiencia en la
investigacion de estas moléculas, pero eso no implica que cualquier ofra molécula de
naturaleza proteica pueda tener dichas actividades.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los capitulos siguientes seran
profundizaciones en los estudios de aquellos EPVs (Moringa, chanar, morron amatrillo) que
resultaron interesantes por el hallazgo de diversas actividades biologicas (actividad
anticoagulante, antibacteriana, antioxidante, etc.) y, sobre todo, porque en aquellos EPVs, una

de las moléculas participantes de dicha actividad fueron inhibidores de proteasas.
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CAPITULO 3

Purificacion y caracterizacion bioquimica y
biolégica de un potente y termorresistente
inhibidor de papaina de Moringa oleifera
(MoPl). Potenciales aplicaciones
bioldgicas.
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¢ Inhibidores de proteasas en semillas.

Las semillas vegetales contienen nutrientes, como proteinas, aceites y sacaridos (Sonawane,
2018) los cuales las convierten en alimentos predilectos para animales, insectos y microbios.
En consecuencia, en el proceso de evolucion, las semillas de plantas han desarrollado
barreras fisicas y compuestos antimicrobianos para protegerse de la destruccion por animales
y patogenos (Garcia-Olmedo et al., 1998; Chen et al., 1999). Durante la germinacion, soélo los
compuestos antimicrobianos son los responsables de la resistencia a las infecciones
microbianas, porque las barreras fisicas no estan disponibles en este punto. Entre varios
compuestos, las proteinas antimicrobianas (PAMs), las cuales inhiben el crecimiento de
bacterias y hongos patégenos, han sido consideradas muy importantes en la defensa de las
plantas (Garcia-Olmedo et al., 1998).

Algunos inhibidores son expresados constitutivamente en semillas y 6rganos de
almacenamiento mientras otros son inducidos por heridas en las plantas. Muchos IPPs
también se acumulan en las semillas en desarrollo (Garcia-Olmedo et al., 1995), de manera
tal que puedan ser rapidamente liberados durante la germinacién. Asi, el rol de los IPPs puede
estar asociado con la proteccion de semillas, las cuales carecen de un sistema de defensa
activo, y durante la germinacion temprana, cuando los tejidos son particularmente expuestos
al potencial ataque de patdégenos del suelo. Es posible, por lo tanto, que dichos IPPs actuen
en conjunto con otras proteinas de defensa expresadas en plantas contribuyendo a restringir

la invasion por patégenos (Satheesh & Murugan, 2011).

1. Introduccioén

1.1. Proteasas cisteinicas e inhibidores:

Las proteasas cisteinicas (PC) se encuentran entre las proteasas mas relevantes y de mayor
distribucion. Estan presentes en casi todos los organismos vivos y participan en una variedad
de procesos bioldgicos (Vasiljeva et al., 2007). Se ha informado que el desequilibrio en la
actividad de las PC enddgenas puede dar lugar a numerosas patologias como la artritis
reumatoide, la esclerosis multiple, trastornos neurolégicos, tumores y osteoporosis
(Berdowska et al., 2000). Las PC producidas por bacterias, virus y los parasitos también se
consideran factores importantes en el desarrollo de muchos humanos enfermedades como la
paradontosis (Memmert et al., 2017), la malaria, la enfermedad de Chagas y la
esquistosomiasis (Rosenthal, 2011; Ndao et al. 2013), entre otros. Mencion especial merece

el papel de la cisteina proteasa (PCP) similar a la papaina del SARS-CoV-2, que se requiere

PAGINA 125



Capitulo 3

para el procesamiento de poliproteinas virales necesarias durante el proceso de propagarse
y evadir la inmunidad innata del huésped (Zhang et al, 2020). Desde un punto mas general
Desde este punto de vista, los PCP desempefian funciones esenciales en el crecimiento, la
diferenciacion celular, la sefalizacion y la invasion del huésped en organismos patégenos vy,
con frecuencia, actian como un factor de virulencia al atacar al sistema inmunitario del
huésped (Sajid et al., 2002; Stoch et al., 2008; Deal, 2009; Zhang et al., 2020). Por lo tanto, el
control fino de la actividad proteolitica es esencial para el buen funcionamiento de células
enteras y organismos. De hecho, esto se logra en muchos casos, desde la regulacion de la
expresion, secrecion y maduracién de proteinas (a través de la escisidn especifica de la
proenzima) al bloqueo de su actividad por inhibicién por inhibidores de la proteasa (Hellinger
et al., 2019).

Las cistatinas (o fitocistatinas) son una familia de proteinas estructuralmente
relacionadas con masas moleculares en el rango de 12 a 23 kDa que funcionan como
inhibidores de las PC (Shamsi et al., 2016). Anteriores estudios sugirieron que las fitocistatinas
aisladas de maiz, cebada, tomate, arroz, papaya, etc., (Carrillo et al., 2010; Ishimoto et al.,
2012; Kruger et al., 2002) puede inhibir las PC de insectos in vitro (Brunelle et al., 2005; Goulet
et al. 2008; Schllter, 2010). Por otro lado, las fitocistatinas aisladas de castafia (Castanea
sativa), cafa de azucar (Saccharum officinarum), clavel (Dianthus caryophyllus), cebada
(Hordeum vulgare), malanga (Colocasia esculenta), frutilla (Fragaria vesca), trigo (Tritiscum
aevistimun), cacao (Theobroma cacao), amaranto (Amaranthus spp.) y el sésamo (Sesamum
indicum) mostraron una fuerte actividad inhibitoria contra patégenos fungicos de amplio
espectro (Lima et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de todos estos estudios previos, solo se conoce una cistatina
que inhibe especificamente el crecimiento de bacterias. Esta proteina ha sido aislada del kiwi
y es capaz de bloquear el crecimiento de Agrobacterium tumefasciens, Burkholderia cepacia

y Erwinia carotovora (Popovic et al., 2012).
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1.2. Propiedades nutricionales y medicinales de la Moringa.

Una de las caracteristicas mas deseables para la mayoria de las aplicaciones biotecnoldgicas,
es disponer de proteinas altamente termoestables ya que las mismas suelen disminuir el
impacto ambiental de la actividad industrial (Cavicchioli et al., 2011). Por esto, el
descubrimiento de nuevos inhibidores peptidicos de proteasas con estabilidad a temperaturas
y pHs extremos resulta de especial utilidad para su aplicaciéon en un amplio rango de procesos
biotecnoldgicos, permitiendo un uso racional de recursos naturales y siendo un requerimiento
clave para la explotacion comercial (Reed et al., 2013).

Moringa oleifera es una planta originaria de la India que crece en las zonas tropicales
y regiones subtropicales del mundo. Por sus altas propiedades nutritivas, toda la planta es
normalmente utilizada con fines nutricionales o comerciales. Vale la pena mencionar que
diferentes partes de este arbol se aplican como alimento para combatir la desnutricion,
especialmente entre los lactantes y la mujer que amamanta en muchos paises en desarrollo,
incluyendo India, Pakistan, el Filipinas, Hawai y muchas regiones de Africa (Santos et al.,
2015).

Ademas de su valor nutricional, M. oleifera tiene un importante potencial medicinal y
farmacolégico. En el aino 2006 se publica en la revista Phytotherapy Research un articulo que
sefala ciertas propiedades medicinales de la Moringa, entre ellos antihipertensivas, diuréticas,
disminucién del colesterol, antiespasmoddicos, antiulcerosas, hepatoprotectoras vy
antibacteriales (Anwar et al., 2006).

Estudios recientes han demostrado que los extractos de esta planta poseen fuertes
propiedades  antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias y antidiabéticas
(Gopalakrishnan et al., 2016). Es mas, la evidencia sugiere que casi todas las partes de la
planta exhiben actividad antibacteriana (Bancessi et al., 2020). En muchos casos, dicha
actividad antibacteriana se ha asociado con la presencia de pequefas sustancias quimicas
compuestos tales como glucosinolatos (B-tioglucésido N-hidroxisulfatos), isotiocianatos,
carbamatos organicos, hibridos de chalcona-oxazolidinona y tiocarbamato (Ahmad et al.,
2020). Sin embargo, las investigaciones citadas se han centrado en evaluar la actividad de los
extractos crudos, pero la identidad y el papel biolégico de sus compuestos bioactivos sigue
siendo dificil de alcanzar. Por ejemplo, poco se sabe sobre la presencia de inhibidores de
proteasa en esta planta.

Los resultados obtenidos en el capitulo 2 para los extractos (EPVs) de moringa
pudieron visualizar una clara y potente actividad antimicrobiana, siendo el extracto que resulto

mas activo contra varias de las cepas ensayadas.
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2. Objetivos de este capitulo.

- Purificar parcialmente y caracterizar bioquimicamente el inhibidor de proteasa cisteinico
(MoPl), que se evidencio en el capitulo 2.

- Obtener parametros de inhibiciéon bacteriana para todos los extractos de moringa ensayados
(MoEC y MoTT), asi como para el inhibidor aislado (MoPl) frente a diversas bacterias
patégenas.

- Corroborar si el inhibidor de proteasa cisteinica aislado (MoPl) es en parte, responsable de
la actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano.

- Corroborar si MoPl posee otras actividades biolégicas que puedan ampliar su

caracterizacién, como ser, actividad anticoagulante, hipoglucemiante, y antioxidante.
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3. Metodologia.

3.1.Preparacion de los Extractos.

Como se describio anteriormente en la Sec. 1.1. del Cap. 2., las semillas de moringa (30 g) se
lavaron con agua destilada y se secaron a temperatura ambiente durante 16-20 h. Se molieron
usando una licuadora con la adicion de 450 mL de tampdn fosfato 0,01 M, pH 7,4 en un bafo
de hielo para evitar una posible desnaturalizacion de las proteinas. Después de incubar
durante 2 h temperatura ambiente, la mezcla se filtr6 con una gasa y el material insoluble se
eliminé mediante centrifugacién durante 30 min a 7000 xg 4 °C. Se recogio el sobrenadante
(de ahora en adelante: MoEC) y se congel6 inmediatamente a -20 °C. El contenido de proteina
total se determind mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976) como describen
Cotabarren et al. (Cotabarren et al., 2020a), utilizando albumina de suero bovino (BSA) como
estandar (0,1 mg / mL). La actividad inhibidora de la papaina se determiné como se describe
en la Sec. 1.3.2. del Cap. 2.

3.2. Purificacion parcial por tratamiento térmico.

Como se habia nombrado, muchos inhibidores peptidicos de proteasa presentan altos niveles
de estabilidad fisicoquimica cuando son sometidos a tratamientos térmicos elevados (alta
temperatura, tiempos prolongados), con pérdida minima de actividad inhibitoria (Cotabarren
et al., 2020.b). Algunos de ellos presentan una estructura compacta estabilizada por
numerosos puentes disulfuro, caracteristica estructural provee a la molécula de cierta
estabilidad frente a determinadas condiciones extremas (Bartova & Barta, 2008; Obregon et
al., 2012).

De esta manera mediante el proceso de tratamiento térmico, aquellas proteinas
termolabiles sufriran desnaturalizacion y seran eliminadas en el proceso de centrifugacion. Por
tal motivo, en este trabajo, al tratamiento térmico se lo considera una primera instancia o paso
de purificacion. De esta manera, el extracto crudo fue sometido a 100 °C durante 15, 60 y 120
min. Posteriormente, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y las proteinas
desnaturalizadas térmicamente se eliminan por centrifugacion durante 30 min a 7000 xg a
4°C.

Finalmente se determiné el contenido total de proteinas y la actividad inhibidora de las
muestras tratadas térmicamente. Cada muestra obtenida se denominé MoTT15, MoTT60 y

MoTT120, de acuerdo con el tiempo de incubacién.
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3.3. Cromatografia de afinidad.

Se cargd una muestra de 150 mL de MoTT15 en una columna (1,5 x 12 cm) conteniendo
papaina inmovilizada en glioxil-agarosa, conectada a un Akta-Purifier (Healthcare, Chicago,
IL, EE. UU.) previamente equilibrada con tampoén fosfato 0,01 M, pH 6,5, considerado el pH
Optimo para la interaccién papaina-inhibidor (Obregén et al., 2012). Después de la eliminacion
completa de las proteinas no retenidas con el buffer de equilibrio, las proteinas de interés se
eluyeron generando un cambio repentino de pH mediante la adicion de HCI 0,01 M, pH 2,5 a
un caudal de 0,7 mL/min. Las fracciones eluidas fueron inmediatamente neutralizadas
mediante la adicion de NaOH 0,1 M. El inhibidor de papaina purificado se denomind MoPI.
(Inhibidor de papaina de M. oleifera). La actividad inhibidora de papaina y la cuantificacion de
proteinas fueron determinadas como se describio anteriormente (sec. 1.3.2. del cap. 2 y sec.
1.2. del cap. 2.). Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE como se describe por

Cotabarren y col. (Cotabarren et al., 2015).

3.4. Analisis enzimatico de la actividad inhibitoria frente a papaina.
La actividad inhibitoria de papaina se determind utilizando el sustrato especifico L-piroglutamil-
L-fenilalanil-L-leucina-p-nitroanilida (PFLNA), tal como se explicé en la metodologia del Cap.
2. Sec. 1.3.2., con algunas modificaciones. Se controld la hidrdlisis de PFLNA midiendo el
aumento de la absorbancia a 410 nm a 37 °C cada minuto durante 10 (Obregon et al., 2012).
Los volumenes de reaccion se adaptaron a una placa de 96 pocillos con un volumen final de
200 pl. La inhibicion de la actividad de la papaina provocd una disminucion en la tasa de
hidrélisis del sustrato, lo que resultd en la atenuacién de la pendiente de hidrdlisis. La actividad
inhibitoria fue estimada como la actividad proteolitica residual en presencia del inhibidor y
expresada como porcentaje de inhibicion en comparacion con el ensayo de control (en
ausencia del inhibidor). En el caso de las muestras tratadas térmicamente, el volumen utilizado
en cada ensayo fue de 20 uL. Una unidad inhibitoria de papaina (1 UIP) se definié como la
disminucién de 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm por ensayo de 10 min, a 37 °C. La
constante inhibitoria (Ki) y la ICso (definida como la concentracion de inhibidor requerida para
disminuir en un 50 % la actividad de la enzima) se calcularon de acuerdo con el protocolo
descrito por Tellechea (Tellechea et al., 2016), modificado para inhibicion de la papaina. Todas

las mediciones se realizaron por triplicado.
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3.4.1. Determinacion de la ICso.

Se realiz6 una curva dosis respuesta. La ICso fue determinada midiendo la actividad inhibitoria
de los diferentes extractos vegetales a distintas concentraciones proteicas, hasta que la
actividad enzimatica disminuyé completamente. Para ello se normalizaron las pendientes
relativas a la pendiente obtenida sin extracto y expresadas en valor porcentual. Luego se utilizd

el programa GraphPad para ajustar los datos a la siguiente ecuacion:

_ 100
14+10 (X—logICsp)

Dénde X es el log de la concentracién proteica ensayada, e Y es la actividad
enzimatica normalizada (relativa a la condicion control expresada como porcentaje de maxima

actividad).

3.4.2. Determinacion de la constante cinética de inhibicién (Ki).

La constante cinética de inhibicion se calcul6 a partir del grafico de Dixon (1/v vs [I], donde [I]
es la concentracion de inhibidor). Los ensayos se realizaron a concentraciones crecientes de
muestra y dos concentraciones fijas de sustrato. Luego se expresaron los valores de 1/v vs.
[1]y se calcul6 el valor de Ki a partir de la interseccion de las dos curvas. (Dixon, 1953; Cornish-
Bowden, 1974).

3.5.Actividad anticoagulante.

Se evalud la actividad anticoagulante de MoPI mediante ensayos con coagulémetro digital
Coatrom M1. Se utilizé como plasma de referencia, un preparado de plasma sanguineo
humano, el cual se fabrica conformando un “pool” a partir de muestras obtenidas de pacientes
voluntarios con valores normales en los parametros hemostaticos. Las muestras sanguineas
fueron colectadas en tubos que contenian una solucion de citrato de sodio al 3,8% p/v
(anticoagulante), de manera tal de mantener una relacion (1:9) en la cual por cada volumen
de solucién de anticoagulante se agregaron 9 volumenes de sangre entera. El plasma pobre
en plaquetas fue obtenido de la fraccion superior del sobrenadante resultante de centrifugar
dicho pool a 2500 xg durante 15 min a temperatura ambiente. Las muestras de plasma pobre
en plaquetas (ppp) obtenidas, fueron reunidas, divididas en alicuotas y almacenadas a -80°C
hasta su uso.
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Para evaluar la accién de los inhibidores sobre las vias de la coagulacion se empled
como muestra el “pool de ppp” descripto anteriormente. Para ello se incubaron 10 ul de
diferentes concentraciones de la muestra del inhibidor desalado o buffer (blanco) con 100 pl
del ppp durante 2 minutos a 37 °C. Inmediatamente se medi6 el tiempo de coagulacion
mediante el uso de kits comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante (Wiener Lab).
Los ensayos de incubacion del ppp con el EPV se repitieron al menos 3 veces y los valores

de los tiempos de coagulacion se expresaron como la media + desviacion estandar.

3.5.1. Tiempo de protrombina (TP).

Esta prueba permite evaluar el funcionamiento de la via extrinseca de la coagulacion y
consiste en medir el tiempo de coagulacion de un plasma descalcificado en presencia de
tromboplastina tisular y Ca*2. Para ello, 25 ul de la mezcla ppp con el inhibidor o buffer se
incubaron con 50 ul del reactivo comercial Soluplastin (Wiener Lab.), que contiene
tromboplastina tisular y Ca*?, pre incubados previamente a 37 °C. Se medié el tiempo hasta

la aparicidon del coagulo (TP).

3.5.2. Tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT).

Esta prueba permite evaluar el funcionamiento de la via intrinseca de la coagulacion y consiste
en medir el tiempo de coagulacién del plasma descalcificado en presencia de un exceso de
tromboplastina parcial, una superficie cargada negativamente y Ca*2. Se incubaron 25 pl de
la mezcla ppp con el inhibidor y se incubaron con 25 ul del reactivo A (cefalina y acido ellagico,
Wiener Lab.), durante 3 minutos a 37 °C. Luego se agrego el reactivo B (Ca*?) y se medio el

tiempo hasta la aparicion del coagulo (aPTT).

3.6. Actividad Antibacteriana.

Para determinar la capacidad inhibitoria sobre el crecimiento de diversas cepas bacterianas
por parte del inhibidor, se realizé el ensayo de difusidén en agar basado en la prueba de Kirby-
Bauer con ligeras modificaciones (Bauer et al., 1966). Inicialmente, los preindculos de
diferentes microorganismos patogenos (Citrobacter amalonaticus, Enterobacter cloacae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium'y Staphylococcus aureus) se cultivaron a
37 °C durante 18-24 h y se ajusto la turbidez de la suspension bacteriana con una solucion
fisiologica a escala de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Los inéculos se sembraron en

placas de agar Muller Hinton, en las que se coloc6 una gota de 10 pL de inhibidor. Una vez
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seca la gota colocada en la placa, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Luego, se
midieron los diametros de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano (en milimetros).
Los ensayos se realizaron por triplicado, incluyendo los respectivos controles. (Revisar Sec.
1.8.1. Cap. 2).

3.7.Determinacion de la actividad antioxidante.
3.7.1. Método de ABTS.
Ver metodologia Cap. 2. Sec. 1.3.

3.7.2. Método de DPPH.
Se basa en la captura del radical 2,2-difenil-1-picrylhidrazyl (DPPH) por los compuestos
antioxidantes, produciendo un descenso de la absorbancia a 517 nm. Las pruebas se llevaran
a cabo por triplicado y se calculara el valor ICso que representa la concentracion del EPV que
causa el 50% de neutralizacién del radical (Stef et al., 2009).

La técnica se realizara mezclando concentraciones crecientes de EPVs con 50 uL de
DPPH 0.2 mM disuelto en 150 yL de metanol (Brand Williams et al., 1995). La absorbancia
maxima de DPPH sera medida reemplazando el volumen de EPV por el equivalente de agua.
Luego de 20 minutos de incubacién a 37 °C en oscuridad, se leera la absorbanciaa 517 nmy

se calculara el porcentaje de actividad antioxidante correspondiente.

(%) Actividad en Eliminacion de Radicales DPPH = 100 X ( Al -A2 )
Al

Donde A7 es la absorbancia del control sin muestra y A2 es la absorbancia en

presencia de muestra y DPPH.

3.8. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.

Se realizé este experimento segun lo descripto en el Cap. 2 Sec. 1.4.

3.9. Anadlisis estadistico.
Los analisis estadisticos (ANOVA) se realizaron con GraphPad Prism (v6.03, GraphPad
Sofware Inc. San Diego, CA, EE. UU., 2012). Las diferencias significativas entre las medias

de los parametros se determinaron mediante la prueba post-hoc de Tukey (p < 0,05).
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4. Resultados y discusiones.

4.1. Aislamiento y purificacién de MoPI.

Se sabe que las semillas de moringa son fuentes ricas en lipidos (31%) y su eliminacion
conduce a un expeller alto en proteinas (19%), generando un producto interesante para la
nutricion humana. Como se describe en la Secc. 1.1. del cap. 2., preparamos un extracto crudo
de semillas de M. oleifera (MoEC). La concentracion de proteina de la muestra fue de 3,51
0,03 mg / mL ver Tabla 7 que esta en acuerdo con informes anteriores (Abreu-Payrol et al.,
2017). Respecto a la actividad inhibitoria de MoEC, se observo que inhibe fuertemente la

papaina con un valor de ICs0 de 0.025 pg / mL.

Tabla 7: Concentracion de las muestras de Extractos Crudos y los diferentes
Tratamientos Térmicos de M. oleifera.

Contenido Proteico

Muestra Total (mg/mL)?
Extracto Crudo de M. oleifera 3.51 £.0.03
Extracto Crudo de M. oleifera luego
de un tratamiento a 100°C por 15 minutos (MoTT15) 1.73+.0.05

Extracto Crudo de M. oleifera luego 166 +.0.06
de un tratamiento a 100°C por 60 minutos (MoTT60) T

Extracto Crudo de M. oleifera luego 1.30 +0.04
de un tratamiento a 100°C por 120 minutos (MoTT120)

Concentracion proteica del extracto crudo de M. oleifera, y de tres extractos tratados
térmicamente a 100 °C por diferentes periodos de tiempo (15, 60 y 120 min). @

Los valores son la desviacion estandar media (n=3).

Como se menciond anteriormente, se han purificado varios inhibidores de proteasas
vegetales y se ha encontrado que son estables y activos a altas temperaturas (Cotabarren et
al., 2020%; Prathibha et al.,1995). Por esta razén, se incubé al MoEC a 100 °C durante 15, 60
y 120 min como paso inicial de purificacién. Como se observa en la Tabla 1, el tratamiento a
100 °C produjo una disminucién en el contenido de proteinas de 50-60% con respecto al
extracto crudo. A continuacion, se determind la actividad inhibitoria de papaina en las

muestras correspondiente a cada tratamiento térmico (MoTT15, MoTT60 y MoTT120).
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Figura 65. Aislamiento y purificacion del inhibidor de Papaina (MoPl) de M. oleifera, desde extracto
crudo (MoEC). (A) % de actividad inhibitoria de Papaina en presencia de diferentes muestras
tratadas térmicamente de M. oleifera. MoEC: Extracto Crudo de M. oleifera, MoTT15-120:
Extracto Crudo de M. oleifera luego de un tratamiento a 100 °C por 15, 60 y 120 min.

* p < 0.05, comparado con el control; 2 p < 0.05 comparado con MoEC; ® p < 0.05
comparado con MoTT15; ¢ p < 0.05 comparado con MoTT60 (one-way ANOVA y test de
comparacion multiple de Turkey). (B) Purificacién de un inhibidor de Papaina de M. oleifera por
cromatografia de afinidad con Papaina inmovilizada. Las fracciones con actividad inhibitoria (zona
gris) fueron recolectadas y nombradas MoPI. (C) Electroforesis (SDS-PAGE, 21%V/V) del inhibidor
de Papaina de M. oleifera (MoPlI). Calle 1: Marcador de baja masa molecular.; Calle 2: Inhibidor de
Papaina de M. oleifera purificado.

Como se muestra en la Figura 70, la actividad inhibitoria contra papaina se mantuvo
incluso después de 120 min. de incubacion, sugiriendo una extraordinaria termoestabilidad del
inhibidor. Vale la pena mencionar que esta propiedad es muy interesante para muchas
aplicaciones biotecnoldgicas, detras de un valor anadido para su explotacion comercial
(Pandhare et al., 2002).
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Ademas de la estabilidad térmica, también evaluamos el efecto de temperatura sobre
la estabilidad del inhibidor a dos valores de pH extremos (pH 2 y 9). Asombrosamente,
después de 60 min de incubacion, pudimos recuperar el 100% de la actividad inhibidora contra
papaina. Esta estabilidad fisicoquimica inusual es una caracteristica notable de las
fitocistatinas. Hasta ahora, solo hay un informe anterior que describe un inhibidor de papaina
aislado de Semillas de Vigna unguiculata que presentaban tanto estabilidad térmica como

tolerancia similar en una amplia gama de pH (Junior et al., 2017).

4.2. Purificacion de un inhibidor de papaina de moringa (MoPIl) mediante cromatografia
de afinidad.

Como se muestra en la Tabla 8. y en la Figura 70, MoTT15 es la muestra con una mejor
relacion entre conservacion de la actividad/eliminacion de proteinas solubles no inhibitorias.
Es mas, este tratamiento térmico representa un paso de purificacion simple y crucial para
lograr una purificacion del inhibidor.

MoPI se purificé a partir de MoTT15 después de realizar un paso de centrifugacion de
alta velocidad. Después de la centrifugacion, el sobrenadante que contenia el inhibidor se
purificd por cromatografia de afinidad utilizando un soporte especial a base de glioxil-agarosa
que contiene papaina covalentemente inmovilizada. Luego, se determiné la actividad
inhibidora de papaina de las fracciones eluidas. Como se muestra en la Figura 70.B, el
inhibidor purificado eluydé como un solo pico que contenia una concentracidén de proteina de

0,16 £ 0,01 mg/mL y actividad inhibidora especifica sobre papaina de 10,81 UIP/mg (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacion de los productos generados en los diferentes pasos de

purificacion de los extractos de M. oleifera.

PASO DE | Cantidad de Actividad total | Actividad inhibitoria | Gradode |Rendimiento
PURIFICACION Proteina total (mg) | inhibitoria (UIP)a| especifica (UIP/mg)| Purificacién (%)
Extracto Crudo 564,6 + 4.8 425+6.7 0,07 £ 0.01 1,0 100

Tratamiento térmico a 100°C 2595+7.5 39,8+4.3 0,15+ 0.01 2.1 93,7
Cromotografia de afinidad 1,3%0.1 141+24 10,81 + 1.31 154 .4 33,2

@ Una Unidad Inhibitoria de Papaina (1 UIP) fue definida como la cantidad del inhibidor que genera un
decrecimiento del 0.1 en la absorbancia a 410 nm bajo las condiciones del ensayo. °? El grado de
purificacion fue calculado como la relacidon entre la actividad inhibitoria especifica determinada
después de cada paso de purificacion, respecto de la actividad inhibitoria especifica inicial presente
en el extracto crudo. °El rendimiento fue calculado como la actividad inhibitoria después de cada
paso de purificacion respecto de la del extracto crudo (%).
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Después las diferentes etapas de purificacion, MoPI presenté un peso molecular
aparente de 19 kDa (Figura 70. C). Este tamafo estad de acuerdo con el tamano de otras
fitocistatinas previamente aisladas de plantas, es decir, fitocistatina de ajo (Siddiqui et al.,
2017), inhibidor de la proteasa de cebada y Inhibidor de la cisteina del frijol caupi, Vigha

unguiculata (Junior et al., 2017).

4.3.Cinética de inhibicion.

Los estudios cinéticos de la actividad de inhibicion de MoPI se llevaron a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Tellechea et al (Tellechea et al., 2016). El analisis de los datos reveld
que MoPI tiene un valor de ICso de 0.11 ug/mL (5.7 x 107° M, Fig. 66. A) y un valor de Ki de
2.1 x 107°M (Fig. 66. B).
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Figura 66: Estudios cinéticos sobre el inhibidor de papaina de M. oleifera. (A) Curva de dosis-
respuesta para la determinacion de ICso. (B) Grafico de Dixon (1 / v vs [l]) para la identificacion del
parametro Ki. Cada punto representa la media de tres estimaciones.

En comparacion con otros inhibidores de proteasa termoestables reportados
previamente en la literatura (Cotabarren et al., 2020a), MoPI presenta uno de los valores de
ICs0 mas bajos (Tabla 9), mostrando una potente actividad inhibitoria de papaina, ya que
requiere concentraciones bajas para producir una alta inhibicion de la misma. En comparacion
con otros fuertes inhibidores de proteasas termoestables encontrados en la literatura
(Cotabarren et al., 2020a), MoPI presenta mayor capacidad inhibidora que el inhibidor de
tripsina de Jatropha curcas (ICso = 1,25x10® M); (Costa et al., 2014), inhibidor de tripsina de
Erythrina velutina (ICso = 2,2x10-6 M); (Machado et al., 2013), e inhibidor de tripsina de
Sapindus saponaria (ICso = 8,3x10-8 M); (Macedo et al., 2011).
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Tabla 9. Termoestabilidad de las fitocistatinas aisladas en los ultimos 20 afos.

. Nombre de
GPC

dium Bulbo 8.5x 10° 12.5 A
VuCys1 Vigna Recombinante N/D N/D 10.7 (1) | 100 | 60 | 100 B
VuCys2 | unguiculatam (hojas) N/D N/D 21.9(2) | 100 | 60 | 90
YMP Brassica alba Semillas 3.1x107 |9.0x 107 26 .4 90 30 | 10 C
oo | Prunus dulcis Frutos | 454x10° | ND | 634 | 90 | 30 [15 | D
M“Tsltj}rd Brassica juncea | Semillas | 1.0x 107 N/D 18.1 9 |[30]|25 | E
SBPC Gicine max Haba 359x10° | N/ID 19 9 | 30|15 | F
PMC | thazgggls Semillas N/D N/D 19.1 (1) 80 30 | 80 G
PMC I N/D ND | 175(2) | 90 | 30 | 55
CICPI sl Semillas | 4.1x107 |g85x107| 183 | 100 | 30 | 90 | H
MoPI Moringa Semill 21x%x10° . 20 [
oleifera emilias X 57x10 19 100 | %5 | 60
60

Abreviaturas: Ki: Constante de inhibicion; ICse: Cantidad de inhibidor necesaria para producir una
inhibicion de la papaina del 50%. PM: Peso Molecular; T: temperatura; t: Tiempo de incubacion; AlR:
Actividad Inhibitoria Residual; Ref.: Referencia (A) Siddiqui et al., 2017; (B) Junior et al., 2017; (C)
Shamsi et al, 2017; (D) Siddiqui et al, 2016; (E) Khan et al., 2016; (F) Siddiqui et al., 2019; (G) Rashid
et al, 2006; (H) Melo 2019). (1) Cotabarren et al., 2021.

MoPI también presenta una constante inhibitoria (Ki) significativamente baja en
comparacién con otros IP termoestables, tales como el inhibidor de la proteinasa de papaya
(Ki = 3x107 M; (Azarkan et al., 2006), el inhibidor de proteinasa de Cajanus cajan (2,72x107
M), (Swathi, 2014), el inhibidor de proteasa de Albizia amara (1.24x10® M), (Dabhade et al.,
2016) y el inhibidor de proteasa del ajo (Allium sativum) (8.5x108 M), (Siddiqui et al., 2017),
siendo la primera fitocistatina termoestable aislada hasta la fecha con tal potencia inhibitoria.
Por otro lado, luego de una extensa busqueda bibliografica, se pudo observar que mientras la
mayoria de las fitocistatinas mantienen solo un 10-25% de su capacidad inhibitoria luego de
una incubaciéon de 80-90°C, MoPI conserva la capacidad inhibitoria total luego de 15 min de
incubacion a 100°C, dato que afianza ser una de las fitocistinas mas estables reportadas a la
fecha. Solo VuCys1 (Junior et al., 2017) presenta termoestabilidad luego de 60 min de
incubacion a 100°C, sin embargo, no se report6 la cinética inhibitoria de este inhibidor, por lo
que no es posible comparar la capacidad inhibitoria de VuCys1 con la observada para MoPI.
Es importante notar que, aunque las fitocistatinas incluidas en la Tabla 9 fueron clasificadas

por sus autores como |P altamente termoestables, informamos en un articulo publicado
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recientemente (Cotabarren et al., 2020.a) que tales fitocistatinas no se encuentran dentro del
super inhibidores estables. Por este motivo, los datos actuales de estabilidad, 1Cso y Ki
posicionan a MoPl como una de las fitocistatinas con mayor progresion, interés e impacto por
su uso biotecnologico, por encima de otras fitocistatinas estudiadas hasta la fecha.

Una de las aplicaciones biotecnolégicas mas prometedoras de los IPPs es su inclusion
en el desarrollo de cultivos transgénicos. Para ello se realizaron varios estudios dirigidos a
caracterizar la dependencia de la estabilidad térmica de los IPPs respecto al pH, y se
establecieron las condiciones 6ptimas para la aplicacion de estas proteinas en biotecnologia,
tanto la involucrada en el desarrollo de dichos cultivos resistentes a las plagas de insectos
(Lanzotti, 2006) como en la industria farmacéutica como inhibidores especificos de patégenos

como hongos y bacterias (Ryan, 1990).

4.4 Actividad anticoagulante.

No se han encontrado publicaciones anteriores a lo presentado en este trabajo respecto de
fitocistatinas con actividad anticoagulante. Recientemente se publicdé una nueva fitocistatina
denominada CsCPI1, de la planta del té (Camellia sinensis) que promueve la actividad
antitrombética (Fang et al., 2023), sin embargo, en comparacion con MoPI, CsCPI1 solo

conserva un 50% de su actividad inhibitoria cuando es incubado a 100 °C durante 5 minutos.

Tabla 10. Tabla comparativa de los tiempos de coagulacion entre un ppp
control y uno tratado con MoPI

MUESTRA Tiempo en Ig prueba Tiempo en la prueba
de Protrombina (seg)a de aPTT (seg)a

Control 18,6 £ 0,7 444 + 3,1

MoPI 18,1+ 0,7 60,6 +09*

a2 Los valores tienen una media * de desviacion estandar (n=3). *p < 0.05,
comparado con el control (prueba de dos-colas también llamada bilateral).

4.5. Actividad antimicrobiana.

Tal como se demostrdé en el capitulo de caracterizacion de EPVs (Cap. 2), la actividad
antimicrobiana del extracto crudo (MoEC) y la muestra tratada térmicamente (MoTT) fueron
las mas interesantes para continuar con el estudio y caracterizacion de las moléculas
responsables de dicha actividad. En este sentido, se verifico si el potente inhibidor de papaina

de M. oleifera es una de las moléculas responsables de inhibir el crecimiento bacteriano. Como
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se observa en la Tabla 11., los resultados confirman los hallazgos preliminares de Bancessi y

colegas (Bancessi et al., 2020), que informaron actividad antimicrobiana de los extractos de

hojas y semillas de Moringa. En este caso se encontro actividad antibacteriana usando MoEC

en dosis de 175 pg contra E. coli, E. faecalis, S. aureus, E. cloacae, Proteus vulgaris, K.

pneumoniae. Mas interesante aun, la muestra tratada térmicamente, MoTT (85 pg), mostré un

fuerte efecto de inhibicion contra el crecimiento de E. faecalis y S. aureus, al igual que MoPI

en dosis de 24 pg (Tabla 11).

Con los nuevos resultados obtenidos, se puede afirmar que MoPI presenta un perfil

similar de inhibicidon que el observado para el MoTT15, lo que sugiere que MoP!I tendria una

fuerte propiedad antibacteriana contra E. faecalis y S. aureus. Cabe senalar que las pruebas

fueron realizadas utilizando una concentracion de muestra de MoPI relativamente baja.

Evaluacion de la actividad antibacterial del Extracto Crudo de M oleifera (MoEC), del Extracto

con Tratamiento Térmico (MoTT) y el inhibidor purificado MoPI.

Tabla 11. Resultados de las pruebas de sensibilidad de MoEC, MoTT y MOPI, ante un grupo

ampliado de bacterias.

BACTERIA

MoEC

MoTT

MoPI

Citrobacter amalonaticus CIPROVE

(175ug)

(85H9)

(24p9)

Enterobacter cloacae CIPROVE + = -
Enterococcus faecalis ATCC29212 - ++ ++
Escherichia coli ATCC25922 + - -
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 + - -
Proteus vulgaris CIPROVE + - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 - - -
Salmonella typhimurium CIPROVE - . -
Staphylococcus aureus ATCC29213 +++ R +

ATCC: American Type Culture Collection; CIPROVE: cultivos de la coleccién del CIPROVE, Facultad
de Cs Exacta, Universidad de La Plata. Zonas de Inhibicion (+++): zonas de inhibicién mayores a
7mm; (++): zonas de inhibicién mayores a 6mm; (+): zonas de inhibicion mayores a 5mm; (-): no se

observa inhibicion del desarrollo.

Como se menciond anteriormente, la Unica fitocistatina conocida con actividad

antibacteriana es una cistatina de kiwi que inhibe el crecimiento de Agrobacterium
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tumefaciens, Burkholderia cepacia y Erwinia carotovora (Popovic et al., 2012). El estudio de
esta tesis representa una nueva evidencia del papel antimicrobiano de las fitocistatinas,
ampliando sus posibles aplicaciones biomédicas.

Hasta el momento no hay evidencia de que las cistein proteasas (ausentes en el
sistema intestinal humano) tengan algun papel importante, en comparacién con las serin
proteasas, en la degradacién de los alimentos humanos. Por lo tanto, las cistatinas vegetales
tendrian caracteristicas apropiadas para ser utilizadas como productos farmacéuticos y/o para
ser incorporadas como nutracéuticos debido a sus propiedades antimicrobianas y antivirales,
ya que solo pueden interactuar con cisteina proteasas microbianas o virales en el intestino
humano (Atkinson et al., 2004). Ademas, mediante técnicas de Biologia Molecular, se podrian
generar cistatinas modificadas que podrian actuar como potentes agentes nutracéuticos para
el desarrollo de un producto alimenticio disefiado a partir de plantas modificadas
genéticamente que permita prevenir la infeccién de patdégenos en el sistema digestivo humano
(Cotabarren et al., 2019). Se sabe que, con el objetivo de hacer llegar las propiedades de la
Moringa al consumidor, se estan realizando estudios con diferentes alimentos, principalmente
productos carnicos y panes, en los que se incorpora la Moringa (hoja, semilla, extractos, etc.)
como ingrediente. En productos carnicos se utiliza como conservante y aditivo antioxidante
con muy buenos resultados sin afectar las caracteristicas sensoriales del producto final. En el
sector de la panaderia, el objetivo suele ser el enriquecimiento nutricional de los alimentos.
Seria muy interesante incorporar extractos de semillas de Moringa como aditivo alimentario,
sustituyendo a diferentes conservantes y antioxidantes quimicos, y al mismo tiempo su uso en
la elaboracion de productos basicos de alto valor nutritivo, ideales para determinados grupos
de poblacion con mayor riesgo de desnutricidn. Hay indicios de que la industria se esta
preparando para una gran inversidn en "alimentos de disefio" con beneficios para los
humanos. Dichos alimentos, que en ultima instancia podrian disminuir la demanda de
medicamentos, también podrian ayudar a controlar enfermedades y trastornos a menudo

asociados con un cambio en el estilo de vida.

4.6. Actividad antioxidante.
No se han encontrado resultados alentadores para las muestras de MoPl en las

concentraciones a las que se ha conseguido producir este inhibidor.

PAGINA 141



Capitulo 3

4.7. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.
No se han encontrado resultados positivos para las muestras de MoPI a las concentraciones

investigadas.

5. Conclusiones de este capitulo.

En este capitulo, se estudio el aislamiento y la purificacion del primer inhibidor de papaina de
semillas de M. oleifera, con elevada estabilidad térmica y al pH, mostrando una sorprendente
actividad inhibitoria contra papaina con valores de Ki e ICso en el rango nanomolar, lo que
convierte a este inhibidor en una de las fitocistatinas mas poderosas encontradas hasta la
fecha. Por otra parte, MoPI presenta un fuerte efecto antimicrobiano frente a cepas de
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus y posee actividad anticoagulante contra la via
intrinseca de la cascada de la coagulacion.

En conjunto, estas propiedades posicionan a esta nueva molécula como un potencial
agente antibacteriano natural adecuado para aplicaciones biotecnolégicas y farmacéuticas.
Esta investigacion también contribuye al conocimiento de caracteristicas inéditas en este tipo
de inhibidores, siendo el primer inhibidor de cisteina proteasa de origen vegetal con esta

particular combinacion de actividades bioldgicas (actividad antibacteriana y anticoagulante).

Resumen de conclusiones especificas:

e Se prepard un extracto crudo de semillas de M. oleifera (MoEC) cuya concentracién de
proteina fue de 3,51 + 0,03 mg / mL. MoEC inhibe fuertemente la proteasa papaina con un
valor de ICso0 de 0.025 pg/mL.

e El inhibidor MoPI presente en MOoEC y en MoTT mantiene su actividad inhibitoria a
temperaturas (100 °C, 120 min) y pHs extremos (2 'y 9).

e Luego de la purificacion MoPI presenté una concentracién de proteina de 0,16 + 0,01
mg/mL y un peso molecular aparente de 19 kDa estimado por SDS-PAGE.

e MoPI present6 actividad inhibitoria especifica sobre papaina de 10,81 UIP/mg., un valor de
ICs0 de 0,11 pg/mL (5.7 x 107° M) y un valor de Ki de 2,1 x 107° M. En comparacion con
otros inhibidores de proteasa termoestables reportados previamente en la literatura MoPI
presenta uno de los valores de ICs0 mas bajos.

e MoPI presentd, a la concentracion evaluada (12,5 pg/mL), un incremento del 25 % en el
tiempo de tromboplastina parcial activada, respecto de la muestra control al ser ensayada
la via intrinseca. Este resultado sugiere una potencial aplicacién del inhibidor de papaina
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de M. oleifera como agente anticoagulante de origen natural como alternativa a los agentes
anticoagulantes convencionales.

o Respecto al comportamiento de MoPI para la via extrinseca los valores obtenidos no dan
indicios de actividad inhibitoria.

¢ MoPI presenta inhibicion del crecimiento bacteriano, contra las cepas E. faecalis y S.
aureus.
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CAPITULO 4

Purificacion y caracterizacion
bioquimica y biolégica de un potente y
termorresistente inhibidor de tripsina de
Geoffroea decorticans (GdTI). Potencial
aplicacion como anticoagulante e
hipoglucemiante.
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1. Introduccioén

1.1. Resumen de las propiedades nutricionales y medicinales del chaiar.

Las propiedades medicinales de la fruta del chafar han sido comprobadas cientificamente
como un antitusivo, expectorante, analgésico y antiinflamatorio (Quiroga et al., 2009;
Costamagna et al., 2016; Reynoso et al., 2013; Jiménez-Aspee et al., 2017), siendo esta ultima

afectada por el calor cuando se consume en su forma cocida (arrope).

1.2. Proteasas serinicas e inhibidores de proteasas serinicas.

Las proteasas serinicas son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de péptidos y
proteinas y poseen en su sitio activo un aminoacido serina esencial para la catélisis
enzimatica. Esta clase de enzimas incluye a la tripsina, quimotripsina, subtilisina, granzima y
otras. En animales, se encuentran en pancreas e intestino, y son activas de pH neutros a
alcalinos; inactivandose o volviéndose inestables a pH acido (Lizarazo Rodriguez, 2008)

Este tipo de proteasas cortan la cadena polipeptidica en el extremo carboxilo (C-
terminal) de aminoacidos especificos (Arg y Lys), y dicha escision se lleva a cabo en medio
de la cadena peptidica y no en sus residuos terminales (Olsen et al., 2004), formando parte
del grupo de endopeptidasas. Por ejemplo, la tripsina corta en el extremo carboxilo de los
residuos basicos como la lisina o la arginina, mientras que la quimotripsina lo hace junto a
residuos hidrofobos, como la fenilalanina.

La tripsina es la mas estudiada de este grupo de proteasas ya que es primordial para
el proceso digestivo de muchos animales. Se secreta en el pancreas, posee un peso molecular
de 22 a 24 kDa y presenta actividad a pH entre 7.5 a 10 y temperaturas éptimas entre 35-
45°C, siendo su pH y temperatura 6ptima 8 y 37°C respectivamente (Janssen et al., 2004).

El residuo de aspartato (Asp 189) localizado en la region catalitica de las tripsinas
atrae y estabiliza lisinas y argininas (ambas cargadas positivamente), y por ello es responsable

de la especificidad de la enzima.
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¢ Inhibidores de serin proteasas.

La mayoria de los IPPs de origen vegetal son inhibidores de serin proteasas (Fan & Wu, 2005).
En general, sus pesos moleculares van desde los 4-20 kDa, muchos de ellos son hidrofébicos,
catiénicos y con un alto contenido de residuos de cisteina. Estos residuos forman puentes
disulfuro intra o intercatenarios, generando una estructura compacta y estable. Varios estudios
llevados a cabo en los ultimos afos han demostrado que la alta estabilidad fisicoquimica de
los IPPs es usualmente consecuencia de su estructura (Torres-Castillo et al., 2009; Souza et
al., 2014; Cotabarren et al., 2018; Martins et al., 2018; Cotabarren et al., 2020).

¢ Inhibidores de tripsina.

Los inhibidores de tripsina, luego de una extensa busqueda bibliografica, parecerian
encontrarse sélo en leguminosas. En presencia de una proteasa y un sustrato producen una
notoria disminucién en la velocidad de la reaccion catalizada por la primera. En la soja, siendo
la familia de inhibidores mas estudiada y caracterizada, se encuentran diferentes tipos; de los
cuales se destacan el de Kunitz y Bowman-Birk, que constituyen aproximadamente un 15%
de las proteinas de la semilla. Sin embargo, este significativo porcentaje de inhibidores de
proteasas, hace que se los considere como antinutrientes por impedir la protedlisis digestiva

de la soja (Quicazan & Caicedo, 2012).

2. Objetivos de este capitulo

Los extractos de Geoffroea decorticans (chafar) presentaron muy buena actividad inhibitoria
de tripsina. El objetivo principal de este capitulo sera la busqueda de un inhibidor de proteasa
que mantenga dicha actividad y su caracterizacion y purificacion parcial. Aunque el contenido
nutricional de las semillas de chanar y el aislamiento de varios compuestos fendlicos ya han
sido descritos, ninguna molécula de origen proteico de esta muestra vegetal ha sido reportada
hasta la fecha.

- Purificar parcialmente y caracterizar bioquimicamente al inhibidor de proteasa serinica (GdT])
que se observo en el capitulo 2.

- Corroborar si GdTI es en parte, responsable de las actividades antioxidantes encontradas en
el capitulo 2.

- Corroborar si el inhibidor posee otra actividad bioldgica que puedan ampliar su
caracterizacién, como ser, actividad anticoagulante y actividad inhibitoria de la enzima a-

glucosidasa.
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3. Metodologia.
3.1. Material Vegetal y Obtencién del EC

Se realizé segun la metodologia descripta en la Sec. 1.1. Cap. 2.

3.2. Determinacion del contenido proteico

Acorde a la metodologia descripta en la Sec. 1.2. Cap. 2.

3.3. Ensayos cinéticos de inhibicion de tripsina

La actividad inhibitoria de la tripsina se determind utilizando el sustrato N-a-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BApNA) segun Erlanger, Kokowsky & Cohen (Erlanger et al., 1961) con
ligeras modificaciones y adaptado a una placa de 96 pocillos. Se preincubd una cantidad fija
de tripsina (0,25 mg/mL) con diferentes concentraciones del extracto (que oscilaron entre 0 y
50 pg/mL) en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 7,5) que contenia CaClz 50 mM. Después de 10 min
de preincubacién a 37 °C, se anadido el sustrato a cada mezcla de reaccién a una
concentracion final de 1 mM. La hidrdlisis de BApNA se registré mediante el aumento de la
absorbancia a 410 nm a 37 °C cada minuto durante 10 min. Una unidad inhibitoria de tripsina
(1 UIT) se definié como la disminucién de 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm por ensayo
de 10 min, a 37 °C. Las mediciones se realizaron por triplicado y también se incluyeron blancos

apropiados. (Sec. 1.3.1. Cap. 2).

3.4. Purificacion parcial por tratamiento térmico.

El extracto crudo (GdEC) se sometié a un amplio rango de temperaturas (40 °C, 50 °C, 60 °C,
70 °C, 80 °C, 90 °C y 100 °C) en bafio maria durante 30 min. Después de enfriar a temperatura
ambiente, las proteinas desnaturalizadas térmicamente se eliminaron mediante centrifugacion
durante 30 min a 7000 xg y 4 °C. Posteriormente, se determino el contenido de proteina total
y la actividad inhibitoria del extracto crudo no tratado y las muestras tratadas térmicamente.
Cada muestra obtenida se denomin6é GdTT40, GdTT50, GdTT60, GdTT70, GdTT80, GATT90
y GdTT100, de acuerdo con la temperatura de incubacion utilizada. (Sec. 3.2. del Cap. 3).

3.5. Cromatografia de exclusién molecular.

Se carg6 una alicuota de 2 mL de GdHT90 (80 ug/mL) en una columna Sephacryl-S100 HR
(1,5 x 40 cm) conectada a un purificador Akta (GE Healthcare) previamente equilibrado con
buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 7,5). La elucion se llevdé a cabo a una velocidad de flujo de 0,8
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mL/min, controlando la absorbancia a 280 nm, y se evalué la actividad inhibitoria de tripsina

en las fracciones, como se describié anteriormente.

3.6. Cromatografia de afinidad a tripsina.
La muestra a ser purificada por cromatografia de afinidad a tripsina se sembré en una columna
cromatografica conteniendo tripsina inmovilizada (1,5 x 12 cm) en soportes de glioxil-agarosa.
La columna fue previamente equilibrada con buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 y luego fue conectada
al equipo Akta-Purifier (GE Healthcare). Las fracciones proteicas no retenidas fueron eluidas
con el mismo buffer a un flujo de 0,7 ml/min y midiendo la absorbancia a 215 nm, 280 nm y
330 nm hasta llegar a cero. A continuacion, la fraccién retenida fue eluida generando un
descenso progresivo del pH, cambiando el buffer de elucion por HCI 0,01 M para lograr la
desestabilizacion del complejo tripsina-inhibidor. Las fracciones eluidas con pH menor a 7,
fueron neutralizadas por agregado de gotas de NaOH 3 M. Para conservar la columna, la
misma fue lavada con Tris-HCI 0,1 M pH 8, luego con H20 destilada estéril y, por ultimo, con
etanol 20%.

A cada una de las fracciones eluidas que mostraron un pico de absorbancia, se les
determind la concentracion de proteinas mediante el método de Lowry y la actividad inhibitoria
de tripsina (Sec. 1.2. del Cap. 2.). Se empled la técnica de liofilizacion para concentrar las

fracciones proteicas.

3.7. Analisis por electroforesis.

Descripto en el Cap. 1 Sec. 1.5. GAEC y GdTT (GdTT40-GdTT100) fueron analizados por
SDS-PAGE para determinar la pureza del inhibidor de proteasa durante los diferentes pasos
de purificacion.

3.8. Determinacion por espectrometria de masas MALDI-TOF/MS.

Los analisis de Espectrometria de Masas se realizaron en el Centro de Protedmica
CEQUIBIEM, en la Universidad de Buenos Aires-CONICET, de la siguiente manera: la
muestra se mezclé con un volumen igual de solucion matriz de acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico). Previamente, la muestra fue desalada por didlisis en filtros
de 0,022 ym. La mezcla de matriz y muestra a analizar se colocé sobre una placa MTP 384
de acero pulido TF de Bruker Daltonics y las gotas se evaporaron hasta sequedad a

temperatura ambiente. Los espectros de masas se adquirieron en un espectrometro de masas
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Bruker Daltonics Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EE. UU.) que funciona
en un modo lineal positivo.

La identificacion de péptidos se logré mediante digestion triptica y posterior analisis
por nano HPLC acoplado a un espectrometro de masas con tecnologia Orbitrap. El analisis
de los datos obtenidos se realiz6 con el programa Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific)
utilizando la base de datos Fabaceae. Los péptidos identificados se alinearon con el software
BLASTP.

3.9. Efecto del pH y de la temperatura.

Para el ensayo de estabilidad térmica, se incubaron alicuotas de GdTl a 40 °C, 50 °C, 60 °C,
70°C,80°C, 90 °Cy 100 °C durante 1 h y luego se enfriaron a temperatura ambiente. También
se determiné la estabilidad de la temperatura para una temperatura fija (90 °C y 100 °C)
durante 0,5,1,1,5, 2, 2,5, 3,4 y 5 h. En ambos casos, la actividad inhibitoria de tripsina residual
de GdTI se determiné usando BApNA como sustrato, como se describié previamente en la
Sec. 2.7.1. El efecto del pH sobre la estabilidad de GdTI se evalué midiendo la actividad
residual después de la incubacién a varios valores de pH (pH 2, pH 4, pH 6, pH 8, pH 10 y pH
12) durante 1 h a 25 °C. La actividad inhibidora de tripsina residual de GdTI se determiné como

se describi6é previamente en la Sec. 1.3.1. Cap. 2., usando BApNA como sustrato.

3.10. Calculo de ICso y estudios cinéticos.

La cantidad de GdTI necesaria para una inhibicion del 50 % de la actividad de la tripsina se
determiné usando diferentes concentraciones del inhibidor. Para calcular la constante de
inhibicion (Ki) de GdTI, se utilizo el grafico de Dixon (1/v frente a [I], donde [I] es la
concentracion de inhibidor). Los ensayos se realizaron utilizando concentraciones crecientes
de GdTI (0-3,2 ug/mL) y BApNA (1,0 y 2,0 mM) para la cinética de inhibicion de la tripsina. La
tripsina bovina se utilizé a una concentracion fija de 0,25 mg/mL y las reacciones se realizaron
como se describid anteriormente. En la Sec. 3.4.1. Cap. 3. y Sec. 3.4.2. Cap. 3. El reciproco
de la velocidad de reaccion de la enzima se expresé como 1/v, y el valor de Ki se calcul6 a
partir de la interseccion de las dos lineas trazadas para dos concentraciones diferentes de

BApPNA en el grafico de Dixon.
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3.11. Actividad anticoagulante.
Se aplico la metodologia descripta en el Sec. 3.5. Cap. 3.

En este caso se incubaron inicialmente partes iguales de la muestra de ppp y GdTl en
el rango de 0-180 pg/mL, durante 2 min a 37 °C.

Para todos los ensayos, las mediciones se llevaron a cabo por triplicado y se lograron

los controles apropiados.

3.12. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.

Se siguid la metodologia decripta en el Cap. 2 Sec. 1.4. En este caso, se realizd una curva
dosis respuesta a partir de la cual se determiné el parametro cinético ICso. Con la finalidad de
averiguar este valor para el inhibidor purificado GdTI, se normalizaron las pendientes relativas
a la pendiente obtenida sin agregado de muestra y expresadas en porcentaje. Luego se utilizd

el programa GraphPad para ajustar los datos a la siguiente ecuacion:

X corresponde al logaritmo de la concentracion proteica ensayada e Y a la actividad de GdTI

normalizada (relativa a la condicion control expresada como porcentaje de maxima actividad).

Para ello, se preincubd una cantidad fija de a-glucosidasa (0,2 U/mL) con diferentes
concentraciones de GdTI (que oscilaron entre 0 y 2,24 ug/mL) en buffer fosfato de sodio 50
mM (pH 6,8). Después de 15 min de preincubacion a 37 °C, se afnadio el sustrato a cada
mezcla de reaccién a una concentracion final de 0,2 mM. La hidrdlisis de pNPG se registro
mediante el aumento de la absorbancia a 405 nm a 37 °C cada minuto durante 20 min. Las
mediciones se realizaron por triplicado y también se incluyeron blancos apropiados. Las
medidas se realizaron por triplicado y se incluyeron los blancos apropiados correspondientes
a H20 destilada estéril y, ademas, se incluyd un control de concentracion de sales (control
NaCl 25 mM), con el objetivo de probar que la inhibicion de la actividad de la enzima a-
glucosidasa por parte del GdTI se debia exclusivamente a la presencia del inhibidor en la

muestra y no a las sales presentes en la misma.

3.13. Analisis estadistico.
Los andlisis estadisticos (ANOVA) se realizaron con GraphPad Prismv. 01
(http://Iwww.graphpad.com/scientific-software/prism/). Las diferencias significativas entre las

medias de los parametros se determinaron mediante la prueba a-posteriori de Tukey (p= 0,05).
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3.13. Determinacion de la actividad antioxidante.

Se determind la actividad antioxidante para GdTI mediante las técnicas de ABTS y DPPH. La
técnica de ABTS, fue descripta en el Cap. 2. Sec. 1.3. y la técnica de DPPH se realizara tal
como se describe en el Cap.3 Sec. 3.7.2.

4. Resultados y discusiones.

Caracterizacion de un nuevo inhibidor de tripsina obtenido de semillas de G.
decorticans.

4.1. Aislamiento y purificacién de un inhibidor de tripsina de semillas de chanar.

Con la premisa de ampliar los resultados obtenidos preliminarmente en el capitulo de EPVs,
se decidio obtener nuevos extractos crudos y tratamientos térmicos para ampliar los estudios
de caracterizacion de GdEC y GdTT para posteriormente continuar con la caracterizacion y
purificacion de su inhibidor de proteasa serinica.

De acuerdo a la metodologia detallada en la Sec. 1.2. Cap. 2. y Sec. 1.3.1. Cap. 2.,
se obtuvo nuevamente un extracto crudo (GdEC) con un contenido proteico total de 171,2 £
8,7 yg/mL y actividad inhibitoria de tripsina de 21,35 + 3,25 UIT, donde una unidad inhibitoria
de tripsina se definid como la disminucion en 0,01 unidades de absorbancia a 410nm en 10

min de ensayo, empleando BApNA como sustrato a 37 ° C y a pH 8.

4.2. Purificacion parcial por tratamiento térmico.

Como se nombré anteriormente, los IPPs son biomoléculas que presentan gran estabilidad
fisicoquimica con minima pérdida de actividad inhibitoria (Cotabarren et al., 2020; Torres-
Castillo et al., 2009; Souza et al., 2014; Cotabarren et al., 2018; Martins et al., 2018; Qi et al.,
2005).

Por tal motivo, se realizaron varios ensayos planteando diferentes tratamientos
térmicos de GAEC, como paso inicial de purificacion. Para ello, se evalué la actividad inhibitoria
residual de tripsina luego de someter a GdEC a 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 °C por 30 min.,
con la posterior eliminacion de las proteinas desnaturalizadas mediante centrifugacion (Sec.
3.2. Cap. 3.). Como se observa en la Tabla 12, mediante esta estrategia de purificacion parcial
fue posible reducir el contenido proteico total en las fracciones tratadas térmicamente sin
pérdida significativa de la actividad inhibitoria de tripsina.

Asi, fue posible observar una ICso de 0,66 + 0,17 ug/mL para el tratamiento térmico a
90 ° C y una ICso de 0,55 + 0,18 pg/mL para el tratamiento térmico a 100°C. Concentraciones
y valores ICso para GdEC, GdTT40-100.

PAGINA 151



Capitulo 4

Tabla 12. Concentracion proteica en (ug/mL) y valor de ICso para los extractos de Chanar.

Concentracion
Muestra proteica (ug/ml) | 1Cso (HG/MI)

GdEC: Extracto crudo de G. decorticans, GdTT40-100: Extracto con tratamiento térmico
de G. decorticans luego de tratamiento térmico a 40-100 °C por 30 min.

Se pudo evidenciar de esta manera una reduccién general en el valor de las ICso en
funcion del aumento de temperatura, lo cual es consistente con una purificacion parcial del

inhibidor de tripsina de chanar.

Con el fin de evaluar la distribucidn proteica en los diferentes tratamientos térmicos,
se realiz6 un ensayo de SDS-PAGE. En la Figura 73. se puede observar una progresiva
disminucion en las bandas correspondientes a proteinas de alto peso molecular. Se observo
una disminucién en las fracciones proteicas con pesos moleculares mayores a 30 kDa
(fraccidn a) (Figura 68.) como funcién del aumento de temperatura, lo cual puede indicar la
eliminacion de proteinas termolabiles. Ademas, se observé que 4 fracciones proteicas de
aproximadamente 30 kDa, 20 kDa, 15 kDa y menos de 10 kDa fracciones (b), (c), (d), y (e)
respectivamente (Figura 68) no fueron afectadas por el aumento de temperatura, lo que

confirma la presencia de proteinas o péptidos termoestables.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 68. Electroforesis (SDS-PAGE, 12% v/v) tefiidas con plata, de las fracciones proteicas
obtenidas luego de la purificacién parcial por tratamiento térmico. M, marcador de peso molecular; 1,
extracto crudo (GdEC); 2, tratamiento térmico a 40 °C durante 30 min (GdTT40); 3, GAEC tratamiento

térmico a 50 °C durante 30 min (GdTT50); 4, GAEC tratamiento térmico a 60 °C durante 30 min
(GdTT60); 5, GAEC tratamiento térmico a 70 °C durante 30 min (GdTT70); 6, GAEC tratamiento
térmico a 80 °C durante 30 min (GdTT80); 7, GAEC tratamiento térmico a 90 °C durante 30 min
(GdTT90); 8, GAEC tratamiento térmico a 100 °C durante 30 min (GdTT100). Fracciones (a), (b), (c),
(d) y (e) indican las fracciones proteicas de aproximadamente 30 kDa, 20 kDa, 15 kDa y menos que
10 kDa, respectivamente.

Considerando que el tratamiento térmico luego de 30 min de incubacién a 90 °C
constituye un método simple y efectivo para la remocién de proteinas termolabiles, fue
seleccionado como una muestra inicial para ser sembrada en la columna de cromatografia de
exclusion molecular. Si bien el tratamiento térmico a 100 °C asegura la eliminacién eficiente
de proteinas, el valor de ICso obtenido indica que no hay diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Tabla 12). Por esa razoén, el tratamiento térmico a 90 °C fue seleccionado para
continuar los pasos de purificacion considerando que la muestra es sometida a menor estrés
térmico y que, ademas, representa un paso de purificaciéon con menor gasto operativo en caso

de un futuro escalado a nivel industrial.
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4.3. Purificacion por cromatografia de exclusién molecular y de afinidad.

El segundo paso para la purificacidon del inhibidor fue someter a GdTT90 a una cromatografia
de exclusion molecular en una columna Sephacryl S-100 HR (Sec. 3.1. Cap. 3.). Se midio la
absorbancia a 280 nm de las fracciones eluidas y se determiné la actividad inhibitoria de
tripsina en cada una de ellas (Figura 74 A). Luego, las fracciones de la cromatografia de
exclusién molecular que presentaron actividad inhibitoria de tripsina fueron cargadas en una

columna con tripsina inmovilizada en glioxil agarosa (Sec. 3.6. Cap. 4).

Luego de la elucién de las proteinas no retenidas, se aplicd un gradiente de pH acido que
eluy6 el inhibidor de tripsina, llamado GdT]I (Fig. 69 B).
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Figura 69. Purificacion del inhibidor de tripsina de Geoffroea decorticans. (A) Cromatografia de
exclusiéon molecular para GdTT90. (B) Cromatografia de afinidad a tripsina para las fracciones de
exclusion molecular con actividad inhibitoria.

Bajo las condiciones de trabajo seleccionadas, la purificacion parcial por tratamiento
térmico a 90 ° C por 30 min fue efectiva para la remocioén de las proteinas de alto peso
molecular, observando que la actividad inhibitoria de tripsina especifica aumenté 2,53 veces
respecto al extracto crudo (Tabla 13.). Los siguientes pasos de purificacion (cromatografia de
exclusién molecular y de afinidad) mostraron una actividad inhibitoria especifica de 18,74 *
1,15 UIT/mg de proteina 'y 75,98 + 4,77 UIT/mg proteina respectivamente, con un rendimiento

final de 39,8% respecto al material de partida.
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Tabla 13. Caracterizacién de los 100 diferentes productos de las

etapas de purificacion de los Y = 1 + 10 —log ICs0) extractos de G. decorticans.

S Act. inhibitoria P
Paso de Cant.total Act. inhibitoria especifica Pureza® | Rendimiento

purificacion proteina (mg) total (UIT)2 (UIT/mg) (%) °©

2 Una unidad Inhibitoria de tripsina (1 UIT) se define como la disminucion en 0,01 unidades
de absorbancia a 410 nm en 10 min de ensayo, a 37 °C. ® El indice de purificacion fue calculado
como la relacién entre la actividad inhibitoria especifica en cada paso de la purificacion y el la del

extracto crudo tomada como 1. ¢ El rendimiento fue calculado en base a la actividad inhibitoria total
recuperada.

4.4. Caracterizacion del inhibidor de tripsina de G. decorticans (GdTI).

e Cinética de inhibicion.

Los estudios cinéticos de inhibicion de tripsina para GdTl mostraron que la cantidad de
inhibidor necesaria para el 50% de inhibicién de tripsina (ICso0) fue de 0,22 uyM (Figura 70 A),
mientras que la Ki (calculada por el método grafico de Dixon) fue de 2,1 nM (Figura 70 B),
indicando que la actividad inhibitoria de tripsina ocurre a muy bajas concentraciones de GdTl,

caracterizando un inhibidor muy potente.
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Figura 70: Estudios cinéticos de la actividad inhibitoria de tripsina de GdT]I. (A) Curva de dosis-
respuesta para la determinacion del ICso. (B) Grafico de Dixon (1/v vs [l]) para la identificacion del
parametro Ki. Cada punto representa la media de tres estimaciones.
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Valores de Ki similares fueron informados para otros inhibidores de serin proteasas
(Tabla 14). Los valores de Ki en el rango nanomolar indican un fuerte vinculo entre el inhibidor
y la proteasa blanco, requiriendo una baja concentracion para producir una considerable
reduccion en la actividad enzimatica. La importancia en la busqueda de moléculas que
presenten estas caracteristicas se basa en la habilidad de ejercer una cierta actividad bioldgica
cuando el inhibidor es entregado en bajas dosis, lo que disminuye fuertemente las
posibilidades de producir efectos secundarios indeseados. Ademas, al requerir bajas dosis de
inhibidor para cumplir su funcién, los costos de produccion para su aislamiento y purificacion
son reducidos considerablemente, lo que lo hace mas prometedor para el escalado a nivel

industrial.

Tabla 14. Constantes de inhibicion de inhibidores de tripsina de plantas.

Nombre/s del inhibidor Referencia

Se presentan los Ki: constante de disociacion, de diferentes
inhibidores de tripsina reportados al momento.
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4.5. Determinacion de la masa molecular por MALDI-TOF/MS.

Para la determinacion de la masa molecular, GdTl fue sometido a un analisis de
espectrometria de masas en un espectrometro de masas Bruker Daltonics, resultando en una
sefial de 6743,7 Da (Fig. 71). Sin embargo, al realizar la siembra en gel de poliacrilamida (Fig.
72) se observa una masa molecular de aproximadamente 20 kDa, triplicando el valor obtenido

por MALDI-TOF/MS.
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Figura 71. Analisis de espectrometria de masas por MALDI-TOF del inhibidor de tripsina purificado
de Geoffroea decorticans.

M 1 2 3

Figura 72: Electroforesis SDS-PAGE tefiida con plata, de
GdTI purificado. Linea M, marcador de masa molecular;
linea 1, extracto crudo de semillas de Geoffroea decorticans
(GdEC); linea 2, GAEC tratamiento térmico a 90 ° C durante
30 min (GdTT90); linea 3, inhibidor de tripsina de Geoffroea
decorticans (GdTI).

Estos resultados coinciden con otros reportes en los cuales se observd que muchos
inhibidores de tripsina tienen tendencia a auto asociarse, resultando en la formacién de
dimeros, trimeros y oligdmeros complejos cuando estan en solucion (Wu &Whitaker, 1990;
Bergeron & Nielsen, 1993; Godbole et al., 1994; Tereda et al., 1994; Sreerama et al., 1997;
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Catalano et al., 2003; Kumar et al., 2004; Losso 2008; Gu et al., 2014). Aunque las condiciones
reductoras del SDS-PAGE permitirian la visualizacion de mondémeros de inhibidores de
tripsina, otros autores han informado la presencia de bandas correspondientes a diferentes
formas tridimensionales de IPPs, concluyendo que la reduccién y alquilacién de los puentes
disulfuro no es completa bajo estas condiciones. Por todo lo anterior, se puede afirmar que el
inhibidor de tripsina de chanar tiene una masa molecular de 6743,7 Da con tendencia a la
formacion de trimeros en solucion, incluso bajo las condiciones reductoras usadas en el SDS-
PAGE.

4.6. Identificacion proteica mediante PMF MALDI-TOF.

GdTI también fue sometido a digestion triptica y posterior analisis por nano HPLC acoplado a
un espectrémetro de masas con tecnologia Orbitrap, lo que permitio la separacion de los
péptidos obtenidos y su posterior identificacion. El espectro obtenido fue analizado con el
programa Proteome Discoverer 1.4, usando la base de datos Fabaceae. Mediante esta
tecnologia fue posible identificar un péptido con secuencia SNPPQCR que coincide con los
residuos 63-69 del inhibidor de tripsina tipo Bowman-Birk de soja (Glycine max, Numero de
acceso RZB69152) (Fig. 73). Analizando la secuencia identificada, se pudo observar que
pertenece al dominio conservado de los inhibidores de serin proteasas tipo Bowman-Birk (BBI:

Bowman-Birk inhibitors), lo cual permite afirmar que GdTI pertenece a esta superfamilia BBI.

Numero de acceso RZB69152 @éptido IdentificadOJ
-~
MGLKNNMVVLKVCLYLLFLVGGTTSASLRLSELGLLMKSDHHQHSNDOESSPCCDQCACTSDMRLNSCHSACKSCImSYPA(iiFCYDITDFCYEPCKPSEDDKENY
reactive loops.

protease binding site “
BB [
BBI superfamily

Figura 73: Alineamiento por BLASTP del péptido identificado por nano HPLC-Orbitrap. EI numero de
acceso RZB69152 corresponde al inhibidor de Bowman-Birk de soja. El péptido identificado esta
encuadrado y la region caracteristica de la superfamilia Bowman-Birk esta marcada.

Debido a que estamos en presencia de la primera proteina aislada de chanar, una
especie vegetal cuyo genoma no esta secuenciado, no fue posible identificar otros péptidos,

lo cual es consistente con la naturaleza unica del inhibidor estudiado en este trabajo.
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4.7. Estabilidad a la temperatura y el pH.

Varios IPPs vegetales han sido purificados y se encontré que son altamente estables y activos
hasta los 70 °C (Prathibha et al., 1995; Torres-Castillo et al., 2009; Souza et al., 2014;
Cotabarren et al., 2018; Martins et al., 2018). Incluso se han encontrado IPPs estables en un
amplio rango de temperatura, manteniendo su actividad luego de ser incubados a
temperaturas cercanas a los 100 ° C. Ademas, un estudio de estabilidad indicoé que los IPPs
vegetales eran funcionalmente estables dentro de diferentes rangos de pH, e incluso bajo
condiciones altamente acidas y alcalinas (pH 2-12). A valores de pH extremos, la fuerte
repulsion electrostatica intramolecular causada por una alta carga neta da como resultado el
desplegamiento y desnaturalizacion de las moléculas proteicas. Sin embargo, los puentes
disulfuro intramoleculares son presumiblemente responsables de la estabilidad funcional de
algunos IPPs en presencia de diversos agentes desnaturalizantes fisicos y quimicos, no solo
frente al pH, sino también frente a la temperatura y ciertos agentes reductores. Por esta razon,
los IPPs se encuentran entre las proteinas mas estables encontradas en la naturaleza
(Cotabarren et al., 2020a). Para la mayoria de las aplicaciones biotecnolégicas, se necesitan
proteinas altamente termoestables, para disminuir el impacto ambiental de la actividad
industrial (Cavicchioli et al., 2011). Por esto, el descubrimiento de nuevas proteinas con
estabilidad a temperaturas y pHs extremos es una herramienta util para su aplicacién en un
amplio rango de procesos biotecnoldgicos, permitiendo un uso racional de recursos naturales

y siendo un requerimiento clave para la explotacion comercial (Reed et al., 2013).

El inhibidor purificado fue sometido a diferentes temperaturas y pHs con el objetivo de
demostrar su estabilidad en estas condiciones. Para esto, una muestra de GdTI (16 pg/mL)
fue incubada a temperaturas entre 40 y 100 ° C o pHs entre 2—12 (Cap. 4 Sec. 3.9), luego de
lo cual se evaluo la actividad inhibitoria de tripsina residual bajo condiciones de ensayo
estandar usando BApNA como sustrato y de acuerdo a lo descrito previamente en la Cap.2
Sec. 1.3.1. En estas pruebas fue posible mostrar que GdTI es estable en todas las condiciones
utilizadas, manteniendo 100 + 4% y 79 + 5% de su actividad inhibitoria promedio a
temperaturas y pHs extremos, respectivamente (Figs. 74. Ay 74. B).
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Figura 74: Estabilidad a la temperatura y el pH del inhibidor de tripsina de Geoffroea decorticans.
(A) Actividad inhibitoria de tripsina residual luego de la incubacion de GdTI a temperaturas desde 40
hasta 100 ° C por 60 min. (B) Actividad inhibitoria de tripsina residual luego de la incubacion de GdTI

a pHs desde 2 hasta 12 por 60 min.

También se realizaron incubaciones a altas temperaturas (90 y 100 °C) por tiempo
prolongado, donde fue posible observar que incluso luego de incubar a GdTI por 5 horas a
altas temperaturas, la actividad inhibitoria de tripsina no se modifica, mostrando un 99 + 5%

de su actividad promedio (Figs. 75. Ay 75. B).
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Figura 75: Estabilidad a la temperatura a tiempos prolongados del inhibidor de tripsina de Geoffroea
decorticans. (A) Actividad inhibitoria de tripsina residual luego de la incubacion de GdTl a 90 ° C por

0,5-5 h. (B) Actividad inhibitoria de tripsina residual luego de la incubacion de GdTla 100° C
por 0,5-5 h.

Considerando que la actividad bioquimica de una proteina depende del mantenimiento
de su conformacion nativa, es evidente que GdTIl es una proteina inusualmente estable
resistiendo a los tratamientos térmicos y pHs por largos periodos y preservando su
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conformacién nativa con alta bioactividad. Aunque este comportamiento es comparable con
varios tipos de inhibidores de tripsina, la estabilidad fisicoquimica por tiempos tan prolongados
no ha sido previamente evaluada (Tabla 15). Puede verse que el inhibidor de Luetzelburgia
auriculata Bowman-Birk mantiene su actividad inhibitoria de tripsina en 90% luego de 2 horas
de incubacién a 98 °C (Martins et al., 2018), mientras que el inhibidor de tripsina de la soja
silvestre (Deshimaru et al., 2002) y de Hyptis suaveolens (Aguirre et al., 2004) mantienen su
actividad inhibitoria luego de 60 min de incubacion a 90 y 94 ° C respectivamente. Estos
resultados son muy prometedores debido a que las moléculas de origen natural, con bajo peso
molecular y estabilidad fisicoquimica ofrecen la ventaja de ser facilmente usadas en un amplio
rango de aplicaciones, tanto en la industria de alimentos, biotecnologia agricola o ciencia

farmacéutica (Shamsi et al., 2016).

Tabla 15. Inhibidores de tripsina de origen vegetal con estabilidad a temperatura y pH.

Tratamiento térmico Tratamiento de pHs

Nombre/
orgelre . ) d Referencia
inhibidor terr?ngr%tu?a Tiempo| Al Rango | Tiempo| Al
FZ°C) (min) | (min) | depH | (min) | (min)

Al: actividad inhibitoria. C11PI: inhibidor de tripsina de Cajanus cajan cv. “frijol de palo” ICP 7118;
BgP!I: inhibidor de tripsina de Black gran; Pal: inhibidor de tripsina de Phaseolus aureus “frijol
mungo”; CmT]I: inhibidor de tripsina de Cratylia mollis; CFPI: inhibidor de tripsina de Clitoria
fairchildiana “sombreiro” ; MpBBI: inhibidor de tripsina de Maclura pomifera “naranjo de los osages”;
RsBBI1: inhibidor de tripsina de Rhynchosia sublobata “Meikle”; WSTI: inhibidor de tripsina de Wild
Soja; HSTI: inhibidor de tripsina de Hyptis suaveolens “Chan”; LzaBBI: inhibidor de tripsina de
Luetzelburgia auriculata.

PAGINA 161



Capitulo 4

Luego de una extensa busqueda literaria, se pudo apreciar que solo unos pocos de
los IPPs con alta estabilidad a temperaturas y pHs extremos tienen actividades bioldgicas. La
mayoria de estos inhibidores tienen potencial como biopesticidas, con actividad inhibitoria
sobre proteasas intestinales de insectos y/o inhibicion del crecimiento larvario: HSTI (Aguirre
et al., 2004), C11PI (Swathi et al., 2014), CFPI (Dantzger et al., 2015) y RsBBI1 (Mohanraj et
al., 2018). Otras actividades bioldgicas informadas fueron actividad antibacterial en S. aureus
por LzaBBI (Martins et al., 2018) y actividad anticoagulante en la via de coagulacion extrinseca
por MpBBI (Lazza et al., 2010). Aunque los IPPs de origen vegetal con alta estabilidad
fisicoquimica facilitarian el almacenamiento y las condiciones de aplicacién, las actividades

bioldgicas de éstos IPPs han sido muy poco exploradas.

4.8. Actividad anticoagulante.

Como se nombro anteriormente, aunque una gran variedad de actividades biolégicas ha sido
estudiada para los inhibidores de tripsina de origen vegetal (por ejemplo, actividad anti-
cancerigena, anti-inflamatoria, anti-angiogénica, y antimicrobiana), actividades como la
anticoagulante e hipoglucemiante fueron escasamente informadas. En el caso de la actividad
anticoagulante del inhibidor de tripsina de Leucaena leucocephala (Oliva et al., 2000),
Enterolobium contortisiliquum (Batista et al., 1996) y Maclura pomifera (Lazza et al., 2010) fue
informado dicha actividad para el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), pero no
el tiempo de protrombina (PT). Esto indicaria que el efecto anticoagulante de estos inhibidores

es ejercido preferentemente en la via de coagulacién intrinseca.

Para el caso de GdTI se evaluaron, nuevamente, ambas vias de coagulacion con
concentraciones crecientes del inhibidor. De los resultados obtenidos se observé que para la
misma concentracién de GdTI hay un retraso mas pronunciado en el tiempo de coagulacion
para aPTT comparado con el tiempo requerido para PT (Figs. 76. Ay 76. B). Por ejemplo,
agregando 22 pM de inhibidor en la prueba de PT, se observd un retardo en el tiempo de
coagulacion de 18 a 26 seg, mientras que en la prueba de aPTT fue posible retardar el tiempo
de coagulacion, con la misma concentracion de GdTl, de 51 a 110 seg. Por lo tanto, el inhibidor
de tripsina de chafar (GdTI) retrasa fuertemente el tiempo de coagulacion de la via de
coagulacion intrinseca, mientras que para la via extrinseca se requieren mayores

concentraciones para producir el mismo efecto.
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Figura 76: Act. anticoagulante GdTI en tromboplastina parcial activada (aPTT) y protrombina (PT).
(A) Tiempos de coagulacion con diferentes concentraciones de GdTl en aPTT.
(B) Tiempos de coagulacién con diferentes concentraciones de GdTl en PT.

Como comparacion, la heparina, una droga de uso comun como agente
anticoagulante en una concentracion de 333 pM produce un retardo en el tiempo de
coagulacion para la ruta aPTT de 18 a 300 seg (Indumathi & Mehta, 2016), mientras que GdT]
produce el mismo efecto en concentraciones de 26 uyM. Estos resultados incentivan futuros
estudios del mecanismo de accién de GdTl y el desarrollo de ensayos in vivo que podrian ser
prometedores para una potencial explotacion de este inhibidor como un agente antitrombotico
natural. Este estudio no solo remarca la capacidad anticoagulante de GdTI, sino que también
demuestra que es el primer inhibidor de proteasa vegetal con un efecto en la via extrinseca

de coagulacion.

4.9. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa.

Como se habia observado en el capitulo 2, los extractos de chafiar GAEC y GdTT habian sido
los mas interesantes en cuanto a su actividad hipoglucemiante, mostrando valores de
inhibicion de actividad a-glucosidasa de 51,5 +/- 2,1 para GAEC y de 72,6% +/- 1,8 para GdTT
(Fig. 77).

Seria interesante demostrar que la fraccion proteica GdTI es en parte responsable de
dicha actividad, a pesar de ser un inhibidor de proteasa, ya que no se han encontrado reportes
que demuestren una funcion dual en este tipo de moléculas.

De hecho, las pruebas de actividad hipoglucemiante no son frecuentes en la

caracterizacioén de las actividades biolégicas de los IPPs, siendo mayormente informadas para
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productos peptidicos obtenidos a partir de hidrolizados proteicos (Konrad et al., 2014; Wang
et al., 2019). Sin embargo y sorprendentemente en este trabajo se demostré que GdTI inhibe

la enzima a-glucosidasa mostrando una ICso de 0,18 pM (equivalente a 1,21 pg/mL).
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Figura 77: Actividad inhibitoria del inhibidor de tripsina de Geoffroea decorticans
contra a-glucosidasa.

Péptidos de hidrolizados de proteina de suero mostraron actividad inhibitoria de a-
glucosidasa con ICso = 3,5 mg/mL (Konrad et al., 2014). Niveles similares de inhibicion de a-
glucosidasa fueron informados por Matsui et al., (1999) y Yu et al., (2011). De acuerdo con
tales resultados, es posible observar que GdTI inhibe fuertemente la enzima a-glucosidasa,
siendo capaz de tener efectos directos en la regulacion de los niveles de glucosa en sangre.
Este efecto sumado a la capacidad anticoagulante demostrada previamente por este inhibidor,
la convierte en una molécula con gran potencial para el desarrollo de una droga natural para

su utilizacién en diversas patologias de desérdenes metabdlicos y/o cardiovasculares.

4.10. Actividad antioxidante.

Los resultados de actividad antioxidante para GdTI fueron los siguientes: 20% de inhibicién
para el método de ABTS y 5% de inhibicion para el método de DPPH. En ambos casos el
porcentaje de inhibicion es referido a la actividad de captura del radical ABTS y DPPH,
respectivamente. En las mismas condiciones los resultados obtenidos para GdEC fueron: 94%
(ABTS), 98 % (DPPH) y para GdTT 97% (ABTS), 95 % (DPPH). Al analizar estos resultados
y compararlos con los porcentajes de inhibicion obtenidos para GdTI se evidencia que un gran
porcentaje de la actividad antioxidante pudiera estar en otra fraccion proteica de estos
extractos. Por todo lo expuesto y analizado se puede concluir que GdTIl es minimamente

responsable de la actividad antioxidante que presentan los extractos de Chanar.
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5. Conclusiones de este capitulo.
En este capitulo se presenta no solo el primer reporte de un inhibidor de proteasa
aislado a partir de semillas de chafar, sino que también representa la primera proteina aislada,
purificada y caracterizada de dicha planta. GdTI es un potente inhibidor de tripsina con elevada
estabilidad térmica que presenta actividad inhibitoria de las vias de coagulacion (intrinseca y
extrinseca). Ademas, GdTI presenta inesperadamente actividad inhibitoria de la enzima a
glucosidasa.
Resumen de conclusiones especificas.

e Se obtuvo nuevamente un extracto crudo (GAEC) con un contenido proteico total de 171,2
+ 8,7 ug/mL y actividad inhibitoria de tripsina de 21,35 £ 3,25 UIT.

e El tratamiento térmico de GdEC a 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 °C por 30 min mantuvo la
actividad inhibitoria de tripsina.

e Se obtuvo una ICso de 0,66 £ 0,17 ug/mL para el tratamiento térmico a 90 °C (GdTT90) y
una ICso de 0,55 £ 0,18 pg/mL para el tratamiento térmico a 100°C (GdTT100).

e A partir de GATT90 purificé un inhibidor de tripsina (GdTl) mediante cromatografia de
exclusién molecular y cromatografia de afinidad.

e GdTI mostré6 una actividad inhibitoria especifica de 75,98 + 4,77 UIT/mg proteina
respectivamente, con un rendimiento final de 39,8% respecto al material de partida.

e GdTI mostré una ICso de 0,22 uM y una Ki de 2,1 nM, indicando que la actividad inhibitoria
de tripsina ocurre a muy bajas concentraciones, caracterizando un inhibidor muy potente.

e GdTI fue sometido a un analisis de espectrometria de masas en un espectrometro de
masas Bruker Daltonics, resultando en una sefial de 6743,7 Da.

e GdTl conservaun 100 £4% y 79 + 5% de su actividad inhibitoria promedio a temperaturas
y pHs extremos, respectivamente.

e GdTl retrasa fuertemente el tiempo de coagulacion de la via de coagulacion intrinseca, en
concentracion 22 uyM de inhibidor, se observé un retardo en el tiempo de coagulacion de
18 a 26 seg.

e GdTI retrasa moderadamente la prueba de aPTT, retardando el tiempo de coagulacion, en
concentracion 22 yM de inhibidor, de 51 a 110 seg.

e GdTI inhibe la enzima a-glucosidasa mostrando una ICso de 0,18 uM (equivalente a 1,21
pug/mL).

e GdTI presenta muy baja actividad antioxidante mediante los métodos de ABTS y de DPPH.
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CAPITULO 5

Aislamiento y caracterizacion de un

inhibidor de serin proteasa obtenido a partir de
semillas de Capsicum annuum (YBPTI).
Potencial aplicaciéon como agente antioxidante,
antifungico e hipoglucemiante.
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El pimiento o morréon es mundialmente conocido por su alto valor nutricional, sus beneficios
para la salud y sus propiedades medicinales. Es rico en vitaminas y minerales, tiene
propiedades antimicrobianas y anticancerigenas. Se ha observado que algunas variedades
de pimiento poseen propiedades preventivas y terapéuticas para muchas dolencias como
diferentes tipos de cancer, reumatismo, rigidez en las articulaciones, bronquitis y resfriados de
pecho con tos y dolor de cabeza, artritis, arritmias cardiacas y muchas otras dolencias. Por lo
tanto, es importante realizar estudios con el propdsito de revelar y resaltar los potenciales usos
medicinales y los beneficios para la salud de esta conocida planta, ampliamente consumida,
para alentar trabajos de investigaciéon que permitan profundizar los conocimientos de sus

componentes moleculares naturales (Saleh et al., 2018).

Segun descripto en la Sec. 1.2. del Cap. 4. Proteasas serinicas e inhibidores de proteasas

serinicas, Inhibidores de serin proteasas, Inhibidores de tripsina.

En base a los resultados obtenidos que indicaron que MAEC y MATT presentaron actividad
inhibitoria de tripsina, se decididé continuar con la purificacion y caracterizacion de dicho
inhibidor. Ademas, por lo observado en el capitulo 2 sobre la caracterizacion de los extractos
de morrén amairillo, se verificara en este capitulo si el inhibidor de tripsina de morrén amarillo
pudiera ser, en parte, responsable de las actividades antioxidante y antifungica que
presentaban sus extractos (MAEC y MATT). Adicionalmente se incorporé el estudio de la
actividad inhibitoria de a-glucosidasa.

- Purificar parcialmente y caracterizar bioquimicamente al inhibidor de proteasa serinico
(YBPTI).

- Corroborar si YBPTI es en parte, responsable de la actividad antifungica evaluando su
actividad sobre cepas de diferentes especies de Candidas.

- Corroborar si el inhibidor posee otra actividad bioldgica que puedan ampliar su
caracterizacién, como ser, actividad anticoagulante y actividad inhibitoria de la enzima a -

glucosidasa.
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Segun técnica descripta en el Cap. 2.3.

De la misma manera a la descripta en los capitulos anteriores, Cap. 3. Sec. 3.2, se busca si
el IPP a estudiar posee estabilidad térmica. Ademas, teniendo en cuenta los resultados del
capitulo 2 en el cual el tratamiento térmico de MAEC (360 pg/mL) genera MATT (240 pg/mL),
clarificando la muestra en 1/3 de su contenido proteico y conservando la actividad inhibitoria
de tripsina en un 100 %, se realizd una purificacion parcial de los extractos crudos por
aplicacion de tratamiento térmico.

Para ello, las muestras fueron tratadas térmicamente por calentamiento a 100 °C en
bafio de agua durante 5 minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y luego se
centrifugaron a 6000 g y 4 °C durante 30 min. El sobrenadante obtenido, al que denominamos

MATT, fue analizado para volver a verificar la presencia de inhibidores estables térmicamente.

Se realizé segun la metodologia descripta en el Cap. 3. Sec. 3.3.

Para el ensayo de estabilidad térmica, alicuotas de YBPTI fueron incubadas a una temperatura
fija de 100 °C por 0,5, 1, 1,5, 2,5 y 3 horas. Luego de que estas alicuotas fueran enfriadas a
temperatura ambiente, las proteinas desnaturalizadas térmicamente fueron removidas por
centrifugacion durante 30 minutos a 6000 g y 4 °C y la actividad inhibitoria de tripsina residual
del sobrenadante fue determinada usando BApNA como sustrato como se describid

previamente en el Cap. 3. Sec. 3.4.
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Se determind la estabilidad del YBPTI a valores extremos de pH. Para ello, alicuotas del
mismo fueron incubadas a pH 2 y pH 12 durante 30 y 60 minutos a 25 °C, con agitacion a 150
rom. Transcurrido el tiempo de incubacion, las alicuotas se neutralizaron, se centrifugaron 30
minutos a 6000 g y 4°C y se determiné la actividad inhibitoria residual de tripsina de la misma
forma que se describe en el Cap. 3 Sec. 3.5.

Tanto para este ensayo como para el de estabilidad térmica, la cantidad de muestra
utilizada en cada ensayo fue de 20 pl, independientemente de la cantidad de proteinas que
haya quedado soluble luego de cada tratamiento. Esto es asi ya que el propdsito de este
ensayo es, justamente, verificar la poblacion de proteinas estables que permanecen activas

luego de cada tratamiento.

Segun la técnica descripta en el Cap. 2. Sec. 1.3.

En particular para el YBPTI, se realizé el ensayo diluyendo el ABTS en buffer fosfato 50 mM
pH 7,4 y llevando la absorbancia inicial a 1 £ 0.01. Se utilizaron diferentes concentraciones
del inhibidor YBPTI (desde 0 a 3,478 pg/mL), con el objetivo de analizar el efecto de la

concentracion del mismo sobre su actividad antioxidante frente al sustrato ABTS diluido.

Se procedié con la metodologia del Cap. 2.y Sec. 1.7.

En este caso, la curva para la determinacion de la ICso se realizé de la siguiente manera: una
cantidad fija de 10 ul de a-glucosidasa (0,5 U/mL) con diferentes concentraciones del inhibidor
YBPTI (desde 0 a 689 ng/mL) en buffer fosfato de sodio 0,01 M (pH 7,4).

Como en los casos anteriores, las medidas se realizaron por triplicado y se incluyeron
los blancos apropiados correspondientes a H20 destilada estéril y, ademas, se incluy6é un
control de concentracion de sales (control NaCl 25 mM), con el objetivo de probar que la
inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa por parte del YBPTI se debia
exclusivamente a la presencia del inhibidor en la muestra y no a las sales presentes en la

misma.
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Se analizaron las muestras de YBPTI frente a diferentes patdgenos.

Se procedié con la metodologia del Cap. 2. Sec. 1.8 y 1.9. de caracterizacién de EPVs.
Para la determinacion de actividad antibacteriana se trabajé con las siguientes cepas:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae.

Para determinar la capacidad inhibitoria del crecimiento fungico se trabajé con las
especies C. albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Rhodotorula spp

y el hongo patdégeno alimentario Saccharomyces cerevisiae.

Después de 20 h del ensayo de inhibicién del crecimiento de levadura, las levaduras se
visualizaron usando un microscopio Optico con un aumento de 1000 x (Nikon Eclipse OPT-
01514) por observacion directa y con 30 min de incubacion con colorante azul de metileno
(relacién 1:1). También se determinaron las células de levadura cultivadas en ausencia de

inhibidor (células control).

La permeabilizacion de la membrana plasmatica de las células se midié mediante la absorcion
del colorante SYTOX Green (Molecular Probes Invitrogen, EUA), como se describio
anteriormente por Thevissen et al., (1999,) con algunas modificaciones. Se incubaron células
de C. albicans (9 x 107 UFC/mL) en presencia de inhibidor a la concentracion de 183,96 ug/mL
durante 20 h. Se incubaron alicuotas de la suspensién de células de levadura con SYTOX
Green 0,2 uM (proporcién 1:1) durante 20 min a 25 °C. También se realizé un control negativo,
sin el agregado de YBPTI.

Las células se observaron en un microscopio optico (IMLD Biosystems) equipado con
un conjunto de filtros de fluorescencia para la deteccion de fluoresceina. Dado que el SYTOX
Green presenta una fluorescencia 500 veces superior tras unirse a acidos nucleicos, una
incubacion breve de células muertas con este colorante resulté en una fluorescencia verde
brillante con un maximo de emisién de 523 nm cuando se excita con cualquier fuente de 450
a 490 nm.
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La prueba consiste en dos simples pasos. Primero se enfoca un campo de interés
utilizando la fuente de luz normal, que emite en el visible y permite obtener la imagen 6ptica.
Posteriormente, sin mover el campo observado previamente, se establecen las condiciones
de oscuridad de la habitacién y se cambia el modo de emision del microscopio al modo de

fluorescencia, registrando las fotografias correspondientes.

La viabilidad celular se analizé por el método de MTT (proliferacién). El método utilizado fue
el de Mosmann (1983) modificado por Twentymen y Luscombe (1987), el cual mide la
reduccion de las sales de tetrazolium (amarillo) a formazan (violeta) por medio de las enzimas
deshidrogenadas presentes en las mitocondrias de las células vivas.

Para este analisis se sembraron 1x10* células por pozo en placas 96 wells. Se
cultivaron durante 24 hs. Luego se reemplazé el medio de cultivo por el YBPTI y sus
correspondientes controles (negativos, medio sin acondicionar y positivos, medio con etanol
al 5 %). Se cultivaron en estufa a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se adicion¢ a cada pozo
una solucion de MTT preparada en medio de cultivo (0,5 mg/mL) y se incubd a 37 °C durante
3 h. Pasado este tiempo se elimind el sobrenadante de los pozos, se adicionaron 100 ul de
DMSO para disolver el formazan producido y se leyé la placa en un espectrofotometro de
placa a una absorbancia a 540 nm. Una disminucion de la absorbancia indica la pérdida de

funcionalidad de las mitocondrias.
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Se obtuvo el extracto crudo denominado MAEC (162,46 + 0,17 ug/mL), con actividad inhibitoria
de tripsina con un valor de inhibicién de 98,20 + 0,44%. Al evaluar estos resultados se
comenzo con los pasos de purificacion de los inhibidores presentes en el MAEC. Como primer
paso, se procedid a un tratamiento térmico del extracto crudo que contenia 162,46 + 0,17
pMg/mL de proteinas. El tratamiento consistid en un calentamiento del MAEC a 100 ° C durante
5 min, luego se centrifugd y finalmente al sobrenadante se lo denomind MATT; tal como se
detalla en la metodologia del Capitulo 2. Este es un paso de purificacion simple y rapido, que
se realiza inicialmente con el objetivo de obtener en solucion una mayor concentracion de
inhibidores. Posteriormente se realizé una cuantificacion proteica y un ensayo de cinética de
inhibicion para que verificar la presencia de inhibidores de tripsina estables térmicamente en
el MATT. Los resultados permitieron poner en evidencia, nuevamente, que en la muestra
MATT habia inhibidores de tripsina termoestables, cuya concentracidon proteica total fue de
155,14 £ 0,0022 pg/mL y el porcentaje de inhibicion obtenido fue de 97,34 + 0,95 %.

Mediante esta estrategia de purificaciéon parcial fue posible reducir el contenido
proteico total en el MAEC tratado térmicamente sin pérdida significativa de la actividad
inhibitoria de tripsina, demostrando la enorme estabilidad fisicoquimica de los IPPs presentes
en las semillas de morron amarillo. De esta manera se establece que el tratamiento térmico
de 5 minutos de incubacién a 100 °C constituye un método simple y efectivo para la remocion
de proteinas termolabiles, por lo tanto, MATT fue seleccionada como una muestra inicial para
ser sembrada en la columna de cromatografia de afinidad a tripsina, para continuar los pasos
de purificacion.

Con el objetivo de continuar con el proceso de purificacién del inhibidor se realizé6 una
cromatografia de afinidad del extracto MATT en una matriz conteniendo tripsina inmovilizada
en glioxil agarosa, de acuerdo al procedimiento descripto en el Cap. 3. Sec. 3.1. y en el Cap.
4. Sec. 3.6. En primera instancia la columna se equilibra con el buffer de corrida, a
continuacion, se realiza la siembra y se deja correr un volumen de buffer hasta la salida del
pico no retenido. Luego, para la elucion del inhibidor, se genera un descenso progresivo del

pH, cambiando gradualmente el buffer de elucion por HCI 0,05 M para lograr la
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desestabilizacion del complejo tripsina-inhibidor. De esta manera, aproximadamente a los 45
mL de iniciada la corrida, se obtuvo un pico de absorbancia a 215 nm (longitud de onda a la
que se detectan enlaces peptidicos), 280 nm (longitud de onda a la que se detectan
aminoacidos aromaticos) y 330 nm (longitud de onda a la cual pueden llegar a detectarse
algunos pigmentos).

Esta fraccion con actividad inhibitoria de tripsina se denomind YBPTI. El resultado de la

cromatografia se muestra en la Figura 78.
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Figura 78: Cromatografia de Afinidad a Tripsina. El cromatograma muestra una fraccion no retenida
eluida a pH 8 y una fraccién retenida con actividad inhibitoria de tripsina eluida a pH 1. La fraccién
eluida a pH 8 (dentro de la franja gris) corresponde a YBPTI.

A continuacion, se realizé la actividad inhibitoria de tripsina. Estos resultados
permitieron poner en evidencia que YBPTI conserva gran parte de su actividad inhibitoria ya
que, como se puede observar en la Figura 79.A, continda produciendo una marcada
disminucién en la pendiente de la curva de inhibicion, lo cual demuestra que, luego del paso
de purificacion aun se encuentra presente, al menos, un inhibidor de tripsina en la muestra.
En la parte b) de la misma figura se ve mas claramente la actividad inhibitoria de tripsina que
presenta YBPTI, a diferencia del control sin inhibidor, quien no presenté inhibicién. De esta
manera, YBPTI presenté una concentracion de 22,59 £+ 0,0029 ug/mL y el porcentaje de
inhibicion fue del 63,74 + 5,94% (Figura 79.B).
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Figura 79: Actividad inhibitoria de tripsina de YBPTI obtenido de la cromatografia de afinidad,
representada como (A) la variaciéon de la absorbancia a 410 nm con el tiempo, y (B) como el
porcentaje de actividad inhibitoria de tripsina. La curva azul en (A) hace referencia a un control que
corresponde a la actividad de tripsina con el sustrato BApNA sin la adicién de inhibidor (control
positivo); mientras que la curva roja, en cambio, corresponde a la actividad de tripsina en presencia
tanto del sustrato BApNA como del inhibidor (YBPTI). Lo mismo ocurre en el grafico (B) de barras, en
donde el porcentaje de inhibiciéon del control es insignificante y, en contraste, el del YBPTI (rojo) tiene
un valor de 63,74 + 5,94%.

A continuacion, se realizaron ensayos para determinar ICso y la constante cinética de
inhibicion Ki. El primer experimento fue llevado a cabo midiendo la actividad inhibitoria de la
muestra a distintas concentraciones proteicas (curva dosis-respuesta), hasta que la actividad
enzimatica disminuyé completamente; obteniendo como resultado un valor de ICso de 3,9
pMg/mL. Los ensayos para determinar Ki se realizaron a concentraciones crecientes de muestra
y 2 concentraciones fijas de sustrato, luego se expresaron los valores de 1/v vs. [l]
(concentracion de Inhibidor) y se calculd el valor de Ki a partir de la interseccion de las dos

curvas; obteniendo como resultado una concentracion de 1,7 x10¢ M (Fig. 80).
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Figura 80: Determinacion
25 5 15 35 55 YBPTI (x 10 M) de la constante cinética de
inhibicion para YBPTI.
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Este valor se encuentra dentro del rango de otros valores de Ki obtenidos para otros
inhibidores de serin proteasas reportados, por ejemplo: inhibidor de proteasa aislado de B.
microplus larvae (Ki= 1,20 x10°” M) (Tanaka et al., 1999); el inhibidor de tipo Kunitz aislado de
Boophilus microplus (Ki=1,08 x10" M) (Sasaki et al., 2006); y el inhibidor de tripsina aislado
de Torresea cearensis (TcTl, Ki=1,4 x10¢ M) (Tanaka et al., 1989).

A modo de resumen, se presentan a continuacion en la Tabla 16., todos los pasos de
purificacion realizados hasta obtener YBPTI. De esta manera, bajo las condiciones de trabajo
seleccionadas, la cromatografia de afinidad fue efectiva para la remocién de las proteinas no
afines a tripsina, observando que la actividad inhibitoria de tripsina especifica aumenté

aproximadamente unas 60 veces respecto al extracto crudo y tratamiento térmico.

Tabla 16. Tabla de purificacién de YBPTI de semillas de Capsicum annuum L.

Paso de purificacion pr%?;tﬁ ;o(t;l 9) A‘:&;TT{? |i-t|-°)£ia ess\:ct:.ifiir::zi?gﬂ'ifmg) Pureza® Ren?!/:;icento
Extracto crudo 7,3+£0,17 44,0 + 0,05 6,03 £ 0,46 1 100
Tratamiento térmico a 100 °C 6,2 + 0,002 39,4 £ 0,05 6,4+043 1,06 89,5
Cromatografia de afinidad 0,11 £ 0,003 39,1 + 0,03 3554 +1,15 58,9 88,8

@ Una unidad Inhibitoria de tripsina (1 UIT) se define como la disminucion en 0,01 unidades de
absorbancia a 410 nm en 10 min de ensayo, a 37 °C. ® El indice de purificacion fue calculado como la
relacion entre la actividad inhibitoria especifica en cada paso de la purificacion y el la del extracto
crudo tomada como 1. € El rendimiento fue calculado en base a la actividad inhibitoria total
recuperada.

El inhibidor de tripsina de morron amarillo purificado, fue sometido a diferentes temperaturas
y pHs con el objetivo de demostrar su estabilidad bajo condiciones mas extremas, con el fin
de ampliar el conocimiento para sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.

Para demostrar que la muestra de YBPTI es altamente termoestable, alicuotas de una
muestra YBPTI fueron incubadas a 100 °C por 0,5, 1, 1,5, 2,5y 3 h (Sec. 3.4.1. del Cap. 5). A
su vez, otras alicuotas fueron sometidas a una incubacion a pH 2 y 12 durante 30 y 60 min a
25 °C, con agitacion; con el objetivo de exponer su estabilidad en estas condiciones. Luego
de ambos tratamientos, se evalud la actividad inhibitoria de tripsina residual bajo condiciones
de ensayo estandar usando BApNA como sustrato y de acuerdo a lo descripto previamente
en la Sec. 2.3.8. Cap. 2.
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En la Figura 81 se visualizan los resultados obtenidos, para ambos tratamientos
extremos. Estas pruebas se llevaron a cabo utilizando muestras de YBPTI que se liofilizaron
y posteriormente se resuspendieron con agua destilada estéril, hasta llegar a obtener un
contenido proteico total de YBPTI de 10 ug/mL; cuantificado a través del método de Lowry
(Cap. 2 Sec. 1.2.2.).
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Figura 81: Estabilidad a la temperatura de 100°C (A) y pH extremos 1y 12 (B),
del inhibidor de tripsina de C. annuum.

Si bien la Figura 81 nos muestra que los datos obtenidos tuvieron una dispersion
estandar asociada considerable, en cuanto al tratamiento térmico fue posible afirmar que, a
los 30 min de exposicién a 100 °C la actividad bioldgica residual del YBPTI fue del 99,67 +
5,55 %, es decir, mantuvo casi en su totalidad su actividad inhibitoria promedio. Lo que es aun
mas sorprendente, es que, transcurrida una hora de exposicion a esta temperatura extrema,
la muestra de YBPTI mantuvo un 74,65 + 4,03 % de su actividad inhibitoria de tripsina; lo cual
vuelve a este inhibidor peptidico en una molécula altamente estable. A tiempos de 1,5, 2,5y
3 h la actividad bioldgica residual obtenida fue del 31,74 + 5,49 %, 16,24 + 4,33 % y 10,67 %
0,20 % respectivamente. Esto indica que aun luego de tiempos tan prolongados como 3 h de
incubacion a 100 °C, YBPTI aun conserva parte de su actividad inhibitoria de tripsina;
comportamiento sumamente destacable, dado que esta temperatura por lo general produce
una inactivacion total de la actividad inhibitoria, por desnaturalizacion proteica a los pocos

minutos de incubacién. No se vio actividad inhibitoria de tripsina en el control.

PAGINA 176



Son muy pocos los reportes referidos a estabilidad térmica de proteinas a 100 °C, y
mucho menos aun los referidos a estabilidad de inhibidores de proteasas a dicha temperatura.
En el caso del inhibidor de tripsina de morron amarillo, se trata de uno de los primeros estudios
reportados para este tipo de moléculas, representando uno de los primeros inhibidores de
tripsina altamente termoestable estudiados.

Observando la parte (B) de la Figura 81., si bien los datos también presentan una
considerable desviacion estandar, en cuanto a la resistencia a pHs extremos se observo que,
en promedio, la actividad inhibitoria de tripsina luego de 1 hora de incubacion a pH 2 fue del
69,15+ 10,3 % y, en promedio, para pH 12 fue del 45,5 + 7,4 %; ambos con respecto al control
a tiempo 0. En conjunto, podria decirse que YBPTI conservé aproximadamente un 60 % de su
actividad bioldgica residual luego de la incubacién durante 1 h a ambos pHs. Por lo tanto,
estas pruebas indicaron que YBPTI no sélo es estable a elevadas temperaturas, sino que
también presenta una inusual estabilidad a pHs extremos. No se vio actividad inhibitoria de
tripsina en el control.

Se pudo apreciar que solo unos pocos de los IPPs con alta estabilidad a temperaturas
y pHs extremos tienen actividades bioldgicas. La mayoria de estos inhibidores tienen potencial
utilidad como biopesticidas, con actividad inhibitoria sobre proteasas intestinales de insectos
y/o inhibicién del crecimiento larvario: HSTI (Aguirre et al., 2004), C11PI (Swathi et al., 2014),
CFPI (Dantzger et al., 2015) y RsBBI1 (Mohanraj et al., 2018). Otras actividades bioldgicas
informadas fueron actividad antibacteriana en S. aureus por LzaBBI (Martins et al., 2018) y
actividad anticoagulante en la via de coagulacién extrinseca por MpBBI (Lazza et al., 2010).
Aunque los IPPs de origen vegetal con alta estabilidad fisicoquimica facilitarian el
almacenamiento y las condiciones de aplicacion, las actividades biologicas de éstos IPPs han

sido muy poco exploradas.
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En resultados preliminares descriptos en el Cap. 2 Sec. 2.4, se habia observado que los
extractos de morron amarillo, MAEC y MATT, presentaban entre un 40-60 % de actividad
antioxidante. Esto sucedia cuando sus concentraciones iniciales en la muestra eran de 315
(MAEC) y 170 ug/mL (MATT), por lo que, en condiciones de ensayo sus concentraciones
finales fueron de 15,75 y 8,7 ug/mL, respectivamente. Ademas, cuando ambas
concentraciones eran de 200 pg/mL en la muestra, es decir de 10 uyg/mL en la mezcla de
reaccion, las actividades antioxidantes fueron entre un 25-50 %.

Existen estudios previos que han sugerido que los inhibidores peptidicos de proteasas
(IPPs) tienen el potencial de eliminar las especies reactivas del oxigeno (ROS, siglas en inglés
para reactive oxygen species) y, por lo tanto, demostrar actividad antioxidante (Hou et al.,
2001). Para averiguar parte de la actividad antioxidante de MAEC y de MATT pudiera estar
dada por YBPTI, se realizaron los ensayos de actividad antioxidante con esta muestra. Asi, se
pudiera conocer si YBPTI pudiera tener participacién en la inhibicién de la degradacién
oxidativa. Por tal motivo, se procedié a realizar un experimento que utilizé al radical ABTS
como sustrato (Cap. 2. Sec. 1.3.) para observar si este IPP era capaz de reaccionar con sus
radicales libres.

Las muestras de YBPTI provenientes de varias cromatografias de afinidad se
concentraron a través de un proceso de liofilizacidn. Posteriormente se resuspendieron los
liofilizados con agua destilada, hasta llegar a una concentracion de YBPTI de 13,91 ug/mL;
resultado obtenido a través del método de Lowry.

A continuacion, se realizaron diluciones de la muestra concentrada y se procedid
segun la metodologia del Cap. 2. Sec. 1.3. Los resultados de actividad antioxidante se
presentan en la Figura 82., donde podemos observar que efectivamente la muestra YBPTI
reacciona con el reactivo ABTS y produce una disminucion bien definida de su Absorbancia a
734 nm, lo que se traduce en la Figura 87. El porcentaje de actividad antioxidante (calculo
detallado en el Cap. 2. Sec. 1.3.) se acentua cuanto mayor es la concentracion de muestra
ensayada; llegando a un valor de 44,45 + 1,91% para la maxima concentracion de YBPTI, es
decir, 3,478 ug/mL (Fig. 82).
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Figura 82. Actividad antioxidante de YBPTI, representada como el porcentaje de actividad
antioxidante en base al control de cada concentracion probada. En este grafico de barras, dicho
porcentaje fue calculado como indica la Sec. 4.6. del Cap. 3.

El resultado de YBPTI con una ICso de 3,478 pug/mL resultdé mejor que otros péptidos
(Gg-AOPI y Gg-AOPIl) de gran actividad antioxidante encontrado en semillas de Gnetum
gnemon (Siswoyo et al., 2011), donde las ICso alcanzaban los valores de 10 y 12 pg/mL,

respectivamente.

Hasta la fecha no existen reportes acerca de péptidos de origen vegetal con la misma
0 mayor capacidad antioxidante. Seria interesante profundizar la busqueda bibliografica para
saber si existen otros péptidos de mayor capacidad antioxidante, y de esta manera proponer
a YBPTI como un potencial excelente candidato para su aplicacion biotecnoldgica en la
industria farmacéutica y/o alimentaria. De ser asi, a futuro seria interesante lograr su clonado
y expresion, ya que, como hemos visto, su concentracién nativa es muy baja y se requiere
mucha cantidad de semillas para obtener una cantidad suficiente de muestra para su

comercializacion.
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En el Cap. 2 Sec. 1.9., se evalud la actividad antimicrobiana de MAEC (360 ug/mL)y de MATT
(240 pg/mL) frente a diversas bacterias y a C. albicans; a través de la determinacion del halo
de inhibicion de crecimiento microbiano en medio solido (Cap. 2. Sec. 1.9).

Las especies bacterianas ensayadas fueron: E. faecalis, S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, para las cuales no se obtuvieron resultados de inhibicién. No
obstante, se habian observado claros halos de inhibicion al testear estos extractos frente a C.
albicans (Cap. 2. Sec. 2.7). En la Figura 83., se observan los resultados de MAEC y de MATT,
los cuales producen inhibicion del crecimiento para C. albicans bajo las condiciones

ensayadas, logrando obtener un halo de inhibicion de 20 y 22 mm respectivamente.

Candida albicans, CIPROVE

Figura 83. Ensayo de difusién en agar para diferentes cepas de microorganismos. MATT:
Tratamiento térmico a 100°C de morréon amarillo (MATT100 en el texto), MAEC: extracto crudo de
morrén amarillo. Se realizé un tamizaje inicial de actividad antimicrobiana, donde no fue posible
encontrar inhibicién del crecimiento bacteriano a las concentraciones ensayadas; pero si se
evidencio inhibicion del crecimiento de C. albicans a las concentraciones evaluadas.

Los resultados obtenidos en el Cap. 2, abrieron las posibilidades de continuar con el estudio
de MAEC y MATT, para verificar si poseian actividad antifungica sobre otras cepas de
levaduras, y también para verificar si YBPTI pudiera ser responsable de parte de esa actividad
bioldgica.

Se procedi6 entonces, a evaluar actividad antifungica de los extractos empleando una
concentracion fija de muestra sobre diferentes especies de Candida spp., Rhodotorula spp 'y
sobre el hongo alimentario Sacharomyces cerevisiae. Este ensayo permitié evidenciar
inhibicion del crecimiento sobre todas las levaduras ensayadas, con diferentes halos de
inhibiciéon (Tabla 17). Para el caso de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, y S. cerevisiae
pudimos apreciar la formacion de una zona de inhibicion mayor en el tratamiento térmico
respecto al generado por el extracto crudo, lo cual concuerda con un grado de purificacion

mayor de la muestra donde las moléculas involucradas en la accidn antifungica presentan una
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interaccidon mas efectiva con las levaduras y pueden desarrollar su efecto inhibitorio. Sin
embargo, para C. glabrata se evidencidé una zona de inhibicién mayor con el extracto crudo,
dando indicio que la molécula responsable de la actividad antifungica frente a esta cepa
presenta cierto grado de inestabilidad frente al aumento de temperatura, dado que en el
tratamiento térmico se observa menor efecto inhibitorio del crecimiento de C. glabrata.

Todas las especies de Candida utilizadas son patégenos humanos, Rhodhotorula
spp., es un patdogeno oportunista emergente debido al aumento de la poblacion
inmunodeprimida y S. cerevisiae es una levadura no patdgena utilizada en la fermentacion de

panificados.

Tabla 17. Halos de inhibicion de los Extractos MAEC y MATT frente a un grupo

ampliado de levaduras.

Levaduras
Levaduras TAEE TR
Candida albicans CIPROVE 20 mm 22 mm
Candida tropicalis CIPROVE 17 mm 19 mm
Candida glabrata CIPROVE 11 mm 8 mm
Candida krusei CIPROVE 27 mm 28 mm
Rhodotorula spp CIPROVE 15 mm 20 mm
Saccharomyces cerevisiae CIPROVE 21 mm 28 mm

CIPROVE: Cultivos de la coleccion del CIPROVE, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata.

Para continuar con la verificacion de que YBPTI es el causante principal de la actividad
antifungica evidenciada en los resultados anteriores, se evaluo su actividad antifungica frente
a las mismas cepas de levaduras.

Para ello se sembraron en una placa de cultivo (MH enriquecido con glucosa al 5 %):
5 ug de YBPTI, controles de agua y del buffer (donde no se observd inhibicion del crecimiento)
y discos antifungicos de nistatina (50 ug) y fluconazol (25 ug), como controles de inhibicion.
Estos discos sirven para evaluar sensibilidad, es decir, para corroborar que al menos uno de
ellos produce inhibicidon del crecimiento de las levaduras; generando un halo cuantificable, que

sirve de referencia para la comparacion con el halo de inhibicién que produce YBPTI. Por otro
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Capitulo 5

lado, ambos antifungicos son de naturaleza quimica diferente, permitiendo también dos
parametros diferentes de comparacion.

En el caso de los controles negativos, se sembraron una gota de agua destilada estéril
y un control correspondiente a una gota de buffer fosfato 0,01 M, pH 7,4, para cerciorar, por
un lado, que la muestra no produzca un lavado sobre la patina de las levaduras y, por el otro,
que la inhibicién del crecimiento no fuese dada por la presencia de sales en la muestra YBPTI.

De esta manera, para 5 uyg de YBPTI pudimos evidenciar inhibicion del crecimiento
para C. albicans (Figura 89. A) y para S. cerevisiae (Figura 84. F), con un halo de 10 mm en
ambos casos, pero no fue posible evidenciar efecto inhibitorio del crecimiento de C. tropicalis,

C. krusei, C. glabrata, Rhodotorula spp y S. cerevisiae 84. B. C. Dy E).

(A) C. albicans (B) C. krusei (C) C. tropicalis

T WS

(D) C. glabrata (E) Rodothorula spp (F) S. cerevisiae

Figura 84: Ensayo de difusion en agar para diferentes cepas de levaduras. CIPROVE: Coleccion de
cultivos del CIPROVE, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. Los discos
FLUCZ y NYSTA corresponden a los antifungicos fluconazol y nistatina respectivamente. Otros
controles sembrados fueron agua estéril (H20) y buffer fosfato 0,01M pH 7,4 (BF). Los circulos
amarillos indican donde fue sembrada la muestra de YBPTI.
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Capitulo 5

Se evidencid inhibicion de YBPTI sobre C. albicans y también sobre el hongo
alimentario S. cerevisiae. Pero debido a que C. albicans es un patégeno de gran importancia
en el ambito clinico y que en los ultimos tiempos se ha vuelto cada vez mas resistente a los
antifungicos conocidos; se decidioé profundizar el estudio de la actividad inhibitoria de YBPTI
sobre este ultimo microorganismo.

Para corroborar el resultado, se repitié el ensayo anterior de difusion en agar, pero
unicamente para C. albicans y con una concentracién de YBPTI mas concentrada. Para ello,
se sembraron 315 pl (en pequefias gotas) de YBPTI 221,3 pg/mL (66 ug totales). Asimismo,
se realizé un control salino, empleando una solucion de NaCl concentrado (420 mM), que
representa el mismo grado de concentracién que tuvo la muestra de YBPTI, ya que esta fue
concentrada pero no desalada.

La Figura 85 exhibe los resultados obtenidos luego del periodo de incubacion. En la
misma se observa que se produjo unicamente un halo de inhibicion de 21 mm para YBPTI, no
asi para el control NaCl 420 mM. Es importante remarcar que estos resultados son
consistentes con los obtenidos en los ensayos de difusidon anteriores y permiten concluir que
el inhibidor de tripsina purificado es capaz de inhibir el crecimiento de la levadura patégena,

al menos en las condiciones ensayadas en este trabajo.

Figura 85. Ensayo de difusion en agar para la levadura C. albicans, inéculo obtenido a partir del
stock de la coleccion de cultivos del CIPROVE, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional
de La Plata.
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Finalmente, para evaluar en conjunto el efecto del extracto crudo, tratamiento térmico e YBPTI
sobre el crecimiento C. albicans, se llevo a cabo un experimento de actividad antifungica en
caldo. Se emplearon diluciones seriadas en caldo MH. Estas diluciones se realizaron mediante
el agregado de concentraciones crecientes de muestra, en un esquema similar de trabajo al
que se describe en la Sec. 1.8.2. del Cap. 2., para bacterias. En este caso, la suspensiéon de
levadura se normalizé al 0.3 en la escala de Mc Farland y las concentraciones de muestra
utilizadas, abarcaron el rango de 1653,1 pg/mL y 2,3 yg/mL para el extracto crudo, de 687,6
pMg/mL y 0,9 yg/mL para el tratamiento térmico y de 51,1 pg/mL y 0,07 ug/mL para el YBPTI.
De este modo fue posible determinar una CIM de 61,2 uyg/mL para MAEC y 25,5 ug/mL para
MATT, mientras que concentraciones de 183,7 pg/mL para MAEC y 76,4 ug/mL para MATT
produjeron inhibicion completa (CFM, Concentracién Fungicida Minima) luego de 20 horas de
incubacion.

En el caso del YBPTI se logré evidenciar una CIM de 5,7 pg/mL con inhibicion
completa (CFM) a concentraciones de 17,03 pg/mL.

Tal como se describio en el Cap. 2. Sec. 2.6.2., los calculos de CIM y de CBM (CFM
en este caso) pueden establecerse en cultivos en medios liquidos de tal manera que la ultima
dilucién de antimicrobiano en la que no se observe crecimiento a simple vista nos dara el valor
de CIM. Por otro lado, sembrando en medio de cultivo solido todas las diluciones sin
crecimiento, la ultima dilucidon que no presente crecimiento nos dara el valor de CFM.

De los datos obtenidos se extrae que, para producir el mismo efecto inhibitorio que
MAEC y que MATT, se requiere una concentracion de YBPTI aproximadamente 10 y 5 veces
menor respectivamente. Para el caso del control positivo con el antifungico comercial
fluconazol, se vio que la concentracién inhibitoria minima para C. albicans fue de 3.5 pg/mL lo
que indica que el valor obtenido para YBPTI (5,7 pg/mL) se encuentra dentro del rango de uno
de los antifungicos sintéticos mas utilizados para combatir la infeccion por este patégeno. Este
hallazgo es sumamente importante ya que promueve al inhibidor de tripsina YBPTI de C.
annuum, como una molécula capaz de llegar a ser un potencial farmaco natural contra la
infeccion causada por C. albicans, muy eficiente y potente a muy bajas concentraciones, del
rango del antifungico sintético comercial mas utilizado en la actualidad.

Estos resultados reafirman lo dicho anteriormente sobre lo interesante e importante

que seria poder clonar y expresar en grandes cantidades esta molécula.
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4.6.3. Analisis por microscopia 6ptica y evaluacién de viabilidad por absorciéon de
SYTOX Green.

Para continuar profundizando los estudios de los efectos del YBPTI sobre C. albicans se
realizé un analisis morfolégico por microscopia 6ptica. En un primer ensayo (tubo de control,
A), se incubd una cepa de C. albicans en un medio de cultivo a 37°C durante 20hs. En paralelo
y en similares condiciones, en otro tubo (tubo de muestra, B), se incubé la misma cepa, pero
con el agregado del inhibidor YBPTI en el medio de cultivo. Pasado este tiempo se realizaron
extendidos sobre portaobjetos, para poder realizar observaciones al microscopio Optico

normal.

Figura 86. Analisis por microscopia optica de morfologia y viabilidad, después de 20 horas de
incubacion del ensayo de inhibicién del crecimiento de C. albicans. (A) se observan las levaduras
control, sin agregado de YBPTI. (B) las levaduras luego de la incubacion con YBPTI en el medio. (C)
se observan las levaduras control, sin agregado de YBPTI, a las que se les realizé una tincién con
azul de metileno. (D) las levaduras luego de la incubacién con YBPTI en el medio, a las que se le
realizé la tincién de azul de metileno. Se evidencié la presencia de células aglomeradas y
oscurecidas (B y D) en presencia de YBPTI.
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Mediante observacion directa se evidencioé la presencia de células aglomeradas,
oscurecidas y algunas mas compactadas. (Fig. 86B) del tubo B; a diferencia de las células
control, que mostraron crecimiento y morfologia normal (Fig. 86A), del tubo A. Asimismo, se
pudo confirmar el resultado anterior al realizar la observacion sobre estos mismos extendidos,
pero aplicando la tincién vital de azul de metileno.

Aqui se observd que en presencia de YBPTI (Tubo B) aparecieron células
aglomeradas azuladas, es decir, muertas ya que no son capaces de expulsar el colorante (Fig.
86D), a diferencia de las células control (Tubo A) que no se muestran coloreadas (Fig. 86C).

También, mediante el ensayo de microscopia de fluorescencia con SYTOX GREEN,
se pudo evidenciar el dafio de membrana, con su consecuente pérdida de viabilidad celular
en presencia de YBPTI. Esto se visualiza claramente porque el reactivo SYTOX Green no
atraviesa membranas intactas, pero penetra facilmente a través de las membranas con su
estructura comprometida, lo que es una de las caracteristicas de las células muertas.

En la Fig. 87E se observa el extendido proveniente del tubo B, en presencia de YBPTI
y de SYTOX Green, pero sin aplicar fluorescencia, solo con luz visible; y en la Fig. 87F se
observa la misma muestra, en el mismo campo, pero con aplicacion de fluorescencia. De esta
manera, en la fotografia de la Fig. 87E se observan algunas levaduras “enteras” pero que al
ser visualizadas por fluorescencia (Fig. 87F) se tifien de color verde intenso. Esto puede
significar que, a la concentracion ensayada, el YBPTI es capaz de generar un perjuicio en la
membrana de la levadura, observable por la presencia de SYTOX Green en el interior de la
célula, pero no visualizable con luz visible.

Para realizar un control negativo de la tincion, se utilizé un extendido generado a partir
de un cultivo de la misma cepa de levadura, pero esta vez sin tener contacto con el YBPTI. En
la Fig. 87G, se evidencia la presencia de levaduras en el campo seleccionado, pero al
cambiarse a las condiciones de fluorescencia, (Fig. 87H), no se puede visualizar la emision

del colorante en su reaccion especifica con los acidos nucleicos.
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Figura 87. Analisis por microscopia optica de morfologia y viabilidad, después de 20 horas de
incubacién del ensayo de inhibicidn del crecimiento de C. albicans. (G) se observan las levaduras
control, luego de la incubacion con YBPTI, tefidas con Sytox Green observadas en modo éptico (F)
las levaduras luego de la incubacion con YBPTI en el medio, tefiidas con Sytox Green observadas
por lectura en modo de Fluorescencia. (G) se observan las levaduras control, sin agregado de
YBPTI, observadas en modo optico. (D) las levaduras sin agregado de YBPTI en el medio,
observadas por lectura en modo de Fluorescencia.

Los ensayos con SYTOX Green resultaron en una fluorescencia verde brillante por
parte de las levaduras tratadas con YBPTI (Fig. 87F). Las Figs. 87E y 87G representan un
control de fluorescencia realizado para verificar que la falta de fluorescencia se deba a que
efectivamente no pudo penetrar SYTOX Green, y no a la falta de levaduras en el campo.

Los experimentos anteriores mostraron que YBPTI, resultd ser un inhibidor de Tripsina
con actividad anti fungica. Una explicacion de ello, podria radicar en la posible inhibicion de
proteasas fungicas. Es sabido que muchos hongos fitopatdgenos producen proteasas
extracelulares (Kalashnikova et al., 2003) que pueden desempefiar un papel activo en el
desarrollo de enfermedades causadas por ellos (Sara & Heale, 1990). La virulencia y el

crecimiento Optimo de los hongos dependen de varias proteasas extracelulares secretadas,
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entre las cuales las serin proteasas, son de particular interés. Este sistema proteolitico permite
que los hongos sobrevivan y penetren en los tejidos (Burchacka et al., 2021).

Se conoce que las plantas pueden secretar inhibidores de proteasas cuando son
expuestas a organismos patdégenos (bacterias, hongos, insectos) que tienen como uno de sus
principales agentes patogénicos a las proteasas; fendmeno que fue registrado por primera vez
en tomates infectados con Phytophthora infestans (Woloshuk et al., 1991) donde el aumento
de los niveles de inhibidores de tripsina se correlaciond con la resistencia de la planta y los
niveles de tripsina con la expresién del patdégeno.

Por otro lado, estudios realizados sobre otras variedades de Capsicum annuum,
también han demostrado poseer inhibidores peptidicos con actividad antifungica dada por su
capacidad permeabilizante de membrana plasmatica (Diz et al., 2006); lo cual se asocié a un
mecanismo de defensa presente en las semillas. Sin embargo, aun no se han identificado
dichos péptidos, con lo cual es altamente probable que YBPTI sea uno de ellos.

De esta manera, uno de los posibles mecanismos por el cual YBPTI podria estar
actuando, seria a través de la inhibicidon de tales proteasas extracelulares. Dado el papel de
las proteasas fungicas durante la infeccion, cualquier molécula capaz de inhibir selectiva y
especificamente su actividad puede conducir al desarrollo de farmacos potenciales. Debido a
su modo de accion especifico, los inhibidores de la proteasa fungica podrian evitar que se
produzca la resistencia observada con los tratamientos actualmente disponibles (Burchacka
et al., 2021). De ser esto asi, nos encontrariamos frente a un posible nuevo farmaco natural
que, a muy bajas concentraciones, seria capaz de inhibir el proceso infeccioso de C. albicans.

Sin embargo, aunque las proteasas secretadas por hongos han sido ampliamente
estudiadas como posibles factores de virulencia, nuestra comprension de la especificidad de
sustrato de tales proteasas sigue siendo bastante limitada. Por esta razén debe seguir
profundizandose el estudio acerca del mecanismo de inhibicidon de crecimiento sobre
Candidas para obtener una aproximacion mas certera de como funciona este IPP sobre la

levadura.
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A pesar de que en el tamizaje de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa sobre el extracto
crudo (MAEC) y tratamiento termico (MATT) de morron amarillo no presentaron actividad
inhibitoria sobre dicha enzima, se decidio realizar el ensayo sobre la fraccion YBPTI, ya que,
por un lado, en los capitulos anteriores se habia observado dicha actividad en GdTI, otro
inhibidor de serin proteasa; y por otro lado, porque seria interesante encontrar dicha actividad
en una molécula que ademas posea actividad anticandidas, por lo que se expresara a

continuacion:

Entre los grupos de riesgo que son mas susceptibles a una infeccion por Candida spp.
se encuentran los pacientes con diabetes mellitus (DM) (Mohammed et al., 2021) cuyas
infecciones son agravadas en casos de hiperglucemia no controlada (Rodriguez et al., 2019).
Para estos pacientes, los periodos de hospitalizacion se han incrementado, lo que también
aumenta los costos asociados con el manejo de la enfermedad. Se han atribuido multiples
mecanismos por los cuales los pacientes con DM presentan mayor predisposicion a una
infeccion por Candida spp, entre ellas la adhesién de la levadura a la superficie de las células
epiteliales, los niveles mas altos de glucosa salival, el flujo salival reducido, la degeneracion
microvascular y la actividad candidiacica alterada de los neutréfilos. Estas condiciones son
particularmente graves en presencia de glucosa, secrecion de varias enzimas degradativas o
incluso en un estado de inmunosupresion generalizada. Es por ello que la regulacién de los
niveles de glucosa en sangre representa un factor a tener en cuenta para la prevencion de la
infeccidon por Candida spp. En este sentido, en esta seccion del capitulo se reporta la accion
hipoglucemiante de YBPTI mediante su efecto inhibitorio de la enzima a-1,4-glucosidasa,
otorgando a esta biomolécula doble accion bioldgica (inhibicion del crecimiento de C. albicans
e inhibicién de la enzima a-glucosidasa), informacion interesante para su potencial aplicacion

terapéutica en estos grupos de riesgo.

Por tal motivo, para la evaluacién de la actividad inhibitoria, se prepararon muestras
de YBPTI, obtenidas por cromatografia de afinidad y se las concentré a través de un proceso
de liofilizacién. Posteriormente se paso a re suspender estos liofilizados con agua destilada,
hasta llegar a una concentracién de YBPTI de 10,34 + 0,00094 ug/mL; cuantificada.

Se realizé una curva dosis respuesta a partir de la cual se determiné el parametro

cinético, ICso, es decir, la concentracidon a la cual se produce una inhibicién del 50% en la
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actividad enzimatica (Fig. 88). Esto se logré midiendo la actividad inhibitoria de la muestra a
distintas concentraciones proteicas y se demostré que YBPTI inhibe la enzima a-glucosidasa
con un valor de 1Cso de 75,33 ng/mL.

Estos valores resultaron sorprendentes, no solo por la demostracién de actividad
inhibitoria de la enzima a-glucosidasa por parte de YBPTI sino porque ademas el valor fue

muy por debajo del obtenido para GdTI, con un valor de 1,21 pg/mL.

-
(=2] (o2} S
o o o
1 1 1

IS

o
1
oo

de a-glucosidasa (%)
N
<

Actividad Inhibitoria

0 1 1 1 1
1.0 15 2.0 2.5 3.0

log[YBPTI], (ng/mL)

Figura 88: Actividad inhibitoria contra a-glucosidasa representada como
porcentaje de inhibicién, en funcién del logaritmo en base 10 de la concentracion
del inhibidor de tripsina de C. annuum L.

Por tal motivo, de acuerdo con los resultados obtenidos, es posible observar que
YBPTI es responsable de inhibir fuertemente a la enzima a-glucosidasa y esto no es producto
de las sales de presentes en la muestra, dado que el control NaCl 25 mM no presenté
inhibicion.

Ademas, nuevamente, al igual que con GdTI, se descubre actividad inhibitoria de a-
glucosidasa en una fraccidén con actividad inhibitoria de proteasas. Queda pendiente evaluar
a través de que mecanismo tanto GdTl como YBPTI inhiben a la enzima a-glucosidasa y
ejercen su efecto hipoglucemiante. De esta manera, YBPTI seria capaz de tener efectos
directos en la regulacion de los niveles de glucosa en sangre. Este efecto sumado a la
capacidad antioxidante y antifungica demostrada previamente por este inhibidor, lo convierte
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en una molécula con gran potencial para el desarrollo de una droga natural antidiabética,

antifungica y antioxidante.

4.8. Ensayos de citotoxicidad celular de YBPTI.

Finalmente se realizaron ensayos de citotoxicidad celular utilizando el rango de
concentraciones donde YBPTI inhibié el crecimiento de C. albicans, ya sea con una CIM de
5,7 ug/mL o con inhibicién completa a concentraciones de 17,03 ug/mL (CFM). En este caso
las concentraciones utilizadas fueron desde 0,15 pg/mL hasta 40 ug/mL. De acuerdo a lo
observado en la curva, un valor de alrededor de 5 ug/mL mantendria casi un 90 % de viabilidad
celular mientras que un valor de 15 ug/mL conservaria cerca de un 85% de viabilidad celular.
También es observable que incluso a una concentracion mas del doble de la CFM (17,03
pug/mL), es decir 40 pg/mL, se mantiene un 80% de viabilidad celular (Fig. 94). Se sabe que
para estos ensayos es aceptable hasta un 75% de viabilidad celular para predecir inocuidad

en un compuesto que tiene potencialidad terapéutica (Ledn et al., 2006; Escobar et al., 2010).
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Figura 89: Se observa el (%) de viabilidad celular a diferentes concentraciones de YBPTI (ug/mL).
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Siguiendo el analisis de la curva de citotoxicidad se puede realizar una extrapolacion
y encontrar un dato hipotético de la dosis letal 50 tedrica (DLso), el cual seria de 95,23 ug / mL,
valor casi 5 mayor que la CFM.

Por lo pronto, YBPTI se posiciona como un prometedor farmaco natural para la

potencial aplicacion de este inhibidor como agente anti-candida.
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En este capitulo se reporta el estudio de un inhibidor de proteasa de tripsina multifuncional
(YBPTI) obtenido a partir de semillas de pimiento amarillo. YBPTI no solo presenta actividad
inhibitoria de serin proteasas, sino que también presenta actividad antioxidante, antifungica e
inhibitoria de la enzima a-glucosidasa. Todas estas propiedades convierten a YBPTI es una
molécula versatil con potenciales acciones en enfermedades cardiovasculares y metabdlicas
por su capacidad antioxidante e hipoglucemiante. Por otro lado, YBPTI puede ser un potencial
agente natural con capacidad de inhibicion del crecimiento de diferentes especies del género
Candida.

e Se obtuvo un extracto crudo denominado MAEC (162,46 + 0,17 ug / mL), con actividad
inhibitoria de tripsina con un valor de inhibicion de 98,20 + 0,44%.

e Se obtuvo un tratamiento térmico (MATT) con una concentracién proteica total fue de
155,14 g / mL y un porcentaje de inhibicion de tripsina de 97,34 £ 0,95%.

e Se purificd un inhibidor (YBPTI) mediante una cromatografia de afinidad a partir del
extracto MATT en una matriz conteniendo tripsina inmovilizada en glioxil agarosa.

e YBPTI present6 una ICso de 3,9 ug/mL, y Ki de 1,7 x10-6 M.

e YBPTI mantuvo un 99,67 + 5,55% de actividad biologica residual luego de 30 minutos de
exposicién a 100°C.

e YBPTI presenta actividad antioxidante con un valor de 44,45 + 1,91% para una
concentracion de 3,478 pg/mL del inhibidor.

e YBPTI (5 ug totales) presenta inhibicion del crecimiento para C. albicans y para S.
cerevisiae, con un halo de 10 mm en ambos casos, pero no fue posible evidenciar efecto
inhibitorio del crecimiento de C. fropicalis, C. krusei, C. glabrata, Rhodotorula spp y S.
cerevisiae.

e También se demostréo que YBPTI inhibe fuertemente a la enzima a-glucosidasa con un
valor de ICs0 de 75,33 ng / mL.

e En las pruebas de citotoxicidad de YBPTI se pudo observar que a una concentracion mas
del doble de la CFM (17,03 ug/ mL), es decir 40 ug / mL, se mantiene un 80% de viabilidad

celular.
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CAPITULO 6

Aislamiento y purificacion de fracciones
peptidicas con propiedades antioxidantes a partir
de semillas de Geoffroea decorticans.
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1. Introduccioén

En los ultimos anos, la busqueda de compuestos bioactivos con aplicacion en la industria
biomédica o agroalimentaria se ha visto incrementada debido a la necesidad de implementar
mas productos naturales en reemplazo de compuestos producidos por sintesis quimica. De
esta forma, la comunidad cientifica busca dar respuesta a las consecuencias del uso de
compuestos sintéticos, que pueden estar directamente relacionados con efectos secundarios
no deseados, toxicidad residual y mayores costos de produccion, entre otros. En este sentido,
las plantas representan una rica fuente de compuestos bioactivos que podrian ser candidatos
potenciales para su purificacidén y uso en las areas antes mencionadas.

La identificaciéon de nuevos compuestos anticoagulantes de fuentes naturales ha
ganado interés debido a su aplicacion directa en el tratamiento de ECV y otras enfermedades
asociadas, como infecciones virales (Franchini et al., 2020), cancer (Bang et al., 2020), malaria
(Adewole et al., 2017), hipertension (Herrera Chalé et al., 2014; Indiano-Romacho et al., 2019),
y/o trastornos de la sangre (Sun et al., 2019). Por otro lado, se ha demostrado previamente
que las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel vital en el desarrollo y la
progresion de las ECV (Bilska et al., 2006; Ngo et al., 2011; Valko et al., 2007; Victor et al.,
2007). De hecho, la generacién de ROS y radicales libres tiene efectos nocivos en muchas
moléculas del cuerpo humano, como el ADN, los acidos grasos y las proteinas (Sivonova et
al., 2007). Por lo general, las proteinas y los péptidos pueden inhibir las reacciones oxidativas,
en parte debido a su capacidad para neutralizar los efectos de los metales de transicién, lo
que lleva a la formacién de complejos metalicos insolubles menos reactivos (Diaz et al., 2003).
Estudios recientes han demostrado que las proteinas crudas de algunas de las semillas de
especies de plantas como el guisante (Ndiaye et al., 2012), el garbanzo (Torres-Fuentes et
al., 2015) y los granos de mani (Hwang et al., 2010) muestran una fuerte actividad antioxidante
asociada con perfiles de baja toxicidad (Girjal et al., 2012).

Se ha identificado un numero creciente de péptidos bioactivos de diversas fuentes de
plantas medicinales (Hong et al., 2014; Ningappa et al., 2008; Siswoyo et al., 2014; Srivastava
et al., 2012) Sin embargo, ya habiamos dicho que la composicion proteica y la actividad de los
compuestos bioactivos presentes en la planta de G. decorticans (chafiar) han sido pobremente
caracterizados. Como citaramos anteriormente, G. decorticans es una especie nativa de
Sudamérica que es reconocida por sus propiedades medicinales. Sin embargo, se dispone de
pocos informes de moléculas bioactivas aisladas de esta fuente vegetal y hasta la fecha solo
se ha purificado la proteina GdT]I, descripta en el capitulo 4.
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2. Objetivos de este capitulo.

De acuerdo a lo estudiado en el capitulo 4, GdTI presenta escasa actividad antioxidante.
Siguiendo esta premisa, y segun los resultados obtenidos para GdEC (aprox. 100%) y GdTT
(aprox. 100%), informados en el capitulo 4, se observa una elevada actividad antioxidante
para estas muestras, siendo los extractos de mayor contenido en biomoléculas con esta
propiedad. Por este motivo, se plantea en esta nueva linea de trabajo de tesis doctoral, el
posible aislamiento y caracterizacién de fracciones peptidicas provenientes de GdTT que
mantengan actividad antioxidante, aprovechando las estrategias de purificaciones aplicadas
para GdTI.

- Purificar parcialmente y caracterizar la fraccion proteica (GdAPs) con actividad antioxidante
proveniente de GdTT, aplicando estrategias de tratamiento térmico y cromatografia de
exclusion molecular

- Analizar por espectrometria de masas con MALDI-TOF/MS los péptidos pertenecientes a
GdAPs.

- Investigar y cuantificar la actividad antioxidante de GdAPs.

- Investigar el efecto de GdAPs sobre la actividad anticoagulante in vitro en ambas vias de la

coagulacion.

3. Metodologia.

3.1. Aislamiento por tratamiento térmico y analisis densitografico.

El extracto crudo (GdEC) se sometioé a un bafio de agua a 90 °C durante 30 min. Después de
enfriar la muestra, las proteinas precipitadas se eliminaron por centrifugacion a 4 °C durante
30 min a 7000 x g. Después de la centrifugacion, se determiné el contenido de proteina soluble
y la actividad antioxidante del extracto crudo no tratado y la muestra tratada térmicamente
(GdTT). Se utilizé el analisis SDS PAGE para determinar el perfil de proteinas durante los
diferentes pasos de purificacién. Los geles se tifieron con plata siguiendo el protocolo de
Chevallet, Luche y Rabilloud (Chevallet et al., 2006). Se produjeron densitogramas para cada
carril usando el programa GelAnalyzer 19.1. Los picos obtenidos se compararon de acuerdo
con los valores de Rf (factor de retardo) calculados y la intensidad de la banda, que es

proporcional a la concentracion de proteina en cada pico.
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3.2. Cromatografia de exclusién molecular.

Se carg6 una alicuota de 1 mL de GATT (1767 ug / mL) en una columna Sephacryl S100 HR
(1,5 x 40 cm) conectada a un purificador Akta (GE Healthcare) previamente equilibrado con
agua milliQ. La elucion se llevo a cabo utilizando un gradiente isocratico y un caudal de 0,8
mL/min. Durante la elucion, la absorbancia se controlé continuamente a 280 y 215 nm. Se
determiné la actividad antioxidante para cada fraccion, y se seleccioné la fraccion con mayor

actividad antioxidante para su posterior analisis.

3.3. Determinacion por espectrometria de masas MALDI-TOF/MS.
Se procedié segun la metodologia de las Secs 4.5. y 4.6. del Cap. 4.
Se realiz6 el analisis PMF para la identificacion de los péptidos antioxidantes de Chanar.
Primero, se realizdé una digestion triptica in situ de las bandas proteicas cortadas de la
electroforesis Tris-tricine SDS-PAGE, siguiendo un protocolo PMF estandar (Obregon et al.,
2009). A continuacién, los péptidos tripticos se disolvieron en 10 pyl de CF3CO2H (acido
trifluoroacético) al 0,1 % (v/v) y se analizaron mediante MALDI-TOF en presencia de una
matriz HCCA. Los espectros de masas de los péptidos tripticos se adquirieron usando un
espectrometro de masas Bruker Daltonics Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics) en un modo
positivo de reflectron que funciona a un voltaje de aceleracién de 25 kV. En ambos casos, se
us6 como referencia una mezcla estandar de calibracion de péptidos de Bruker Daltonics.
Cuatro iones precursores MH* (1267.672, 1682.694, 1925.806 y 2778.353) se
sometieron a fragmentacion TOF-TOF. Los espectros de fragmentacién resultantes para estos
iones MH* precursores se compararon con todos los patrones de fragmentacién para todas
las secuencias presentes en la base de datos MASCOT, considerando la carbamidometilacion
de todas las Cys (www.matrixscience.com, acceso el 1 de abril de 2020). Todos los
experimentos de MS se realizaron en el Centro de Protedmica CEQUIBIEM de la Universidad
de Buenos Aires/CONICET.

3.4. Actividad antioxidante.

Se procedid segun la metodologia de Sec. 1.6. Cap. 2. y Sec. 2.5. del Cap.3.

3.5. Actividad anticoagulante.

Se utilizé la metodologia de Sec. 2.4. del Cap. 3.
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Para la prueba de PT se utilizé el reactivo comercial Soluplastin (Wiener Lab). Para
realizar las reacciones se incubaron partes iguales de la muestra ppp y GdAPs (0-215 ug /
mL) durante 2 min a 37 °C. Posteriormente se adicioné 50 pyL de Soluplastin a 25 yL de la
mezcla y se evaluo la muestra para determinar el tiempo de coagulacion. Para la prueba de
TTPa se afiadieron 25 uL de TTPa (Wiener Lab) a igual volumen de mezcla ppp-GdAPs
(previamente incubada 2 min a 37 °C). Después de una incubacién de 2 min a 37 °C, se
afadieron a las muestras 25 yL de CaCl2 50 mM. Todos los experimentos se realizaron al
menos por triplicado.

3.6 Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos (ANOVA) se realizaron con el software GraphPad Prism v. 01
(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/, acceso el 10 de junio de 2021). Se utilizé
una prueba post hoc de Tukey (p < 0,05) para identificar diferencias significativas entre las

medias de los diferentes grupos analizados.

4. Resultados y discusiones.

4.1. Obtencidn y caracterizaciéon de los extractos.

El extracto crudo de las semillas de chafiar (GdEC) tiene una concentracion de proteina de
1069 pg/mL. Este extracto se sometio a un tratamiento térmico (GdTT), que tenia una
concentracion de proteina menor que el extracto crudo (489 ug/mL). La Fig. 90 muestra el
analisis mediante densitograma del perfil electroforético de las proteinas presentes
inicialmente en el extracto crudo y las que quedan remanente luego del tratamiento térmico.
Este analisis reveld que el tratamiento térmico produce una eliminacion de proteinas
termolabiles, las cuales poseen en su mayoria masas moleculares superiores a 20 kDa. Estos
resultados estan en concordancia con los valores de concentracién obtenidos por el ensayo
de Bradford. Asi, la incubacién del extracto crudo a altas temperaturas generé un producto
clarificado y mejor adecuado para los siguientes pasos de purificacion. Asi, la proporcién de
proteinas de bajo peso molecular seria mayor que en el extracto crudo. En este sentido, es
posible proponer que el tratamiento térmico no afecta la estabilidad de las proteinas de bajo
peso molecular, como se informé en el Capitulo 2 de caracterizacién de EPVs y en articulos
de revision bibliografica de inhibidores de proteasas vegetales que conservan su actividad

bioldgica tras los tratamientos térmicos (Cotabarren et al., 2020a).
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Figura 90. Representacion del extracto crudo (GdEC, linea punteada) y
tratamiento térmico del extracto crudo (GdHT, linea solida).

4.2. Determinacion de ICso por ABTS y DPPH de GATT, GdEC y fracciones peptidicas.

En este apartado, se evalué nuevamente la capacidad antioxidante del extracto crudo y la
muestra tratada térmicamente para verificar la presencia de péptidos con actividad
antioxidante en ambas fracciones, usando esta vez dos métodos de evaluacion, ABTS y DPPH
y realizando un estudio de ICso. Estos analisis mostraron que los valores de ICso para GdTT
(ICs0pPPH = 63,2 + 0,6 pg / mL; ICsoasts = 141,3 + 3,1 pg / mL) fueron mas bajos que los
obtenidos para GdEC (ICsopppH = 82,5 + 1,3 ug / mL; ICsoasts = 175,7 £ 4,5 ug / mL), lo que se
esperaba debido a la purificacion generada con el tratamiento térmico. Posteriormente, se
cargé 1 mL de GdTT en una concentracion de 1767 ug / mL en una columna de exclusion
molecular usando un soporte Sephacryl S-100 HR y se eluyé con agua milliQ a un caudal de
0,8 mL/min (el mismo proceso que se utiliza para purificar parcialmente GdTl). Las fracciones
eluidas se controlaron mediante absorbancia a 280 nm, y se evalué la actividad antioxidante
en cada una de ellas para luego agrupar las fracciones que mostraban dicha actividad. La
Figura 91. muestra el cromatograma obtenido para la exclusién molecular, a partir de la cual

se eligio analizar 4 fracciones principales, denominadas 1, 2, 3 y 4.
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Figura 91. Perfil de elucion por cromatografia de exclusion molecular de la muestra tratada
térmicamente de G. decorticans (GdTT). Las fracciones 1-4 seleccionadas para el
analisis posterior se muestran entre lineas de puntos.

Finalmente, la evaluacién de la actividad antioxidante se realizé mediante las técnicas
ABTS y DPPH para la misma concentracion de las fracciones obtenidas por exclusion
molecular Figura 96. De esta forma, fue posible observar la presencia de péptidos
antioxidantes en las fracciones 2, 3 y 4, con un gran predominio en la fraccién 3. Aunque en
general los péptidos de bajo peso molecular se relacionan con una mayor capacidad
antioxidante (Daliri & Lee, 2017; Ashaolu, 2020; Malekiet al., 2020; Wong et al., 2020), en este
caso la fraccién 3 tuvo mayor actividad antioxidante que la fraccion 4. Esta diferencia podria
atribuirse al contenido de aminoacidos de cada fraccién peptidica, como se analiza en la
siguiente seccion. Ademas, fue posible apreciar diferencias entre las actividades antioxidantes
obtenidas por el método ABTS con respecto a la observada para DPPH. Estas diferencias,
que también se observaron en los extractos crudos y tratados térmicamente, se pueden
explicar por la diferencia en la difusion de los radicales en el medio de reaccion; mientras que
los radicales ABTS son solubles tanto en disolventes organicos como en soluciones acuosas,

los radicales DPPH solo son solubles en medio organico (Arnao, 2000).

Con base los resultados obtenidos en la Fig. 92, se selecciono la fraccidén 3 (a partir

de ahora GdAPSs) para continuar este estudio.
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Figura 92. Actividad antioxidante de las fracciones de exclusion por tamafio. (A) Actividad captadora
de radicales ABTS. (B) Actividad captadora de radicales ABTS. Las barras verticales corresponden a
la desviacion estandar. Las fracciones 1-4 se usaron a la misma concentracion. Letras diferentes
indican diferencias significativas en P <0.05.

Para realizar una caracterizacién bioquimica de la fraccion proteica con mayor poder
antioxidante de GdTT, se evaluo inicialmente la distribucidon de masa molecular mediante
SDS-PAGE seguido de espectrometria de masas MALDI-TOF, que revel6 la presencia de tres
picos predominantes de bajo peso molecular: 2,257.199 Da, 2,717.165 Da y 5,422.002 Da
(Fig. 98A). De esta forma se pudo constatar que la fraccion 3 es una fraccion rica en péptidos
del orden de 2-8 kDa, enriquecida en péptidos de 2,2; 2,7 y 5,4 kDa.
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Analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF de péptidos antioxidantes de G. decorticans,
en el rango de 0,9 a 10 kDa.
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Figura 93. Identificacion de péptidos por analisis espectrométrico de masas MALDI-TOF. (A)
Espectro MALDI-TOF-MS de GdAPs registrado en un modo positivo lineal (rango de masa de 0,9 a
10 kDa). (B) Alineacién de secuencias de los péptidos tripticos identificados por MALDI-TOF MS/MS

con las proteinas RYR35815.1 y RYQ82231.1 codificadas en el genoma de Arachis hypogaea.
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Para identificar las proteinas antioxidantes presentes en la fraccién obtenida de
semillas de chanar, las bandas obtenidas de la SDS-PAGE se sometieron a digestion triptica.
La mezcla resultante de los péptidos obtenidos por digestion triptica se evalué mediante
MALDI-TOF / MS y MALDI-TOF-TOF / MS-MS, a partir de lo cual se pudo deducir la secuencia
de aminoacidos de los péptidos que presentaban la mayor sefial (Fig. 93.B). Por tanto, fue
posible resolver la secuencia de (a) un péptido de 1.267,672 Da: EHIMPLGQNGR; (b) un
péptido de 1.682,694 Da: QPSPQDYLNAHNAAR; (c) un péptido de 1.925,806 Da:
YGENIAWSSGDLSGTAAVK; y (d) un péptido de 2.778,353 Da:
SEVGVPNLPWDDTVAAYAQNYANQR. Cuando se comparo la secuencia de aminoacidos del
péptido (a) con la base de datos no redundante de NCBI, no se encontrd similitud con ninguna
de las secuencias de péptidos depositadas en la base de datos. Para las secuencias (b), (C) y
(d), la base de datos las identificd con varias proteinas hipotéticas de otras plantas de la familia
Fabaceae (Figura 93. B). El alineamiento entre las secuencias depositadas en la base de
datos y los péptidos (b), (¢) y (d), muestra que estos tres péptidos corresponden a diversas
regiones encontradas en proteinas hipotéticas obtenidas de la secuenciacion del genoma de
Arachis hypogaea. Estas proteinas surgen de la secuenciacién del genoma completo de la
planta de origen y representan proteinas predichas en base a la secuencia gendmica, sin
haber sido aisladas, purificadas y / o caracterizadas.

Por tanto, este resultado esta de acuerdo con la presencia de proteinas recién
descubiertas en GdAPs que no se han caracterizado previamente.
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Tabla 18. Secuencias de proteinas obtenidas de la base de datos NCBI.

Organismo CRC E value Identidad
Arachis duranensis 100 % 1xe® 93,33 %
Arachis hypogaea 100 % 1xe® 93,33 %
Vigna unguiculata 100 % 1xe’ 86,67 %
Vigna unguiculata 100 % 1xe?® 86,67 %

Abrus precatoris 100 % 1xesd 86,67 %
Arachis hypogaea 100 % 1xe?® 94 .44 %

Arachis duranensis 94 % 1xe?® 94,44 %
Arachis hipogaea 94 % 1xe?® 94,44 %
Prosopis alba 100 % 1xe? 84,21 %
Arachis duranensis 100 % 1xe® 84,21 %
Arachis hypogaea 100 % 1xe's 96 %
Arachis hypogaea 100 % 1xe's 96 %
Arachis duranensis 100 % 1xe'® 96 %
Arachis ipaensis 100 % 1 x el8 96 %
Arachis ipaensis 100 % 1xe's 96 %

Después de realizar una busqueda de similitud de secuencias para los péptidos (b), (c) y (d). (Q. C.)
Query coverage: porcentaje de secuencia alineada con respecto a la secuencia modelo disponible en
el Genbank. E value (valor esperado, E): Parametro que describe el numero de hits que uno puede
esperar ver debido al azar cuando busca en una base de datos de un tamafo particular.
Cuanto mas bajo es el E value, es menos probable que sea una similitud por azar.

El efecto de la composicion de aminoacidos de los péptidos sobre la actividad
antioxidante se ha destacado en la literatura. Se ha informado una alta proporciéon de
aminoacidos hidrofobos en péptidos con alta actividad antioxidante, en comparacién con otros
aminoacidos hidrofilos, que se considera el factor clave en la capacidad del péptido para
eliminar radicales (Zouet al., 2016). Los aminoacidos hidrofobos probados con frecuencia
incluyen His, Trp, Phe, Pro, Gly, lys, lle y Val. A sus residuos se les atribuye una fuerte
actividad captadora de radicales en reacciones oxidativas, especialmente para reacciones
catalizadas por enzimas, debido a la presencia de un anillo de imidazol como un importante
donante de protones (Samaranayaka & Li-Chan, 2011). Otro estudio mostré que la capacidad
antioxidante de los péptidos podria mejorarse notablemente con la presencia de tres

aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr y Phe) (Girgih et al.,, 2014). Ademas, el anillo indol y
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pirrolidina en Trp y Pro, respectivamente, también podrian servir como donantes de hidrégeno
a través de sus grupos hidroxilo, actuando, asi como captadores de radicales hidroxilos. Los
otros aminoacidos, es decir, Gly, Lys, lle y Val, pueden ser responsables de formar un
microambiente hidrofobo favorable para los péptidos. Como se observa a partir de la
secuencia parcial de aminoacidos obtenida para las GdAPs, los cuatro péptidos identificados
exhibieron aminoacidos hidrofobos en su secuencia, de acuerdo con la composicion de
aminoacidos que es caracteristica de los péptidos antioxidantes (Samaranayaka & Li-Chan,
2011; Girgih et al., 2014; Zouet et al., 2016).

Finalmente, la caracterizacion de la capacidad antioxidante de las GdAPs se llevd
a cabo determinando la concentracion de péptidos a la que se produce el 50% de actividad
antioxidante. Para ello, evaluamos la actividad antioxidante utilizando el método ABTS y DPPH
para cinco concentraciones de GdAPs (Figura 99.). Observamos una ICso de 95,1 £ 0,6 ug /
mL para el método ABTS y una ICso de 35,5 + 0,3 pg / mL para el método DPPH. Estos valores
estan en el rango de los valores de ICso de otros péptidos antioxidantes obtenidos por
aislamiento directo de la planta de origen (Hong et al., 2014; Ningappa & Srinivas, 2008;
Siswoyo et al., 2011; Srivastava et al., 2012). Ademas, los resultados de las ICso obtenidas
para GdAPs respecto a los valores de GdTT muestran que disminuyeron a la mitad para
ambos métodos, lo que es consistente con la purificacion obtenida mediante cromatografia de
exclusién molecular Fig. 97. Las metodologias de purificacidn utilizadas aqui, aunque simples
y de facil acceso, arrojaron un 14,1% y un 2,3 y 1,9 veces de purificacion cuando se analizaron
por DPPH y ABTS, respectivamente, similar al porcentaje de purificacion observado por Huang
et al. (Huang et al., 2010).
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Por tanto, la produccion de péptidos antioxidantes a partir de semillas de chanar es
altamente factible de escalar a nivel industrial, ya que no requiere grandes inversiones ni

procesos muy extensos.
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Figura 94. Actividad antioxidante de los péptidos antioxidantes de Geoffroea decorticans. (A)
Actividad captadora de radicales DPPH. (B) Actividad captadora de radicales ABTS. Las barras
verticales corresponden a la desviacién estandar.

Tabla 19. Purificacion de GdAPs y cambio de actividad antioxidante durante la etapa de

purificacion.
. _ Inhibicién Inhibicion
Paso de Proteina Rendimiento por DPPH Grado de por ABTS Grado de
purificacion total (mg) (%) IC., (ug/mL) Purificacién 2 IC,,, (g/mL) Purificacion P
Extracto 214+04 100 825+1.2 1 175.7 + 3.1 1
crudo
Extracto 17.7+£0.5 826 +0.7 63.2+0.8 1.3+0.1 1413+27 12+0.1
con TT 90 °C

Cromatografia 31+02 141+ 0.3 355+0.5 23+0.1 951+09 19+01
de exclusion

2 Calculada en base a la inhibicién por DPPH. P Calculada en base a la inhibicion por ABTS.

Aunque la mayoria de los péptidos antioxidantes reportados hasta la fecha
corresponden a péptidos generados por hidrdlisis enzimatica (Ashaolu, 2020; Wong et al.,
2020), también se han reportado péptidos nativos aislados de diferentes especies vegetales
que tienen dicha actividad biolégica (Tabla 19).

La ventaja de la purificacion de péptidos nativos radica en la optimizacion en el
proceso de produccion, ya que los costos de obtencién de los mismos para su posterior

aplicacién en la industria biomédica y/o alimentaria son muy reducidos en comparacioén con
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los péptidos antioxidantes obtenidos por hidrolisis enzimatica. Ademas, los pasos de
purificacion se reducen considerablemente, haciendo que el proceso de escalado sea mas
factible a nivel industrial. Finalmente, al purificar los péptidos antioxidantes nativos se reducen
los efectos secundarios asociados a los péptidos producidos por hidrélisis enzimatica, como
la produccién de alérgenos y el sabor amargo en el producto final, potenciando asi la
aplicaciéon de estos péptidos a la conservacion de alimentos y en la industria nutra-
farmacéutica (Ashaolu & Yupanqui, 2018; Reddi, Kapila, Dang, & Kapila, 2012). Los péptidos
antioxidantes presentes en G. decorticans no solo se encuentran dentro del rango inferior de
peso molecular obtenido para otros péptidos, sino que también tienen una mayor capacidad
antioxidante que otros péptidos / proteinas nativas reportados hasta la fecha, como GSQ
(Hong et al., 2014), G4b (Huang et al., 2010), QCZDE y QCZCM (Yili et al., 2012), TCP-III
(Srivastava et al., 2012), APC (Ningappa & Srinivas, 2008).

Tabla 20. Péptidos/proteinas antioxidantes nativas aisladas de diferentes fuentes vegetales en la

ultima década.

n/d: no determinada.
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G. decorticans representa una nueva especie fuente de péptidos termoestables que
tienen capacidad antioxidante para ensayos in vitro de ABTS y DPPH. En el futuro, seria
interesante evaluar la capacidad antioxidante en modelos celulares y realizar pruebas de
citotoxicidad con el fin de establecer dosis seguras para su uso en la industria biomédicay / o

alimentaria.

4.4. Actividad anticoagulante de los GdAPs.

En este item de este capitulo se evalud la actividad anticoagulante de la fraccién GdAPs sobre
ambas vias de la coagulacion. No se observo actividad anticoagulante sobre la via extrinseca
(TP), pero si se observaron resultados alentadores sobre la inactivacion de la via intrinseca,
a través del ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT). Como se muestra
en la Figura 95. A, los GdAPs purificados provocaron una prolongacién del tiempo de
coagulaciéon de manera dependiente de la dosis.

Un parametro clave importante que se extrae de este ensayo in vitro es la dosis del
anticoagulante que proporciona una prolongacién del doble del tiempo de coagulacion en
comparaciéon con las muestras no tratadas. Esto permite medir el efecto de nuestros péptidos
frente a los factores VIII, 1X, XI, Xl y Precalicreina de la cascada de la coagulacion. Los GdAP
mostraron un tiempo de prolongacién del doble en concentraciones en el rango de 86 a 215
pug/mL, con un valor ICso de ~82 ug/mL (Fig. 95. B). Asimismo, el tiempo de protrombina (PT)
no aumentd significativamente en presencia de GdAP en el rango de concentraciones

ensayadas.
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Figura 95. Actividad anticoagulante de los GdAP sobre la Tromboplastina Parcial activada (aPTT) y
la Protrombina (PT). (A). Efecto de la concentracion de GdAP en el tiempo de coagulacion y (B) Tasa
de activacién de aPTT y PT. Las barras verticales corresponden a la desviacion estandar de tres

medidas independientes (n = 3).
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A modo de comparacién, la heparina, un farmaco de uso comun en aplicaciones
clinicas, en una concentracion de 2 mg/mL, produce un retraso en el tiempo de coagulacion
para la ruta aPTT de 18 a 300 s (Indumathi, et al., 2016), mientras que GdAPs produce el
mismo efecto a concentraciones mucho mas bajas de 172 pg/mL. Este comportamiento se
informé previamente para otros péptidos de origen vegetal, como los inhibidores de tripsina
de Leucaena leucocephala (Oliva, et al., 2000), Enterolobium contortisiliquum (Batista, et al.,

1996) y Maclura pomifera (Lazza, et al., 2010).
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5. Conclusiones de este capitulo.

G. decorticans representa una nueva especie fuente de péptidos termoestables que tienen
alta capacidad antioxidante. Seria interesante evaluar la capacidad antioxidante en modelos
celulares y realizar pruebas de citotoxicidad con el fin de establecer dosis seguras para su uso
en la industria biomédica y / o alimentaria. Ademas, se observa que los GdAPs poseen efectos
beneficiosos significativos como farmacos anticoagulantes, retrasando el tiempo de
coagulacion de la via intrinseca. Estos resultados alientan futuros estudios sobre el
mecanismo de accién de los GdAPs y el desarrollo de ensayos in vivo que podrian ser
prometedores para una posible explotacion de estos péptidos como agentes antioxidantes y
antitrombdticos naturales. También, estos péptidos tienen una notable estabilidad térmica, al
igual que los IPPs estudiados en este trabajo de tesis, aportando un beneficio adicional en lo
que respecta a sus condiciones de conservacion sin necesidad de refrigeracion. Esto
permitiria adaptar sus usos a muchas regiones geograficas del mundo que tienen escasez de

tecnologias e infraestructura adecuada para el almacenamiento.

Resumen de conclusiones especificas.

e Al eluir una muestra de GdTT en una columna de exclusion molecular se obtuvieron
distintas fracciones con actividad antioxidante detectadas mediante las técnicas ABTS y
DPPH.

e La fraccidbn con mayor capacidad antioxidante, denominada GdAPs, presentd una ICso de
95,1 £ 0,6 ug / mL para el método ABTS y una ICs0 de 35,5 £ 0,3 ug / mL para el método
DPPH.

e Los GdAPs son capaces de generar una prolongacion del tiempo de coagulacion sobre la
via intrinseca, duplicando dicho tiempo en concentraciones en el rango de 86 a 215 ug/mL,

con un valor ICso de ~82 pg/m.
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En el marco de esta tesis doctoral se han estudiado extractos vegetales aislados de alimentos
de origen vegetal, con el fin de evaluar actividades biolégicas tales como antioxidante,
antibacteriana, hipoglucemiante, etc. Asimismo, de varios extractos, se han aislado diversos
inhibidores de proteasas con accién anticoagulante, antioxidante, antibacteriana, antifungica,
hipoglucemiante, etc. Por otro lado, en uno de los extractos se evalu6 la propiedad
antioxidante de una fraccion de sus péptidos constituyentes. Los resultados obtenidos para
los extractos y las biomoléculas, abren la puerta para sus analisis y ensayos como potenciales
como agentes medicinales, anti-infectivos naturales y/ o conservantes bioldgicos; como ser,
emplearlos en el desarrollo de formulaciones antibidticas naturales y/o conservantes naturales
de alimentos, o como alternativa terapéutica natural como agentes anticoagulantes,
antioxidantes e hipoglucemiantes para su potencial uso en el tratamiento y prevencion de
enfermedades cronicas prevalentes, como las cardiovasculares y sus comorbilidades
(trombosis, hipertension arterial, etc).

Para lograr estos resultados, inicialmente se trabajoé en la obtencion del material
vegetal y la produccion de los extractos crudos (Capitulo 2). De esta manera se obtuvieron 16
extractos proteicos vegetales (EPVs) de las ocho fuentes vegetales seleccionadas de
consumo humano. Dichos EPVs fueron sometidos a una intensa caracterizacion bioquimica
clasica, que incluy6 diferentes parametros, entre los que destacamos, la determinacién de su
concentracion proteica, su estabilidad térmica, la inhibicion de dos proteasas de interés
biotecnolégico (Papaina y Tripsina). También se incluyeron en el analisis actividades
biologicas tales como la actividad antioxidante (en los cuales se destacaron por su alta
actividad los extractos de Chafar y Canola), hipoglucemiante (donde resultan interesantes los
resultados obtenidos para los extractos de Chanar).

De manera especifica y mucho mas extendida, también los EPVs fueron estudiados
para la busqueda de propiedades antimicrobianas (antibacterianas y anti candidas). Para ello,
se utilizaron diferentes bacterias representativas de las especies bacterianas mas relevantes
en las infecciones humanas ambulatorias, pudiéndose encontrar actividad inhibitoria
principalmente en los extractos de Moringa. Posteriormente, se realizaron analisis de la
posible actividad sinérgica de los EPVs sobre cepas bacterianas con mecanismos de
resistencia enzimaticos inducibles, donde particularmente se logré identificar la actividad
sinérgica de los extractos de Moringa sobre K. pneumoniae BLEE+.

En cuanto a la actividad inhibitoria del crecimiento de cepas de Candidas, solo los extractos
de Morrén amarillo presentaron una intensa actividad anti-candidiasica.
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Los resultados obtenidos para la caracterizacion de actividad inhibitoria del
crecimiento de microorganismos patogenos, estudios inéditos en el CIPROVE, abren variadas
y nuevas lineas de investigacion para futuros trabajos, y dejan sentadas las bases y
estructuras para la incorporacion de dichos experimentos en nuestro laboratorio.

Como continuidad del trabajo doctoral, se comenzo con la busqueda, identificacion,
purificacion y caracterizaciéon de nuevos inhibidores de proteasas (capitulos 3, 4 y 5), que
estén presentes en los EPVs en los que se haya encontrado actividades biolégicas mas
relevantes.

Es asi que, en el capitulo 3, referido a los estudios realizados con las semillas de
Moringa oleifera, se aislo y caracterizé un nuevo inhibidor de proteasas cisteinicas, al que se
denomind MoPIl. Una de las caracteristicas mas importantes de MoPIl fue su elevada
estabilidad térmica. Ademas, se verificd que era responsable de la actividad antibacteriana
sobre cepas de E. faecalis y S. aureus. De esta manera MoPI, es una de las moléculas que
aporta a la actividad inhibitoria de estas bacterias, encontrada en los extractos de Moringa
(MoEC y MoTT). Finalmente se hall6 en MoPI actividad inhibitoria de la via intrinseca de la
coagulacion, abriendo una importante alternativa futura para su uso terapéutico.

En el capitulo 4, referido a semillas de Geoffrea decorticans se logro el aislamiento,
purificacion y el estudio cinético-molecular de un nuevo inhibidor de proteasas serinicas,
denominado GdTI. Mediante ensayos de caracterizacién se pudo corroborar que GdTI poseia
actividad antioxidante, pero no era el responsable de los altos valores de capacidad
antioxidante encontrados en los extractos GAEC y GdTT. Asimismo, a través de estudios de
estabilidad se demostré que GdTI posee elevada estabilidad térmica, incluso en ebullicion a
tiempos de incubacion largos. Ademas, GdTI mostré importante actividad inhibitoria de la via
intrinseca de la coagulacién y de la enzima ao— glucosidasa, abriendo también dos nuevas e
interesantes lineas de investigacion para su aplicacidn terapéutica.

En el capitulo 5, se consiguio aislar de semillas de Capsicum annuum (variedad de
morron amarillo), un inhibidor de proteasas serinicas, al que se denominé YBPTI. Los
resultados obtenidos muestran que YBPTI no solo presenta actividad inhibitoria de tripsina,
sino también presenta actividad antioxidante, inhibitoria de la enzima a-glucosidasa y
antifungica frente a varias especies de levaduras. Todas estas propiedades convierten a
YBPTI es una molécula versatil con potenciales acciones en enfermedades cardiovasculares
y metabdlicas por su capacidad antioxidante e hipoglucemiante. Para este inhibidor se pudo
realizar un estudio de su citotoxicidad, donde se evidencio sus bajos niveles de dafio celular

aun en concentraciones donde mantiene buena accién bioldgica. Los resultados obtenidos
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para YBPTI abren las puertas para el estudio de esta molécula en nuevas lineas de
investigacion y para el potencial uso de YBPTI en diferentes recursos terapeéuticos.
Finalmente, el capitulo 6 estuvo dirigido a la identificacion y caracterizacion de
péptidos nativos (no inhibidores de proteasas) con actividad antioxidante y anticoagulante. Los
mismos fueron obtenidos a partir de semillas de Geoffroea decorticans y se los denominé
GdAPs. De acuerdo a los resultados obtenidos en los capitulos 2 y 4 para los extractos GdEC
y GdTT, en los que se observd una importante actividad antioxidante, no se pudo asignar
totalmente (en el capitulo 4) dicha capacidad al inhibidor GdTI. Es asi que en el capitulo 6 se
logré identificar a los péptidos GdAPs como la fraccion péptidos termoestables responsable
de la elevada capacidad antioxidante de las fracciones proteicas de los extractos de chafar.
Ademas, se observa que los GdAPs presentarian efectos beneficiosos significativos como
farmacos anticoagulantes, por su posibilidad de provocar el retraso del tiempo de coagulacién
de la via intrinseca. Estos resultados alientan futuros estudios sobre el mecanismo de accion
de los GdAPs y el desarrollo de ensayos in vivo que podrian ser prometedores para una
posible explotacion de estos péptidos como agentes antioxidantes y antitrombaéticos naturales.
Adicionalmente, su notable estabilidad térmica brindaria un beneficio adicional en lo que
respecta a sus condiciones de conservacion sin necesidad de refrigeracion. Esto permitiria
adaptar sus usos a muchas regiones geograficas del mundo que tienen escasez de

tecnologias e infraestructura adecuada para el almacenamiento.
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Metodologia de preparacion de los Extractos
Crudos y Tratamientos Térmicos de las ocho

especies seleccionadas
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Preparacion de los extractos de Morrén (Capsicum annuum).
1) Se pesa 30 g de semilla y se enjuaga con agua destilada.
2) Se proceso con 100 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4.

3) Se incuba 3 horas a 120 rpm.

)
)
4) Se filtra con gasa.
5) Se centrifuga 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos MAEC.
7) Se realiza tratamiento térmico a 100°C en bafo de agua durante 5 min. Se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos MATT.

Preparacion de los extractos de Morinda (Morinda citrifolia).
1) Se pesa 30 g de semilla y se enjuaga con agua destilada.
2) Se procesa con 450 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4.

3) Se incuba 2 horas a 150 rpm.

)
)
4) Se filtra con gasa.
5) Se centrifuga 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos MoEC.
7) Se realiza tratamiento térmico a 90 °C en bloque seco durante 30 min. Se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos MoTT.

Preparacion de los extractos crudo de Chia (Salvia hispanica).

En las dltimas décadas los procesos industriales para la obtencion de aceites a base
de semillas han cobrado gran importancia en el mercado, generando como producto
secundario del proceso de extrusado-prensado en frio una masa compacta denominada
expeller. En el caso de la chia el expeller obtenido mediante el procesamiento de semillas es
empleado como alimento balanceado para el ganado. Si bien el estudio de las ventajas
nutricionales que otorga la incorporacion de semillas de chia en la dieta humana se encuentra
en auge, no se presentan hasta la fecha investigaciones para la reutilizaciéon del expeller

producto del procesamiento industrial.
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Para la preparacién del extracto, el material de partida fue expeller de chia:
1) Se pesan 10 g de expeller.

2) Se procesan con 250 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4.

3) Se incuban 1 hora a 200 rpm y temperatura ambiente.

)
)
4) Se filtran con gasa.
5) Se centrifugan 60 min a 6000 g y 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos ShEC.
7) Se realiza un tratamiento térmico a 90 °C en bloque seco durante 30 min. Se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos ShTT.

Preparacion de los extractos de Chanar (Geoffroea decorticans).

Las semillas se obtienen colectando los frutos directamente desde los arboles. Un kilo
de frutos contiene aproximadamente 250 unidades y un equivalente a 625 g de semillas, por
lo tanto, de un kilo de semilla limpia se obtienen aproximadamente 400 unidades. Para separar
el endocarpio con la semilla desde la pulpa, los frutos se deben remojar en agua durante dos
a tres dias, realizando friccion manual y eliminando la pulpa en forma periédica hasta obtener
los carozos limpios.

1) Se pesan 20 g de semilla y enjuago con agua destilada.

2) Se procesan con 200 mL de buffer Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5.

3) Se incuban 2 horas a 140 rpom y 4 °C.

)
)
4) Se filtran con gasa.
5) Se centrifugan 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colectan el sobrenadante al que denominamos GdEC.
7) Se realiza un tratamiento térmico a 90 °C en bloque seco durante 30 min. Se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos GdTT.

Preparacion de los extractos de Moringa (Moringa oleifera).
Las semillas de M. citrifolia se recolectaron a mano de arboles locales cerca del barrio La

Coronela, La Habana, Cuba. Las semillas se lavaron y almacenaron a -80 °C.

1) Se pesa 30 g de semillas y enjuago con agua destilada.
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2) Se procesa con 450 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7 .4.
3) Se incuba 2 horas a 120 rpm y 4°C.

)
)
4) Se filtra con gasa.
5) Se centrifuga 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos MdEC.
7) Se realiza tratamiento térmico a 90°C en bloque seco durante 30 min. Se deja enfriar
a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos MdTT.

Preparacion de los extractos de Canola (Brassica napus).

El aceite de canola es muy solicitado en varios paises debido a su bajo porcentaje de
grasas saturadas. La harina de canola es el subproducto del procesamiento del expeller de
canola y se utiliza, mayoritariamente, como ingrediente de los piensos de alto valor proteico
de las raciones de aves de corral, cerdos, ganado y peces.

1) Se pesa 30 g de expeller de canola.

2) Se procesa con 250 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4.

3) Se incuba 1 horaa 120 rpm y 4°C.

)
)
4) Se filtra con gasa.
5) Se centrifuga 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos BnEC.
7) Se realiza tratamiento térmico a 90°C en bloque seco durante 30 min. Se deja enfriar
a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos BnTT.

Preparacion de los extractos de Papa (Solanum tuberosum).

En el caso de la papa, hemos optado trabajar directamente con los tubérculos.

1) Se pesa 370 g de papa congelada, se retira la cascara y se corta en pequefos
trozos.

2) Se procesa con 600 mL de agua destilada.

3) Se incuba 1 horaa 120 rpm y 4°C.

5) Se centrifugo 30 min a 6000 gy 4°C.

)
)
4) Se filtro con gasa.
)
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos StEC.
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7) Se realiza tratamiento térmico a 90°C en bloque seco durante 30 min. Se deja enfriar
a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos StTT.

Preparacion de los extractos de Quinoa (Chenopodium quinoa).
1) Se pesa 30 g de semilla y enjuago con agua destilada.
2) Se procesa con 200 mL de buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4.
3) se incuba 1 horaa 120 rpm y 4 °C.

5) Se centrifuga 30 min a 6000 gy 4°C.
6) Se colecta el sobrenadante al que denominamos QEC.
7) Se realiza tratamiento térmico a 90°C en bloque seco durante 30 min. Se deja enfriar

)
)
4) Se filtra con gasa.
)
)

a temperatura ambiente y luego se centrifuga 30 min a 6000 g y 4°C. Se colecta el

sobrenadante al que denominamos QTT.
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Método de Bradford.

Las curvas de calibracion se confeccionaron utilizando seroalbumina bovina (Sigma)
en el rango de 10-1000 pg/mL. Los volumenes fueron adaptados para la lectura de
absorbancia en placa de 96 pocillos (Lector de placas Tecan Infinite 200 Pro). Se realizé el
blanco correspondiente utilizando el reactivo de Bradford. Todas las medidas fueron

realizadas por triplicado, con la estimacion de la desviacion estandar correspondiente.

MEZCLA DE REACCION DE LA CUANTIFICACION POR BRADFORD

Muestra S5 ul
Reactivo de Bradford 250 pl
Incubacién de 10 min a 25°C
Lectura de absorbancia a 595 nm

Tabla All.1: Mezcla de reaccion para la cuantificacién por el método de Bradford.

Método de Lowry.

Este método se basa en 2 etapas segun las siguientes reacciones que generan productos
coloreados:

1) Bajo condiciones alcalinas, como se representa en la Figura All.1, el ion Cobre*? (Cu*?)
forma un complejo color azul-purpura con los enlaces peptidicos de las proteinas,
especificamente con los atomos de nitrogeno de los mismos, y se reduce parcialmente a Cu*".
A esta reaccion se la denomina Reaccién de Biuret y es independiente de la composicion de

la proteina, por lo que, por si sola es poco sensible.

/
O_C'-ﬁ ,’C_O Figura All.1, se adiciona el reactivo de Folin-Ciocalteau cuyo
H,F e \H principal constituyente es el acido fosfomolibdotungstico, de color
N C\H ": c tf/ Hf ¥ amarillo, que, al ser reducido por reaccion con los grupos
°=F .7 . 57°| fendlicos presentes en los residuos de Tirosina, Triptéfano y
HN,: TH Cisteina de las proteinas; da lugar a un complejo de color azul
el HETR | intenso. EI Cu* formado en la reaccion anterior cataliza el proceso

de reduccién. El reactivo de Folin-Ciocalteau reacciona en 2
etapas: la primera, rapida, genera un producto inestable que finalmente se reduce, en la fase
posterior lenta, a azul de molibdeno/tungsteno; generando un cambio en el color de la
muestra que puede ser cuantificado determinando la absorbancia a 700 nm.
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restos fenélicos
de tirosinas

OH

2E L DO

cu2+
—C--N--C--C--N-—- R
nmr 1 11
OH R OH
Complejo Cu?*-proteina o]

en medio alcalino
(color azul palido)

Reactivo de Folin
(We+, Mo®*)
(color amarllio)

Reactivo de Folin
reducido

(We+, Mo®*)
(color azul)

Figura All.2: Reaccion entre el reactivo de Folin-Ciocalteau y los grupos fendlicos de los residuos de
tirosina provenientes del complejo formado entre el Cu*? proteina en la etapa previa. El acido
fosfomolibdotungstico componente del reactivo al que debe su color amarillo, se reduce y da lugar a

la aparicion de un color azul intenso.

Las curvas de calibracion se confeccionaron utilizando albumina de suero bovino

(BSA) como estandar en el rango de 10-1000 ug/mL. Los volumenes fueron adaptados para

la lectura de absorbancia en placa de 96 pocillos (Lector de placas Tecan InfiniteM200 Pro).

Se realizdé el blanco correspondiente utilizando agua destilada estéril. Todas las medidas

fueron realizadas por triplicado, con la estimacion de la desviacion estandar correspondiente.

Mezcla de reaccién para cuantificacion proteica por Lowry:

Muestra/ Estandar/ AD

Reactivo C: 50 ml A (Na2CO3 2% P/V en NaOH 0.1 M) + 1mI B
(CuS0O4 0,5% P/V en tartrato de sodio y potasio 1% P/V)

C.S.p. para
el control 20 pl

100 pl

Incubacion

10 minutos a 25°C

Reactivo D: Folin diluido 1/2 con AD

c.s.p. 10l

Incubacién 30 minutos a 25°C
Transferir a placa Greiner 96 U Transparent 120 pl
Lectura de absorbancia 700 nm

Tabla 2.3.2. Mezcla de reaccion para la cuantificacion proteica por el método de Lowry.
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Preparacion de las muestras para la
electroforesis SDS-PAGE.
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Los EPVs se resuspendieron en buffer de muestra 6X para electroforesis y se llevé a ebullicidén

durante 5 min.

Preparacion de buffer de muestra 6X.

BUFFER DE MUESTRA 6X

Tris 942¢

SDS 12 g
Mercaptoetanol 30 ml
Glicerol 48 ml
Azul de Bromofenol 12 mg

Llevara pH 6,8 con HCI 1 M
AD, c.s.p. 100ml

Preparacion de los geles.
Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con el equipo Mini-Protean

[l Bio-Rad. La composicion de los buffers y de los geles se indica a continuacion:

Preparacion de buffer del gel.

BUFFER DE GEL

Tris 36,39

SDS 0,3¢g
Llevar a pH 8,45 con HCI 1 M
AD, c.s.p. 100ml
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Preparacion de gel de apilamiento.

GEL DE APILAMIENTO (4% T, 3% C)

Acril-Bis (49,5:3) 0,4 ml
Buffer del gel 1,250 ml
AD 3,4 ml
PSA 10% 0,04 ml

TEMED

AD, c.s.p.

0,007 ml

Llevara pH 6,8 con HCI 1 M

100ml

Preparacion de gel de resolucion.

GEL DE RESOLUCION (16,5% T, 3% C)

Acril-Bis (49,5:3) 3,3ml

Buffer del gel 3,3 ml

AD c.s.p. 3,4 mi
Persulfato de amonio al 10% 0,04 ml
TEMED 0,007 ml

Anexo lll

Pagina | 260



Anexo lll

Aplicacion de las muestras y condiciones de corrida.
Se sembraron las muestras en las calles correspondientes. En los reservorios anddico y

catddico de la celda Miniprotean |1l Bio-Rad se colocaron los correspondientes sistemas buffer.

Tabla Alll.1 Preparacion de buffer anodico 2M.

BUFFER ANODICO 2M

Tris 2429
Llevara pH 8,9 con HCI1 M

AD, c.s.p. 1000ml

Tabla Alll.2 Preparacion de buffer catédico 1M.

BUFFER CATODICO 1M

Tris 12,19
Tricina 0,1 M 1799
SDS 0,1% 19

AD, c.s.p. 1000 ml

Las corridas se realizaron a voltaje constante (30 V) durante el apilado, luego se
aumenté lentamente hasta 105 V al ingresar las proteinas al gel espaciador, valor que se

mantuvo constante hasta la finalizacion de la electroforesis.
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Fijaciéon y Tincién.

Finalizada la electroforesis, se fijaron los geles en solucion fijadora durante 30 min (los
péptidos no se fijan completamente, pueden difundir si no se respetan los tiempos; y se
recomienda un maximo de fijacion de 45 minutos) y tefiidos por inmersion en solucién
colorante durante una hora (se recomienda un maximo de coloracion de una hora y media).
Posteriormente se hicieron sucesivos lavados con solucién decolorante para eliminar la

coloracion de fondo. Esta coloracion tiene una sensibilidad de 0,2 a 0,5 ug por banda.

Tabla Alll.2 Preparacion de solucion fijadora.

SOLUCION FIJADORA

Acido acético glacial 1100 ml
Metanol 400 ml
AD, c.s.p. 1000 ml

Tabla Alll.3 Preparacion de solucion colorante.

SOLUCION COLORANTE

Acido acético glacial 100 ml
Coomassie brilliant blue R-250 250 mg
AD, c.s.p. 1000 ml

Tabla Alll.4 Preparacion de solucién decolorante.

SOLUCION DECOLORANTE

Acido acético glacial 100 ml

AD, c.s.p. 1000 ml
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2.6.10. Tincion de plata. (Schevchenko, A. et al, 1996)

1.
2.

Fijar el gel en metanol 50 % y &cido acético 5 % durante 20 min.

Lavar el gel en metanol 50 % durante 10 min.

3. Lavar el gel en H20 Milli-Q durante al menos 2 horas (El lavado durante toda la noche es

mejor porque reduce el fondo en la tincion).

© N o o &

Sensibilizar el gel en Na2S203 al 0,02 % durante 1 min.
Lavar el gel 2 veces en H20 durante 1 min. cada vez.
Incubar el gel en AgNOs al 0,1% durante 20 min. a 4°C
Lavar el gel en H20 durante 1 min.

Transferir el gel a un contenedor limpio.

Lavar el gel en H20 durante 1 min.

. Revelar el gel en formalina (35% formaldehido) al 0,04 % y Na2COs al 2 %.
11.
12.
13.
14,

Cambiar la solucién de revelado cuando el revelador cambie a amarillo.
Parar la tincién con acético al 5 %.
Cambiar la solucién de acético al 5 % al menos 2 veces.

Guardar el gel at 4° C en aceético al 1 %.
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Suspensiones antibidticas
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Preparacion de la suspensién de antibiético:

En una primera instancia, se ha molido un disco de antibiético en mortero y luego se
lo ha resuspendido en 2 mL de H20 destilada y autoclavada. A continuacion, se pasa por
vortex durante 30 segundos. Luego se centrifugd por 5 minutos a 6000 g, a 25°C y finalmente
se recupera el sobrenadante y se desecha el precipitado.

En una segunda instancia y para reducir las variables en la preparacion de la
suspension de antibidticos, se han molido en mortero dos monodiscos de antibidtico, luego se
disolvieron con 4mL de H20 destilada (a 25°C), previamente autoclavada, y agitando en vortex
posteriormente 30 s. Luego se centrifugd 30 min a 6000 g, a 25 ° C y finalmente se extrae el
sobrenadante y se desecha el precipitado. El sobrenadante fue alicuotado en eppendorfs y se
almacend a -80°C.

Pese a que en la bibliografia se ha encontrado varios estudios que demuestran un alto
grado de estabilidad de los antibiéticos cuando se almacenan a -80 °C, con pérdida de
actividad menor al 10 % luego de 4 meses de conservacion (1, 2, 3, 4), se propone la
realizacion de testeos de estabilidad para verificar la actividad del mismo. Con estas alicuotas
conservadas y preparando resuspendidos nuevos antes de cada experimento, se plantea
estudiar la estabilidad midiendo la inhibicion del crecimiento bacteriano alcanzado en ambos
casos, en cada semana de testeo, comparando los resultados entre si (Tiphaine et al., 2016;
Stiles et. al., 1992; Stiles et. al., 1989; Stewart et. al., 1992).
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