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ABREVIATURAS

IPs: Inhibidores de Proteasas.

IPPs: Inhibidores Peptidicos de Proteasas.

PAMS: Péptidos Antimicrobianos.

PMC: Multicistatina de Papa. Tipo de inhibidor de proteasa cisteinica de papa.
PDI: Inhibidor de catepsina D de Papa.

PSPI: Inhibidor de Proteasa Serinica de Papa.

PIN: Inhibidor de proteasa serinica de papa.

MMPs: Metaloproteasas de la Matriz.

kDa: Kilodaltons.

pl: Punto Isoeléctrico.

TTs: Tratamientos Térmicos.

EC: Extracto Crudo.

TT60: Tratamiento Térmico a 60°C.

TT70: Tratamiento Térmico a 70°C.

TT80: Tratamiento Térmico a 80°C.

TT90: tratamiento Térmico a 90°C.

PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
HPLC: High-Performance Liquid Chromatography. Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién.

RP-HPLC: Reversed Phase HPLC. HPLC en Fase Reversa.
IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.

BAPNA:

AJ: Acido Jasménico.

AS: Acido Salicilico.

ET: Etileno.

LOX: Lipoxigenasa.

13-HPOT: 13(S)-hidroxilinoleico.

AOS: Aleno Oxido Sintasa.

AOC: Aleno Oxido Ciclasa.

JMT: Carboxilmetiltransferasa

OPDA: Acido 12-oxofitodienoico.

MeJA: Metil Jasmonato.

ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilico.



J1BG: Jasmonoil-1-B-glucosa.

J1BGen: Jasmonoil-1-B-gentiobiosa.

HJ1BG: Hidroxijasmonil-1-B-glucosa.

JA-lle: Jasmonil-isoleucina.

JAR1: AJ Conjugado Sintasa.

COIl1: Coronatina 1.

JAZ: Zim-jasmonato.

VSP2: Proteina Vegetal de Almacenamiento 2.

SAR: Resistencia Sistémica Adquirida.

ABA: Acido Abscisico.

ISO: Organizacién Internacional de Normalizacion.

PDA: Potato Dextrose Agar. Agar Papa-dextrosa.

TSC: Tripteina Soja Caldo.

TSA: Tripteina Soja Agar.

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards.

ARN: Acido Ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ADNc: Acido Desoxiribonucleico complementario.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido Etilen Diamin Tetraacético.

Medio LB: Medio Luria-Bertani.

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight Mass
Spectroscopy. Espectroscopia de Masa Laser de Desorcion/lonizacion Asistida por
Matriz-Analizador de Tiempo de Vuelo.

m/z: Relacion masa/carga+1.

PMF: Peptide Mass Fingerprinting. Huella Peptidica.

RT-PCR: Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction. Reaccién en Cadena de
la Polimerasa con Transcripcién Reversa.

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis.
Electroforesis Desnaturalizante en Geles de Poliacrilamida.

TEMED: N,N,N’",N"-tetrametiletilenodiamina.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

CIL: Clonado independiente de ligacion

ORFs: Open Reading Frames. Marcos abiertos de lectura
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PROLOGO
PRO/ OGO

SE SABE QUE LOS PRODUCTOS NATURALES CONSTITUYEN UNA DE LAS MAYORES
FUENTES DE MATERIA PRIMA PARA EL DESARROLLO DE MEDICAMENTOS Y AGENTES
ANTIMICROBIANOS, DEBIDO A SU DIVERSIDAD QUIMICA Y A QUE SE LES SUPONE UNA
TOXICIDAD INICIAL LIMITADA AL ENCONTRARSE EN SERES VIVOS. REQUIEREN MENOR
COSTO DE OBTENCION Y PROCEDIMIENTOS RELATIVAMENTE SENCILLOS, SI SE
COMPARAN CON LOS PROCEDIMIENTOS DE OBTENCION POR LA VIA DE LA SINTESIS
QUIMICA. [AS FUENTES VEGETALES DE INHIBIDORES PEPTIDICOS DE PROTEASAS ([PPS)
HAN SIDO ESCASAMENTE EXPLORADAS Y TIENEN LA VENTAJA DE SU EXTRAORDINARIA
RIQUEZA Y DIVERSIDAD Y, EN MUCHOS CASOS LA INEXISTENCIA DE PATENIES Y
PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION, DIFICULTAN SU EXPLOTACION. [OS ESTUDIOS
REFERIDOS A MATERIAL BOTANICO DE LA FLORA LATINOAMERICANA SON MAS ESCASOS
AUN. POR ELLO, RESULTA DE SUMO INTERES EL ESTUDIO DE NUEVOS [PPS DE ORIGEN
NATURAL PARA SU POTENCIAL IMPLEMENTACION COMO ADITIVO NATURAL
ALIMENTARIO; ASI COMO EL ESTUDIO DE SU VEHICULIZACION AL SISTEMA GASTRICO
CUANDO FORMAN PARTE DE ALIMENTOS, SUS ABSORCIONES, ESTABILIDADES Y
ACCIONES ORGANICAS EN TEJ[IDOS CENTRALES Y PERIFERICOS.

Pagina 1



[NTRODUCCION. PARTE A

INTRODUCCION

PARTE A
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS INHIBIDORES PEPTIDICOS
DE PROTEASAS

A.1 Las proteasas

Las proteasas son enzimas del grupo de las hidrolasas y se encuentran naturalmente
en los organismos vivos y juegan un papel fundamental en casi todos los procesos
biolégicos. La apoptosis, coagulacién de la sangre y las cascadas de sefalizacion
celular son algunos de los procesos en los que participan las proteasas escindiendo
proteinas o pro-enzimas (Ward et al., 2009; Ivanov et al., 2006).

Estas enzimas son clasificadas en familias segun sus similitudes estructurales; sin
embargo, resulta también util clasificarlas de acuerdo a los residuos aminoacidicos del
sitio catalitico. De acuerdo a esta clasificacion las proteasas se han dividido segun su
mecanismo de accion en: serin peptidasas, treonin peptidasas, cistein peptidasas,
aspartil  peptidasas, glutamil peptidasas y metalopeptidasas (MEROPS,
http://merops.sanger.ac.uk/).

Se ha demostrado que las proteasas participan en procesos que conducen al desarrollo
de enfermedades de fuerte impacto social. Por tal motivo existe un creciente interés por
obtener o disefar inhibidores que puedan actuar como agentes terapéuticos teniendo
como "blanco" a las proteasas. Entre las principales enfermedades en las que las
enzimas proteoliticas estan involucradas pueden mencionarse el cancer, el SIDA
(Krishnan y Murugan, 2016; Palavalli et al., 2012; Baltimore et al., 1998), el asma (Saw
y Arora, 2016; Saw y Arora, 2015; Katz et al., 1998; Rice et al., 1998, Agusti et al.,
1998), la malaria (Saboti¢ J y Kos J, 2012; Trenholme et al., 2010; Dahlgren et al.,
2003; Rosenthal et al., 1998;) y el mal de Alzheimer (Barao et al., 2016; Shamsi et al.,
2016; Dash et al., 2003; Roberts et al., 2002; Maccioni et al., 2001).

El proceso proteolitico esta involucrado en la movilizacién de proteinas tisulares, en la
regulacion del metabolismo de proteinas intracelulares y en el procesamiento de
neuropéptidos y funciones neurales. Los inhibidores de proteasas, en cambio, controlan

a las proteasas y son esenciales para la regulacion fisioldgica. Tales inhibidores de
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proteasas son pseudosustratos con afinidad hacia el sitio catalitico de las enzimas
(Vergnolle, 2016; Sataga et al., 2013; Huber et al., 1993).

A.1.1 Peptidasas serinicas y treoninicas

Esta clase de peptidasas comprende dos familias distintas: la familia de la
quimotripsina que incluye enzimas de mamiferos (quimotripsina, tripsina, elastasa),
plantas y microorganismos y la familia de la subtilisina, que si bien en un principio se
creyo6 constituida solamente por enzimas bacterianas (ejemplo: subtilisina), actualmente
se han encontrado representantes en otros microorganismos, en plantas y en animales
superiores. Si bien la estructura general tridimensional es diferente en las dos familias,
ambas tienen la misma geometria de sitio activo y en consecuencia catalizan las
reacciones con el mismo mecanismo. Las proteinasas serinicas exhiben diferentes
especificidades de sustrato, relacionadas con la sustitucion de aminoacidos en varios
subsitios enzimaticos que interactuan con los residuos de los sustratos. Algunas
enzimas tienen un amplio sitio de interaccion con el sustrato, mientras que otras tienen
una especificidad restringida al residuo P1 del sustrato.

La actividad de las mismas suele ser maxima a valores de pH alcalinos y no requieren
activadores, aunque los iones calcio intervienen en la activacion de algunas

proenzimas y estabilizarian a algunas enzimas.

A.1.2 Tripsina: una proteasa serinica modelo

La tripsina pertenece a la familia S1 de las proteasas serinicas, subfamilia S1A, cuyo
prototipo es la quimotripsina (Helfon et al., 2004). Se caracteriza por clivar enlaces
peptidicos cuyo extremo C-terminal esta constituido por residuos aminoacidicos de
arginina o lisina, con una preferencia de dos a diez veces superior por arginina. Es
generada a partir del clivaje de un precursor inactivo, el tripsindbgeno, el cual es
sintetizado en la porcion exdcrina del pancreas, por parte de la enteroquinasa en la luz
del duodeno. El tripsindbgeno esta formado por una unica cadena polipeptidica de 245
aminoacidos. Durante su activacion, la enteroquinasa escinde los enlaces peptidicos
entre los residuos 14-15 y 147-148. Las tres cadenas peptidicas resultantes

permanecen unidas por enlaces disulfuro, formando dos dominios del tipo barril-3
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antiparalelo. Es entre estos dos dominios topoldgicos que se encuentra el sitio activo

de la tripsina (Figura 1).

His 57

Ser 195

Asp 102

Figura 1: Representacion estructural esquematica de tripsina. En negro: aminoacidos de la
triada catalitica, Serina 195, Histidina 57 y Acido aspartico 102. En violeta y rojo claro: péptido
a ser clivado; en amarillo y rojo oscuro: elementos de estructura secundaria: hebras beta y alfa
hélices, respectivamente. Se distinguen el dominio | (parte superior) y el Il (parte inferior).
Imagen tomada de http://www7.nationalacademies.org/spanishbeyonddiscovery/bio_008233-
01.html.

Este sitio activo esta constituido por un bolsillo hidrofébico donde la enzima
interacciona con el sustrato y por una triada catalitica formada por los aminoacidos
Histidina, Serina y Acido aspartico, los cuales son los encargados de la catalisis. Estos
residuos se encuentran bastante alejados en la secuencia primaria, en las posiciones
57, 195 y 102 respectivamente, aunque muy cercanos en la estructura tridimensional:
los residuos histidina y acido aspartico pertenecen al dominio | (superior en la Figura 1)

mientras que la serina se encuentra en el dominio Il (inferior en la Figura 1).

A.1.3 Peptidasas cisteinicas

Esta clase incluye las proteasas vegetales mas extensamente estudiadas tales como
papaina, ficina, actinidina o bromelaina, varias catepsinas de mamiferos, calpainas
citosdlicas y algunas proteasas de parasitos como las de Trypanosoma cruzi. La
mayoria de las peptidasas de esta clase estan incluidas dentro de la familia de la
papaina, que es la enzima cisteinica mas ampliamente estudiada, responsable de los

principales avances no solamente en el campo de las proteinasas cisteinicas sino en la
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enzimologia en general. Ha sido la primera proteinasa cisteinica a la que se le
determind la estructura tridimensional (Drenth et al., 1968), por lo que es considerada
como el arquetipo de esta clase de peptidasas.

Actualmente se sabe que estas peptidasas se sintetizan en los polisomas del
citoplasma como un precursor o propéptido N-terminal de corta longitud y otro C-
terminal mas largo. Esta proenzima inactiva se dirige al lumen del reticulo
endoplasmatico y luego es transportada a las vacuolas o a la pared celular que
constituyen su destino final. La mayoria de las proteinas solubles de las plantas poseen
una secuencia sefal a nivel del C-terminal reconocida por un receptor del aparato de
Golgi (Okamoto et al., 2003) y luego transportada por la red trans Golgi. Sin embargo,
ciertas peptidasas de la familia de la papaina tienen una secuencia sefal de retencion
al reticulo endoplasmatico y asi, son transportadas en grandes vesiculas que emergen
del reticulo y se fusionan directamente con las vacuolas almacenadoras de proteinas,
sin pasar por el Aparato de Golgi, (Okamoto et al., 2003). Finalmente, cuando se
remueven las secuencias C y N- terminales del propéptido en estas vacuolas adoptan
la conformacién nativa que es la estructura quimica con capacidad de cumplir su
funcion biolégica (Grudkowska y Zagdafiska, 2004).

Al igual que en las proteasas serinicas, la catalisis ocurre a través de la formacion de
un intermediario covalente e involucra un residuo cisteina y un residuo histidina. La
Cisteina 25 y la Histidina 159 (de acuerdo a la numeracion de papaina) juegan el
mismo rol de la Serina 195 y de la Histidina 57, respectivamente. El nucledfilo en este
caso no es un grupo —OH, sino un ion tiolato que es estabilizado a través de la
formacioén de un par iénico con el grupo vecino imidazol de la Histidina 159. Siendo el
nucledfilo atacante el par idnico tiolato-imidazol en ambas etapas, no se requiere una
molécula de agua. La cisteina catalitica esta involucrada en un equilibrio tautomérico
entre las formas neutras y dipolar (zwitterién). Se cree que el sulfuro aniénico esta
involucrado directamente en un ataque nucleofilico en el carboxilo del sustrato. La
ruptura del mismo implica el ataque del agua catalizado por la enzima.

Dado que estas enzimas son inactivadas por reactivos bloqueantes de los grupos
sulfhidrilo por conversién en puentes disulfuro y tienen la capacidad de reactivarse en
presencia de agentes reductores, se las denomind “tiolproteinasas” (Hartley, 1960).
Considerando que el unico aminoacido que posee un grupo sulfhidrilo (tiol) en la
cadena lateral es la cisteina, se sugirid sustituir el término “tiolproteinasas” por el de
“proteinasas cisteinicas” (NC-IUBMB, 1984).
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A.1.4 Peptidasas asparticas

La mayoria de las proteinasas asparticas estudiadas pertenecen a la familia de la
pepsina. Esta familia incluye enzimas digestivas tales como pepsina y quimopepsina,
catepsina D y algunas proteasas fungicas. Una segunda familia incluye proteinas
virales tales como la proteasa del virus del SIDA, llamada retropepsina.

Estudios cristalograficos permitieron mostrar que estas enzimas son moléculas
constituidas por dos I6bulos homdlogos, con el sitio activo localizado entre ambos.
Cada Iébulo contribuye con un residuo aspartico de la diada activa de aspartatos. Estos
dos residuos asparticos estan geométricamente muy proximos en la molécula activa y
uno so6lo de ambos aspartatos es ionizado en el rango de pH 6ptimo (2-3). Por actuar
en forma 6ptima a bajos valores de pH estas proteinasas también fueron denominadas
“proteinasas acidas” por Hartley (1960).

Las proteasas asparticas vegetales conocidas han sido aisladas y caracterizadas a
partir de hojas, flores y semillas de diferentes especies. Entre ellas podemos mencionar
phitepsina aislada a partir de especies de Arabidopsis, Brassica, Centaurea, Cynara,
Hordeum, Lycopersicum, Orysa y Vigna, (Kulkarni y Rao, 2007; Kervinen, 1998)
ademas de ciprosina obtenida a partir de Centaurea calcitrapa y de Cynara cardunculus
(Cordeiro et al., 1998) y cardosina A (Pires, 1998a) y cardosina B (Pires, 1998b)
aisladas de Cynara cardunculus. Recientemente se aislo otra proteasa aspartica de la
especie Silypum marianum (L.) Gaertn. (Vairo Cavalli, 2005). Por otra parte,
recientemente se ha caracterizado una proteasa aspartica de Arabidopsis implicada en
procesos de defensa (Simdes et al., 2007).

Estas enzimas pueden ser monomeéricas o heterodiméricas, conteniendo dos péptidos
procesados a partir del mismo precursor proteico. Las proteinasas asparticas de los
vegetales son generalmente secretadas o bien destinadas al compartimento vacuolar.
La secuencia primaria de algunas de estas enzimas ha sido determinada y presentan
un alto grado de identidad con las de origen animal y microbiano; sin embargo, las
proteinasas asparticas vegetales tienen una region muy especifica que no se encuentra
en animales, microorganismos o proteinasas virales. Si bien la funcién de esta regién
no ha sido aun elucidada se ha propuesto una funciéon en el procesamiento o
degradacion de proteinas, aunque se requeririan mas estudios para confirmar su
funcién in vivo. Resultados mas recientes sugieren posibles roles en la muerte celular

programada de los tejidos y en la resistencia a los patdgenos (Mutlu y Gal, 1999).
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A.1.5 Metalopeptidasas

Las metaloproteinasas o metalopeptidasas se encuentran entre las hidrolasas en las
cuales el ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico es mediado por una molécula de
agua. Esta es una caracteristica compartida con las proteasas asparticas, pero en las
metaloproteasas un cation metalico divalente, usualmente zinc, aunque algunas veces
cobalto, niquel o manganeso, activan la molécula de agua. El idn metalico es
generalmente sostenido por tres aminoacidos ligandos.

Estas proteinasas se dividen en dos grandes grupos dependiendo del numero de iones
metalicos requeridos para la catalisis. En varias metaloproteasas se requiere solamente
un ion zinc, pero en algunas son dos los iones metalicos que actuan cocataliticamente.
Todas aquellas en las que son esenciales cobalto o manganeso, se requieren dos
iones metalicos, aunque hay familias dependientes de zinc en las que también dos
iones son cocataliticos. En las proteinasas con iones metalicos cocataliticos, solamente
cinco residuos aminoacidicos actuan como ligandos, siendo uno de ellos el que liga a
ambos iones. Todas las metaloproteinasas con iones metalicos cocataliticos son
exopeptidasas, mientras que las metaloproteinasas con un ion metalico catalitico
pueden ser exo- 0 endopeptidasas. Los ligandos conocidos son Histidina, Glutamina,
Aspartico o Lisina.

Estas enzimas difieren ampliamente en sus secuencias y en sus estructuras, pero la
gran mayoria contiene un atomo de zinc cataliticamente activo. En algunos casos, el
zinc puede ser reemplazado por otro metal como cobalto o niquel sin pérdida de la
actividad. La termolisina bacteriana ha sido bien caracterizada y su estructura
cristalografica indica que el zinc esta unido por dos histidinas y un acido glutamico.
Varias enzimas contienen la secuencia HEXXH, la cual provee dos ligandos histidinas
para el zinc mientras el tercer ligando es tanto acido glutamico (termolisina, neprilisina,
alanilaminopeptidasas) o una histidina (astacina). Otras familias exhiben un modo
diferente de union al atomo de zinc. Las metalopeptidasas constituyen el grupo de
enzimas proteoliticas menos estudiado en los vegetales. Existen solamente unas pocas
referencias sobre la presencia de esta clase de enzimas en semillas de Cucurbita pepo
(Hara y Matsubara, 1980), de soja: Glicine max (Bond y Bowles, 1983), de Canavalia
ensiformis (Dalkin et al., 1983) y de Fagopyrum esculentum (Belozersky et al., 1990).

Recientemente se han aislado de Arabidopsis thaliana (Chabregas, 2003).
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A.1.6 Peptidasas glutamicas

Las proteasas glutamicas en un principio fueron denominadas “carboxilpeptidasas
insensibles a la pepstatina". Son similares a las asparticas, de origen fungico y
pertenecen a la denominada familia G1. La importancia de los residuos glutamico 136
("E") y glutamina 53 ("Q") en el sitio activo de estas proteasas llevo a proponer el
término "familia EQolisina” para referirse a las mismas. El mecanismo sugerido es un
ataque nucleofilico por una molécula de agua activada por la cadena lateral del
glutamico 136 formando el intermediario tetraédrico con el atomo de C del enlace
peptico que se escinde. La asistencia electrofilica y la estabilizacion del oxianién son

provistas por la amida de la glutamina 153. (Fujinaga et al., 2004).

A.2 Inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas (IPs) son compuestos quimicos, que pueden ser de
naturaleza peptidica o no, que se unen a una proteasa impidiendo su accion biologica.
Los IPs son moléculas de bajo peso molecular que se clasifican de acuerdo al tipo de
proteasa con la que interactuan: serinicas, cisteinicas asparticas, metalo, glutamico y
treonin peptidasa (Rawlings, 2010). Muchos de ellos son pequefos péptidos que
oscilan de 15 a 40 aminoacidos, la mayoria de los cuales son hidrofébicos y catidnicos,
con un alto contenido de residuos de cisteina que forman puentes disulfuro y confieren
resistencia a tratamientos térmicos, pHs extremos, fuerza idnica y protedlisis. Estan
presentes en plantas, animales y microorganismos.

Las proteinas que inhiben son peptidasas de gran importancia en la medicina y la
biotecnologia, pero nunca ha habido un sistema completo de clasificacion para ellas.
Algunas de las terminologias usadas actualmente son potencialmente confusas. Con el
fin de facilitar el intercambio, el almacenamiento y la recuperacion de la informacién
sobre los IPs, se ha desarrollado un sistema en el que las unidades inhibitorias de los
inhibidores de proteasas se asignan a 48 familias sobre la base de similitudes
detectables al nivel de la secuencia de aminoacidos (Rawlings et al. 2004).

A.2.1 Funcidn general de los IPs

El proceso de inhibicion puede darse mediante dos mecanismos alternativos,

mecanismo reversible o mecanismo irreversible. Los inhibidores con mecanismos
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irreversibles cambian la conformacion de la enzima al unirse a la misma, cortan un
enlace peptidico interno y se unen de manera covalente; ni el inhibidor ni la enzima
pueden participar en futuras reacciones. En reacciones reversibles, el inhibidor se une
directamente al sitio activo de la proteasa; esta reaccion es reversible y el inhibidor
puede disociarse de la enzima tanto en estado virgen o luego de una modificacion por
la proteasa (Rawlings et al., 2004). La actividad de los IPs obedece a su capacidad de
formar complejos estables con las proteasas blanco, bloqueando, alterando o
impidiendo el acceso del sustrato al sitio activo de la enzima mediante interacciones
por puentes disulfuros, de hidrégeno o interacciones hidrofébicas (lwanaga et al., 2005;
Bode et al., 1992;)

A.2.2 Localizacion y funcion de IPs en plantas

A.2.2.1 Localizacion en plantas

Los IPs biolégicos o naturales se encuentran en numerosos tejidos y fluidos de
animales, plantas y microorganismos (Huber et al., 1993). Con respecto a las plantas,
podemos decir que los IPs estan preferentemente concentrados en tejidos de
almacenamiento, tales como semillas y tubérculos. Ademas, se han encontrado IPs en
otros 6rganos tales como flores, raices, hojas y frutos (Damle et al., 2005; Sin et al.,
2004). También, se han localizado estas proteinas en el floema de tallos, raices y hojas
(Xu et al., 2001) y por otro lado se han encontrado intracelularmente en los cuerpos
proteicos vacuolares, la pared celular, los espacios intercelulares, en el citosol y el

nucleo de células de los cotiledones (Kapur et al., 1989).

A.2.2.2 Funcion en plantas

El papel de los inhibidores en la regulacion de la actividad proteolitica es muy
importante por la proteccion que proporcionan a tejidos y fluidos de la degradacion no
deseada, desempefiando un papel importante en el mecanismo de defensa de las
plantas. Los inhibidores de proteasas encontrados en plantas, generalmente contienen
altos porcentajes de cisteina formando puentes disulfuro, lo cual los hace resistentes a
la desnaturalizacién por calor y pH extremos. La expresion de estos inhibidores esta

altamente regulada por una ruta de transduccion de sefiales que es iniciada por el

Pagina 9



[NTRODUCCION. PARTE A

ataque del patégeno y transducida como una respuesta de dafio. En plantas, los IPs se
acumulan durante la maduracidon de las semillas, y se ha argumentado que la
maduracion de semillas es un indicador de su funcién de defensa (Kim et al., 2009).
Con el ataque de herbivoros se inicia la respuesta de defensa de la planta que incluye
la induccidn de la expresién de genes de inhibidores de proteasas que pueden estar
ligados directamente con la resistencia al ataque del insecto. La induccion de expresién
de genes de inhibidores de proteasas ocurre tanto en células del sitio del dafio, como
en lugares distantes a ese sitio. La respuesta de defensa puede incluir la expresién de
multiples inhibidores de proteasas que pueden inhibir un amplio numero de proteasas
digestivas del herbivoro.

Ademas, muchas plantas producen compuestos que actuan como defensas especificas
naturales contra pestes y patdégenos. Los péptidos antimicrobianos (PAMS) proveen la
primera linea de defensa contra microorganismos invasores tanto en plantas como
animales. La inmunidad innata es una estrategia de defensa ancestral usada por
organismos multicelulares para controlar la flora natural y combatir patégenos. Los
péptidos en el rango de 15 a 40 aminoacidos de largo, de los cuales la mayoria son
hidrofébicos y catidnicos, estan generalmente relacionados en la inmunidad innata.
Tales péptidos proveen proteccidn contra bacterias, hongos y virus, actuando sobre las
paredes celulares de los patéogenos (Kim et al., 2009).

Por esto, podemos decir que los IPs son una de las mas importantes clases de
proteinas de defensa en las plantas. Se han descripto IPs de plantas que actuan frente
a proteasas de los principales grupos mecanisticos (De Leo et al., 2002). Dentro de los
inhibidores que estan relacionados con la resistencia de las plantas a los patdgenos se
han observado elevados niveles de inhibidores de tripsina y quimotripsina. La sintesis
de polipéptidos inhibitorios en respuesta a ataques por proteasas producidas por
microorganismos patogenos fue observada por primera vez en tomates infectados por
Phytophthora infestans, en el cual se encontraron niveles elevados inhibidores de
tripsina y quimotripsina relacionados con la resistencia de las plantas al patdgeno.
Estudios posteriores mostraron que tubérculos de papas acumulaban inhibidores
proteicos de serin proteasas de 20 a 24 kDa en respuesta a heridas mecanicas e
infeccion por P. infestans (Kim et al., 2009).

La acumulacion de los IPs es elicitada por varios tipos de estrés, tanto biético como
abidtico, incluyendo heridas mecanicas, ataque de insectos, ataque de patdégenos y/o

exposicion a radiaciones UV. Respecto al dafio mecanico, los fragmentos de pectinas
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que son liberados de la pared celular de la planta, y los oligbmeros de quitosanos
derivados de la pared celular de hongos, se asume que actuan como inductores
extracelulares de la ruta de sefales que dirige a la expresidn de genes de inhibidores
de proteasas. Los polisacaridos inductores no parecen ser inméviles en la planta, por lo
que es probable que estas moléculas unicamente induzcan en forma local la expresién
de genes de inhibidores de proteasas. La magnitud de respuesta de defensa es mucho
mayor en plantas atacadas por insectos que en plantas dafiadas mecanicamente.
Dentro de los compuestos que se expresan durante el estrés podemos destacar a
algunas “moléculas sefal” tales como sistemina, metil jasmonato, etileno, acido
abscisico, oligbmeros de la pared celular fungica, y la conjugacién acidos grasos-
aminoacidos encontrada en la secrecion oral de larvas.

También los IPs de plantas pueden jugar roles como proteinas de almacenaje o
reguladores endogenos de proteasas, su rol de defensa contra herbivoros es su
funcidbn mejor documentada. Los IPs de las plantas ingeridos inhiben proteasas
digestivas del insecto herbivoro atacante, imponiendo un estrés fisioldgico que retarda
el crecimiento y desarrollo e incrementa la mortalidad (Horn et al., 2005).

Estos inhibidores tienen usualmente un alto contenido de residuos de cisteina que
forman puentes disulfuro, lo cual los hace resistentes al calor, a pH extremo y a la
protedlisis (Kansal et al., 2008; Singhal, 2004; Greenblatt et al., 1989).

A.2.3 Clasificacion y familias donde abundan

Los inhibidores de proteasas son encontrados en plantas pertenecientes a una
variedad de grupos sistémicos. Sin embargo, elevados niveles de inhibidores de
proteasas son a menudo encontrados en varias plantas pertenecientes a la familia
Solanaceae (Kim et al., 2009) y otro gran porcentaje en las familias Leguminoceae y
Graminaceae.

Las proteinas solubles de papa (Solanum tuberosum) estan compuestas principalmente
de proteinas inhibidoras de proteasas (50% aprox.) y patatina (40% aprox.) Los
inhibidores incluyen inhibidores de proteasas | y Il (y otros inhibidores de serin
proteasas), inhibidores de proteasas asparticas de papa, inhibidores de proteasas de
tipo Kunitz, inhibidores de carboxipeptidasa de papa, inhibidores de proteasas
cisteinicos de papa y PMC o multicistatina de papa, otro inhibidor de proteasas

cisteinicas (Nissen et al., 2009).
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Los IPs son clasificados de acuerdo a su secuencia de aminoacidos en familias
estructurales. Una planta a menudo produce IPs de diferentes familias estructurales.
IPs homodlogos forman una familia multigénica o IPs multidominios, que colectivamente
pueden inhibir un amplio rango de proteasas de visceras de insecto (Horn et al., 2005).
Los IPs de diferentes origenes han sido clasificados de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales en 33 clanes y 63 familias, entre ellos los de origen vegetal aparecen
distribuidos en 19 familias (http://merops.sanger.ac.uk/). Si hay pruebas suficientes de
que determinados IPs tienen ancestros en comun, una familia puede ser dividida en
subfamilias. Una familia puede contener un sélo inhibidor si no se han encontrado
homologias en otros, y el producto de un gen puede contener varios dominios de

inhibicion distintos.
A.2.4 Clases de inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas pueden inhibir proteasas asparticas, serinicas, cisteinicas
y metalocarboxipeptidasas, entre otras (Kim et al., 2009). Los inhibidores contra
proteasas serinicas, cisteinicas y metalocarboxipeptidasas son ubicuos, pero los
inhibidores de proteasas asparticas no han sido hasta ahora detectados en semillas,
aun cuando el numero de especies estudiadas supera largamente el centenar
(http://www.ba.itb.cnr.it/PLANT-Pls/Tabll.html). De acuerdo con la secuencia de
aminoacidos y de proteasas diana se reconocen 67 familias de inhibidores (Rawlings,
2010)

A.2.4.1 Inhibidores de cistein proteasas

Estos inhibidores forman una superfamilia de proteinas subdivididas en cuatro familias:
las estefinas, las cistatinas, los quininégenos vy las fitocistatinas (Turk et al., 1991). Las
estefinas de 11 kDa, son proteinas predominantemente intracelulares que carecen de
enlaces disulfuro; las cistatinas de 11-13 kDa contienen dos enlaces disulfuro en el
extremo carboxi-terminal del polipéptido; los quinindbgenos de 60-120 kDa estan
compuestos de tres cistatinas tipo 2 unidas en tandem vy las fitocistatinas entre 5-87
kDa con caracteristicas similares a las encontradas en las subfamilias de las cistatinas
(Turk et al., 1997).
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Numerosos estudios sugieren que las proteasas cisteinicas realizan el papel mas
importante en la digestion de las proteinas en el intestino medio de coledpteros, debido
a que su inhibicion afecta la digestion de las proteinas y la asimilaciéon de aminoacidos

esenciales (Botella et al., 1996).

A.2.4.2 Inhibidores de aspartil proteasas

Los inhibidores de proteasas asparticas se unen a la hendidura del sitio activo de la
enzima mediante enlaces de hidrogeno formados entre el oxigeno del carbonilo de los
aminoacidos de la enzima D-T-G-S y los grupos amida de los aminoacidos del enlace
escindible del inhibidor (Pearl, 1987). La protonacion del péptido amida escindible se
produce junto con la destruccidn del estado de transicion tetraédrico. El oxianion es
estabilizado por enlaces de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo del inhibidor y el
grupo amida de G76 y D77. La liberacién de los productos neutros y la union de una
nueva molécula de agua restauran la actividad de la enzima (Davies, 1990).

Entre los inhibidores de las proteasas asparticas el mejor caracterizado es el inhibidor
de catepsina D de papa (PDI), este inhibidor tiene similitud con la familia del inhibidor
de tripsina de soya (Mares et al., 1989). Varios trabajos mostraron que PDI consiste de

varias isoformas, las cuales han sido clonadas y secuenciadas (Ritonja et al., 1990).

A.2.4.3 Inhibidores de serin proteasas

A.2.4.3.1 Tipo Bowman-Birk

Los inhibidores de proteasas serinicas tipo Bowman-Birk estan constituidos por
cadenas polipeptidicas de 8-10 kDa, aunque se han reportado inhibidores de este tipo
de hasta 17 kDa. Comunmente poseen 14 residuos de cisteina formando 7 puentes
disulfuro intracatenarios y dos sitios activos. Comunmente existen varias isoformas del
mismo inhibidor. Si la conformacion del inhibidor es tal que los sitios activos se
encuentran distantes uno del otro es probable que la interaccién enzima-inhibidor sea
2:1 (Figura 2) ya sea en el caso de inhibicion exclusiva (Ej: inhibidor de tripsina
selectivo) o cuando el inhibidor (Ej: inhibidor de Tripsina/Quimotripsina) actua sobre dos
enzimas distintas (Qi et al,, 2005; Laskowski et al., 2000; Prakash et al., 1996;
Gladysheva et al., 1994).
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A.2.4.3.2 Tipo Kunitz

Estos inhibidores fueron nombrados asi luego de que Moses Kunitz cristalizara el
primer inhibidor representativo de la harina de soja (Kunitz, 1945).

Los inhibidores tipo Kunitz son usualmente proteinas de alrededor de 20 kDa con 4
residuos de cisteina formando 2 puentes disulfuro intracatenarios y un solo sitio activo
que generalmente es un residuo de arginina localizado en alguno de los loops de la
proteina.

Los tubérculos de papa (Solanum tuberosum L.) poseen un inhibidor de tipo Kunitz
llamado inhibidor de proteasa serinica de papa (PSPI). EIl PSPl se puede unir
simultaneamente a tripsina y quimotripsina, que son dos proteasas serinicas con
diferente especificidad de sustrato. El rol biolégico del PSPI en la planta no es claro. En
principio, el PSPI podria actuar en la defensa de la planta o proteger proteinas de
almacenamiento de la actividad enzimatica de las proteasas enddgenas, para prevenir
la brotacién prematura. Considerando que el PSPl es una de las proteinas mas
abundantes en los tubérculos de papa, es probable que también asuma el papel de
proteina de almacenamiento (Grosse-Holz y van der Hoorn, 2016).

Inhibidores similares a los de tipo Kunitz son los de la familia de Inhibidores de Papa de
Tipo I y Il (PIN | y PIN Il). Estos inhibidores muestran una diversidad funcional y
estructural, especialmente en Solanaceae. Los PINs de plantas han sido caracterizados
a nivel bioquimico y molecular. El primer aislamiento y caracterizacion de la proteina
PIN | en tubérculos de papa fue reportada por Chye et al., 2005 y por Fischer et al.,
2015.

Los inhibidores de tipo Kunitz son muy abundantes en las subfamilias de
Leguminoceae: Mimosoidae, Caesalpinoidae y Papilionoidae. Algunos inhibidores tipo
Kunitz aislados de la familia Mimosiodae estan constituidos por dos cadenas
polipeptidicas unidas por un puente disulfuro (Oliva et al., 2000; Batista et al., 1996; Lin
et al., 1991; Negreiros et al., 1991;). Los ultimos descubrimientos han descripto una
conformacioén de “trébol” en los inhibidores de tipo Kunitz. La longitud, la orientacién y
la composicion de aminoacidos en los loops varia entre los inhibidores que poseen esta
conformacion, permitiéndoles inhibir hasta dos clases diferentes de proteasas (Grosse-
Holz y van der Hoorn, 2016). Esta conformacion, que es altamente estable debido a la

estructura rigida que le da una gran estabilidad a los inhibidores de tipo Kunitz en
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ambientes adversos, provee una plataforma para la evolucion de un amplio rango de

mecanismos de reconocimiento molecular multidominio (Figura 2).
A.2.4.3.3 Serpinas

Las serpinas constituyen la mayor familia de inhibidores de serin proteasas y
desempefian funciones cruciales en multitud de sistemas biolégicos de organismos
presentes en todas las escalas biologicas. Los miembros de esta superfamilia
presentan una elevada homologia estructural, necesaria para el desarrollo de su
extraordinaria y eficiente actividad inhibitoria. El mecanismo de accion de las serpinas
(Figura 2) precisa un plegamiento metaestable que, tras la accion proteolitica de la
serpina que inhibe, pasa a una configuracién hiper estable asociada con la deformacion
e inhibicion de la proteasa diana. Sin embargo, esta flexibilidad estructural también
hace que las serpinas sean conformacionalmente vulnerables a factores ambientales y
genéticos, con consecuencias patoldgicas, las denominadas serpinopatias que se
incluyen dentro del denominado grupo de enfermedades conformacionales entre las
que destacan el Alzheimer o el Parkinson (Stein et al., 1995). La antitrombina, es una
serpina anticoagulante que juega un papel clave en hemostasia, ya que incluso ligeras
deficiencias pueden incrementar el riesgo trombatico.

Las serpinas han evolucionado para ser la familia predominante de los inhibidores de
proteasas serinicas en el hombre. Su exclusivo mecanismo de inhibicién implica un
cambio profundo en la conformacion; sin embargo, la naturaleza y la importancia de
este cambio ha sido motivo de controversia. El cambio conformacional se inicia por la
reaccion de la serina activa de la proteasa con el centro activo de la serpina. La
estrecha vinculacién de las dos moléculas y el resultado de la superposicidon de sus
estructuras no afectan a la serpina hiperestable, pero causa una pérdida sorprendente
(37%) de la estructura de la proteasa. Esto es inducido por la remocion de la serina de
su centro activo, junto con la rotura de las interacciones producidas durante la
activacién del zimégeno. La interrupcion del sitio catalitico impide la liberacion de la
proteasa del complejo y el desorden estructural permite su destruccién proteolitica.
(Huntington et al., 2000).
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Bowman-Birk Kunitz Serpinas

Figura 2: Mecanismo de accién de los inhibidores (Grosse-Holz y van der Hoorn, 2016) de tipo
Bowman-Birk (interaccion enzima-inhibidor es 2:1 o el inhibidor actia sobre dos enzimas
distintas), Kunitz (inhibidores multidominio) y Serpinas (actian como trampas de ratén, que
inhiben diferentes proteasas al experimentar un cambio conformacional dramatico tras la union
a la proteasa).

A.2.4.4 Inhibidores de metaloproteasas

Los inhibidores de metaloproteasas presentan diferentes mecanismos de inhibicion. En
el caso de los inhibidores de metaloproteasas tisulares tipo |, se cree que la inhibicidon
puede deberse al bloqueo del sitio activo. En otros casos, como se ha observado en los
inhibidores de metaloproteasas del género Pseudomona, el mecanismo de inhibicion se
produce por desplazamiento del agua mediante el aporte de un ligando metalico
adicional.

Otros mecanismos de inhibicion de inhibidores de proteasas son desconocidos pero se
sabe que algunos tienen la particularidad de incluir puentes disulfuro que
probablemente “enmascaran” el sitio activo de la proteasa (Rawlings, 2010).

Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) son endopeptidasas requeridas para la
degradacion de componentes de la matriz extracelular durante el desarrollo normal del
embrion, la morfogénesis y el remodelado tisular. Sus actividades proteoliticas son
reguladas precisamente mediante inhibidores de metaloproteasas enddgenos (TIMPs)
(Gomis-Ruth et al., 1997).
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A.2.4.5 Inhibidores de proteasas en papas

Como habiamos dicho anteriormente, polipéptidos inhibidores de enzimas proteoliticas
se encuentran en una variedad de grupos sistematicos de plantas. En particular, se
hallan niveles elevados de inhibidores de proteasas en muchas plantas de la familia
Solanaceae (Plate et al., 1993). Por ejemplo, estos inhibidores representan entre el 20-
50 % de la totalidad de proteinas solubles en los tubérculos de papas (Pouvreau et al.,
2001). Dichos inhibidores tienen pesos moleculares de entre 2 y 24 kDa, y pueden
inhibir proteasas serinicas (Walsh y Twitchell, 1991), asparticas (Pouvreau et al., 2003;
Mares et al., 1989), y cistein proteinasas (Pouvreau et al., 2003; Krizaj et al., 1993) han
sido caracterizadas en detalle. Basados en su estructura primaria, estos péptidos
inhibitorios han sido agrupados como la superfamilia Kunitz de inhibidores de tripsina
de soja (Valueva et al., 1998). Los inhibidores de proteinasas de tubérculos de papas
se clasifican ademas en una subfamilia independiente, los inhibidores de proteinasas
de papa tipo Kunitz (Ishikawa et al., 1994). Estos inhibidores se acumulan en hojas y
tubérculos de papas en respuesta a heridas mecanicas (Valueva et al., 2001), radiacién
UV (Conconi et al., 1996), y lesiones por insectos (Bergey et al., 1996) o

microorganismos patogenos (Valueva et al., 2003).

A.2.5 Potenciales aplicaciones bioldgicas de los IPs

Desde épocas muy remotas el hombre ha buscado y empleado productos naturales
para mitigar sus enfermedades, especialmente de origen vegetal debido a que algunos
medicamentos sintéticos son discutidos no solo por el alto costo del tratamiento sino
por su reducida efectividad que obliga a complementar el tratamiento con otros
medicamentos. Esto ha incentivado la busqueda de compuestos naturales con
actividad bioldgica, baja toxicidad y asequibles desde el punto de vista econdmico. En
los ultimos afos la aparicion de nuevas cepas mutantes de microorganismos
resistentes a antibiéticos normalmente utilizados ha estimulado un analisis sistematico
de productos naturales con propiedades anti-bacterianas y anti-fungicas que tienen
aplicaciones nutracéuticas.

Por otra parte, son considerables los gastos econdmicos que se producen anualmente

a escala internacional en concepto de pérdidas en cultivos de importancia
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agroecondmica debido al ataque de plagas y fitopatégenos, asi como por el uso de
productos quimicos destinados a prevenirlas y controlarlas.

Recientemente, varias proteinas y péptidos antimicrobianos de plantas que inhiben el
crecimiento de patdégenos agrondomicamente importantes han sido aislados de varias
fuentes vegetales (Rocha et al., 2016; Chen et al., 1999). Péptidos y proteinas
antimicrobianas con una espectacular diversidad de estructuras incluyen proteinas
tales como: taumatinas, proteinas abundantes de embriones, pequeinas proteinas ricas
en cisteinas, proteinas ricas en arginina y glutamato, lectinas, tioninas, peroxidasas,
proteinas inactivadoras de ribosomas, proteinas de transferencia de lipidos, proteinas
de unién a quitina, ribonucleasas, desoxirribonuclesas, proteasas e IPs, tal como se
menciond precedentemente. Estas proteinas pueden inhibir una gran variedad de
fitopatégenos exhibiendo diferentes potenciales inactivadores conforme el tipo de
microorganismo que se esté analizando (Rocha et al., 2016; Bobbarala et al., 2009).
Recientemente, varios inhibidores peptidicos de proteasas (IPPs) fueron informados
como potentes agentes anticancerigenos en una amplia variedad de sistemas in vivo e
in vitro. Se ha visto también que hay inhibidores de serin proteasas que pueden
incrementar el nivel de colecistoquinina debido a la inhibicion de tripsina, por lo que
pueden ser utiles para reducir el consumo de comida en humanos (Zhang et al., 2008).
Es importante resaltar el papel que ocupan las enfermedades fungicas dentro del
conjunto de afecciones que producen dafos en las plantaciones, debido
fundamentalmente a su diversidad y a lo dificil que resulta su control. (Goodwin, 1997).
A nivel mundial las enfermedades causadas por hongos han ido en aumento y la
terapéutica se ha visto limitada por varios factores: por un lado, la falta de entera
efectividad de los farmacos asi como de los efectos adversos que producen y por otro,
la resistencia que presentan. Por tal motivo, es necesaria la busqueda de nuevas
alternativas antifungicas a partir de componentes naturales que puedan ejercer el
biocontrol de las plagas (Rocha et al., 2016; Mendieta et al., 2007; Pagano et al., 2007).
Otro ejemplo a destacar es el de varios hongos fitopatogénicos que son conocidos por
producir proteinasas extracelulares que desempefian un papel activo en el desarrollo
de enfermedades. Las plantas sintetizan polipéptidos inhibitorios que pueden suprimir
las actividades de la enzima en respuesta al ataque por las proteinasas producidas por
microorganismos fitopatogénicos (Kim et al., 2006).

En cuanto a la aplicaciéon de los IPPs en la industria alimentaria se ha observado, por

ejemplo, que la presencia de serin proteasas unidas a miofibrillas (MBSP) es crucial
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para la degradacion de las proteinas miofibrilares de pescado. La existencia de MBSP
en el musculo de pescado fue notificada en diferentes especies de peces. Los IPPs se
utilizaron para frenar este proceso de degradacion de las proteinas, y asi mantener la
estructura del alimento (Zhong et al., 2012).

Los IPPs tienen importantes aplicaciones en la biomedicina, la biotecnologia, la
industria alimenticia y el diagnodstico. Dichas moléculas representan para los
organismos una eficiente via de control de la actividad de proteasas enddgenas, que
necesitan ser balanceadas en estado normal para obtener una protedlisis controlada.
La apoptosis, la coagulacion de la sangre y las cascadas de sefializacion celular son
algunos de los procesos en los que participan las proteasas escindiendo proteinas o
proenzimas. Una regulacion precisa de la actividad proteolitica es esencial para la
fisiologia humana, es por esto que muchas proteasas se han convertido en importantes
dianas biomédicas (Ward et al., 2009). La actividad de los IPPs ha motivado de esta
manera no solo su uso en la biotecnologia sino también en el diagndstico o terapéutica
de enfermedades tan diversas como el cancer (Clemente et al., 2012; Clemente et al.,
2010; Turk et al., 2004; Kennedy y Wan 2002) y el Alzheimer, enfermedades
inmunoldgicas, inflamatorias, cardiovasculares (Wood et al.,, 2003) y respiratorias
(Ottaviani et al., 2005), como el asma, e infecciones parasitarias, fungicas y virales,
como la malaria (Dash et al.,, 2003), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
(Arribas et al., 2005; Binford et al., 2005), las hepatitis (Malcolm et al., 2006; Lamarre et
al., 2003), entre otras (Ruseler-van Embden et al., 2004).

Estas biomoléculas también abren un camino potencial como aditivos naturales para
los procesos de conservacion de alimentos. Esto podria llegar a producir grandes
avances en la industria alimenticia y el bienestar de la comunidad, lo que a su vez,
demuestra la importancia de estas tecnologias para la identificacién y caracterizacion
de nuevos IPPs. Como ejemplo de esto ultimo se ha mencionado en la literatura que
durante la ultima década se ha vuelto a pensar en el uso potencial de IPPs como
nuevos agentes antimicrobianos (Macedo et al., 2016; Habib et al., 2016; Silva de Brito
et al., 2016; Zhao et al., 2014; Shilpa Satheesh et al., 2010).

Por ultimo, los estudios referidos a material botanico de la flora argentina son
sumamente escasos (Rocha et al, 2015; Diaz et al. 2015; Diaz et al., 2014),
especialmente en el caso de los IPPs. Dada la gran biodiversidad vegetal existente en
nuestro pais, resulta de sumo interés la implementacion de una busqueda de nuevas

moléculas naturales capaces de modificar o modular la actividad biolégica de proteasas
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y microbios, involucrados en la conservacion de los alimentos o ciertas enfermedades
patogenas (Rocha et al., 2012).

Por otra parte, en los ultimos anos la tecnologia de los alimentos y la nutricion estan
experimentando una profunda transformacion gracias a la introduccion del concepto de
sustancias nutracéuticas y alimentos funcionales. Tanto los péptidos bioactivos como
las proteinas funcionales han cobrado gran importancia por su funcion nutricional como
fuente de aminoacidos y por su capacidad de ejercer diferentes efectos bioldgicos
especificos sobre el sistema inmune, el sistema cardiovascular o el tracto
gastrointestinal (Ruseler-van Embden et al., 2004). Se ha descripto que estos péptidos
y proteinas pueden tener efectos anticancerigenos, antibacterianos o antivirales. Las
proteinas de origen vegetal muestran frecuentemente mayor efecto

hipocolesterolemiante que las proteinas animales (Martinez y Martinez, 2006).

A.2.6 Fundamentos de la inmovilizacién enzimatica

El término inmovilizacion de enzimas se refiere a enzimas fisicamente confinadas o
localizadas en una cierta regién definida en el espacio reteniendo sus propiedades y
actividades cataliticas.

Asimismo, dependiendo del tipo de inmovilizacibn las enzimas pueden ser
inmovilizadas de forma permanente o temporal para ser utilizadas repetida y
continuamente en diversos procesos quimicos. Por razones técnicas y econodmicas la
mayoria de los procesos quimicos catalizados por enzimas requieren su reutilizaciéon o
el continuo uso de biocatalizadores durante largos periodos de tiempo. Bajo esta
perspectiva, la inmovilizacion deberia ser definida como una técnica capaz de reutilizar
o dar uso continuo de biocatalizadores. Por lo tanto, la sencillez y el bajo costo de los
métodos de inmovilizacion juegan un papel fundamental en la seleccion de protocolos
de inmovilizacion. Es por ello que por medio de la inmovilizacion es posible no solo
controlar la ubicacion de las enzimas sino también modificar sus propiedades
selectivamente.

En la actualidad, la industria requiere gran cantidad de enzimas con el fin de obtener
productos con mejores caracteristicas y menor costo. Por ello, la implementacién de
procedimientos que aumenten la estabilidad de las enzimas y permitan su reutilizacion
ha sido por muchos afnos el objetivo de diversos laboratorios alrededor del mundo. La

preparacion y estabilizacion de enzimas ha sido un tema de estudio desde hace casi 50

afos (Pedro, 1964) y es de interés tanto cientifico como econdémico. La inmovilizacion
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combina la actividad elevada y especifica de las biomoléculas activas, como las
enzimas o anticuerpos, con la estabilidad quimica y mecanica del soporte. Consiste en
mantener la biomolécula unida o atrapada en un soporte fisico, conservando su
actividad catalitica y permitiendo el flujo de sustratos y productos. Las enzimas pueden
ser inmovilizadas en sustratos naturales y/o sintéticos por medios quimicos (uniéndolas
al sustrato mediante enlaces covalentes) o fisicos (fuerzas electrostaticas o
membranas), y pueden ademas ser encapsuladas mecanicamente por la adicion de
agentes que formen una pelicula protectora alrededor de la enzima inmovilizada
(Figura 3), permitiendo el paso de reactivos y productos de pequefio tamafio, pero no

de proteinas (Heering et al., 2004; Wang y Caruso, 2004).

Enzima Enzima Enzima

Figura 3: Componentes de un sistema de inmovilizacién: enzima, soporte y técnica de

inmovilizacion; los métodos mas comunes son (izq.) adsorcion, (centro) entrampamiento y
(der.) unién covalente.

Soporte

Soporte
Soporte

Una de las mayores desventajas del uso de enzimas libres en la sintesis de péptidos es
la imposibilidad de su reutilizacion. Al ser solubles en agua, la separaciéon de los
sustratos y productos es dificil, y por tanto, no se pueden reutilizar. Debido a ello, la
inmovilizacién de enzimas ha permitido superar estos ultimos inconvenientes, haciendo
que el proceso biotecnolégico sea econdmicamente rentable. Las enzimas
inmovilizadas permiten un uso continuo, reutilizacion y control de las concentraciones
de proteina empleada. Asimismo, es viable mejorar la estabilidad y actividad de la
enzima en funcion del pH y la temperatura, ademas, al ser inmovilizadas quedan
protegidas ante enzimas proteoliticas, aumentando asi la eficiencia del sistema. Sin
embargo, la inmovilizacion también puede presentar ciertas desventajas, por ejemplo,
la actividad de la enzima puede verse afectada por el proceso de inmovilizacion,

ademas, la velocidad de reaccidon puede estar limitada por la velocidad de difusion de
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sustratos y productos hacia dentro y fuera del sistema. En la Tabla 1 se presentan las
principales ventajas y desventajas del empleo de enzimas inmovilizadas y ademas se
compara con las ventajas y desventajas del uso de enzimas libres (Ferreira et al., 2002;
Giorno y Drioli, 2000).

Tabla 1: Comparacion entre las ventajas y desventajas del empleo de enzimas inmovilizadas y
enzimas libres.

[Enzima Soluble Enzima Inmovilizada

Ventajas
* Menor costo
» Utilizable en caso
de sustrato con alto
peso malecular
* No existen
perdidas de
actividad (mayor
actividad
especifica)

Desventajas
* Gran cantidad de
enzima remanente en
producto luego de
participar en la reaccién
* No es posible el re-uso
de |la enzima
* Lareaccion esta
limitada por Inhibicion
por producto
* Dificultad de un
preciso control
= Si es necesario,
detener |a reaccion con
calor, lo que puede
afectar el alimento

Ventajas
* Laenzima es reutilizable
* Lareaccion puede
terminarse por la
separacion del sustrato de
la enzima
* E| control es mas
preciso
= Hay una menor
inhibicién por producto
» Mayor estabilidad a
condiciones de T2y pH
* Puede usarse en forma
batch o continua
e Existe una gran
flexibilidad en el disefio
de reactores

Desventajas
* Baja actividad
especifica (pérdida
de actividad en
inmovilizacian)
* Restricciones
difusionales o
estericas
* |nactivacion con
una operacion
continua
* Mayor costo,
debido al soporte y el
proceso de
inmovilizacion
* Necesita
sanitizacion o

regeneracion del
reactor.

A medida que aumenta el numero de aplicaciones practicas, la cantidad de enzima
requerida comienza a ser un factor limitante. Por ello, la inmovilizaciéon es considerada
una posible via de escape debido a que la enzima se puede reutilizar (Rodrigues et al.,
2013; Sheldon y van Pelt, 2013; Torres-Salas et al., 2011; Hanefeld et al., 2009).
Ademas, se evita la agregacion y autolisis enzimatica ya que la inmovilizacion induce a
la rigidez de la misma, proporciona estabilidad considerable hacia las variaciones de
temperatura y disolventes organicos y genera un ambiente mas adecuado, lograndose
una alta estabilizacién de la enzima (Aissaoui et al., 2013; Garcia-Galan et al., 2011).
La inmovilizacién por medio de carriers es tal vez la estrategia mas utilizada para
mejorar la estabilidad operativa de los biocatalizadores (Mateo et al., 2007). Entre los
métodos de inmovilizacién utilizados, la unidén covalente multipunto es el mas eficaz en
términos de la estabilizacidn térmica (Guisan et al., 1997), aunque el entrampamiento
en gel también proporciona dicha propiedad (Quiroga et al. 2011; Munjal y Sawhney,

2002). Para optimizar la inmovilizacion de proteasas se han desarrollado estrategias de
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disefio racional que permite calcular la densidad de grupos reactivos que pueden
interactuar con la proteina en la superficie soélida, minimizar los impedimentos estéricos
y estimar la cantidad maxima tedrica de proteina por unidad de superficie (Bolivar et al.,
2006). Entre los métodos de inmovilizacion por union quimica, la unién covalente
multipunto es quizas el método mas interesante desde el punto de vista industrial, y es
el mas efectivo en términos de estabilizacion operacional y ofrece gran flexibilidad en
cuanto al disefio del biocatalizador (Quiroga et al., 2007). La inmovilizacion por union
covalente, se basa en el entrecruzamiento de la enzima y el material del soporte
produciendo un enlace fuerte y estable. El enlace covalente es formado entre el grupo
funcional de la matriz del soporte y la superficie de la enzima que contiene residuos de
aminoacidos. La unién es normalmente formada entre los grupos funcionales presentes
en la superficie del soporte y los grupos funcionales pertenecientes a los residuos de
aminoacidos en la superficie de la enzima. Los residuos de aminoacidos que
intervienen en la formacion del enlace, son los grupos los amino (NH2) de la lisina o la
arginina (Tiller et al., 1999), el grupo carboxilo (COOH) del acido aspartico o acido
glutamico, los grupos sulfhidrilo de cisteina, los grupos hidroxilo de (OH) de la serina o
treonina (Chibata et al., 1986). Los materiales utilizados en esta técnica incluyen la
poliacrilamida, agarosa y silica. Los polimeros de polisacaridos, que son muy
hidrofilicos, son materiales de soporte muy populares para la inmovilizaciéon de
enzimas. La unidn covalente de la enzima con el material del soporte, requiere de dos
pasos: la activacion del material de soporte que se lleva a cabo por la adicion de un
compuesto reactivo y el segundo es la modificacion del esqueleto del polimero para
activar la matriz. El paso de activacion produce un grupo electrofilico en el material del
soporte, de esta forma el soporte reacciona con los nucledfilos de las proteinas. Por
ejemplo, el glutaraldehido es activado cuando reacciona con los grupos amino de las
proteinas (Nisha et al., 2012). La inmovilizacion de enzimas a soportes que contienen
grupos aldehidos alifaticos, como por ejemplo glioxil-agarosa, presenta una serie de
interesantes caracteristicas desde el punto de vista practico. Se puede aumentar la
rigidez de la molécula enzimatica y por lo tanto hacerlas mas resistentes a cambios
conformacionales inducidos por calor, solventes organicos y otros, comparada a las
moléculas solubles. Ademas, el grueso de la estructura proteica no se vera afectada
aun cuando se hayan establecido un gran numero de enlaces (Bolivar et al., 2006). La
agarosa corresponde a un tipo de soporte utilizado para inmovilizar enzimas debido a

sus buenas propiedades fisico-quimicas: a mayor grado de entrecruzamiento, se tiene
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mayor superficie, dado que las fibras que componen la agarosa son mas gruesas y el
tamano del poro se hace mas pequeio, por lo tanto se puede cargar este soporte con
mas grupos reactivos. El soporte Glioxil o Glutaraldehido activado ha demostrado ser
muy eficaz en el aumento de la estabilidad terciaria de la enzima, mediante
inmovilizacidn por union colvalente multipunto, ya que la formacion de puentes
covalentes incrementa la rigidez de la enzima inmovilizada (Guisan et al., 1997). La
inmovilizacién en glioxil-agarosa se efectua en medio alcalino, a través de la superficie
de la proteina rica en lisina. La principal ventaja de este protocolo es la alta estabilidad

que suele alcanzarse (Obregon et al., 2015).
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PARTE B
CLONADO Y EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

B.1 Expresion de proteinas mediante el clonado

Las proteinas en organismos hospedadores se expresan en cantidades limitadas y
usualmente en respuesta a cierto estimulo. El principal objetivo del clonado es obtener
un elevado nivel de la expresidon de la proteina de interés, mayor a la del organismo de
origen en lo que respecta a dicha proteina, de modo de poder producirla en cantidades,
aproximadas al miligramo, necesarias para la caracterizacion estructural y funcional;
ademas de someter la proteina expresada a ensayos antimicrobianos. Los sistemas de
clonado pueden ser utilizados de una manera controlada para expresar la proteina de
interés en respuesta a estimulos, cuando sea necesario hacerlo. Estos sistemas
requieren de un inductor o de condiciones de estrés para desbloquear la transcripcion
progresiva del gen clonado de la proteina de interés (Ather, 2009). Con el desarrollo de
la tecnologia de clonado y expresion, el numero de alternativas estan presentes no solo
para metodologias de clonado, sino también para sistemas de clonado que se
componen de vector de expresion y clon de expresion (opcion de tipos celulares para
expresion).

La seleccion cuidadosa del sistema de clonado de acuerdo a las caracteristicas de la
proteina y los requisitos para la purificacion de la proteina, es el paso incial y mas
importante en la expresion de la proteina en lo que respecta a la tecnologia de clonado
(Ather, 2009).

El segundo paso es la optimizacion de las condiciones de crecimiento o los
constituyentes del medio para mayor rendimiento posible en un solo batch. La decision
tedrica y experimental en estos dos pasos, gobiernan lo que es el desarrollo de

sistemas de expresion econdmicamente viables (Ather, 2009).

B.2 Analisis bioinformatico de la proteina

Antes de intentar expresar una proteina de interés, es requerido un analisis general
bioinformatico de la proteina para desarrollar una estrategia para la purificacion, por
ejemplo la determinacion del punto isoeléctrico (pl) en caso de querer realizar una

cromatografia de intercambio i6nico. Una construccion por modelado es también util

Pagina 25



[NTRODUCCION. PARTE B

para dilucidar la parte terminal expuesta para la colocacion de una cola adicional de
aminoacidos (por ej. Histidina) en los extremos N-terminal o C-terminal con el propdsito
de poder utilizar a futuro, una cromatografia de afinidad para su purificacién. La
informacion de proteinas relacionadas de manera cercana es también util para disefar
una estrategia de clonado y purificacion. Algunas proteinas son disefiadas en la
naturaleza para expresion periplasmica o extracelular, éstas proteinas pueden ser
detectadas mediante el analisis a través del software SignalP (Figueiredo Neto y
Figueiredo, 2016; Petersen et al., 2011; Emanuelsson et al., 2007; Bendtsen et al.,
2005).

Tales proteinas usualmente se expresan cuando son transportadas afuera de la célula
o en el periplasma. Estas proteinas generalmente son exportadas afuera de la célula
con la ayuda de una secuencia sefial del vector de expresion y son clonadas sin una
secuencia senal. Algunas proteinas son también expresadas en forma zimdgénica, en
ese caso se necesita de una pro secuencia para ser identificada alineando con una
enzima de la misma categoria, cuando se precisa expresar la proteina en la forma

activa.

B.3 Seleccion de la tecnologia de clonado

Con el reciente avance en la ciencia del clonado, el método tradicional para el clonado
de ADNc esta siendo reemplazado por varios tipos de métodos de clonado de alto
rendimiento. El numero de factores es importante en su seleccion, la cuél incluye alta
fidelidad (certeza), facil uso, fiabilidad de sistema, validacion del sistema clonado
correctamente, flexibilidad para cambiar el vector o las especies donde expresar, el

costo total de la recombinacion y el tiempo consumido (Marsischky y LaBaer, 2004).

B.3.1 Clonado tradicional

Los métodos de clonado tradicional involucran las enzimas de restriccion, enzimas de
ligacién, el planeamiento cauteloso para cada clon; por lo tanto, carece de
universalidad. La ausencia de flexibilidad para cambiar entre vectores y células para
expresar proteinas, hace que sea costoso en el sentido del tiempo consumido, por lo

tanto resulta indeseable para estudios estructurales de alto rendimiento.
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B.3.2 Clonado “Gateway”

Desde que se observd que el método de clonado de alto rendimiento basado en
propiedades de recombinacion sitio-especifica del bacteriéfago Lambda (A) es eficiente
para la expresion de diferentes clones expresados (Figura 4), es mas deseable el uso
del mismo en estudios de expresion (Walhout et al., 2000).

Este sistema lleva todas las cualidades deseables incluyendo alta fidelidad,
confiabilidad, flexibilidad y universalidad, por lo tanto, es mas prevalente entre el

bidlogo molecular y el bioquimico.

A Reaccién BP B

attB X attP _“_ attL X attR

Producto ORF-PCR Vector donor

Reaccién LR Reaccion BP

Fago A

Vector destino Clon de entrada
. Reaccion LR

————r ¥ i | —=—~ Genoma de E. coli

Clon de expresion

D
[ oRF |
= P =
\ attL1 T attL2 /
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C attB1 attB2
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Figura 4: Clonado versatil de ORFs (Open Reading Frames o marcos abiertos de lectura)
mediante clonado recombinante. A) El clonado recombinante esta basado en la integracion del
fago A dentro del genoma de E. coli. El sitio attP (caja azul de 242 pb) del fago recombina con
el sitio attB (caja verde de 25 pb) del genoma bacterial, generando sitios attL (caja amarilla de
100 pb) y attR (caja naranja de 168 pb). La reaccion es reversible (reaccion BP y LR:
recombinacion entre attB y attP o attL y attR, respectivamente), permitiendo la introduccion del
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ADN del fago dentro, y la escisién desde el genoma de E. coli. B) Esquema para RC. Los
productos de PCR correspondientes a los ORFs de interés son clonados dentro de un vector
donor RC mediante la reaccion BP, generando clones de entrada. Subsecuentemente, los
ORFs son subclonados, usando la reaccion LR, dentro de vectores destino, generando los
clones de expresion. C) Los ORFs pueden ser obtenidos mediante PCR usando primers con
colas de attB y una libreria de ADNc apropiada como molde de ADN. Versiones modificadas de
sitios attB, attB1 y attB2 (cajas verdes), son adicionadas al extremo 5 de los primers
especificos del ORF forward y reverse, respectivamente. Esto permite la amplificacion
especifica de los ORFs de interés (caja naranja) y genera un producto en donde el ORF es
flanqueado por los sitios attB1 y attB2. La presencia de estos sitios permite que ocurran 2
reacciones RC con el vector donor puede contener un gen toxico (caja amarilla), flanqueado
por los sitios attP1 y attP2 (indicados en azul). En el clon de entrada resultante, el ORF esta
flanqueado por los sitios attL1 y attL2. D) Una vez que un ORF es clonado dentro el vector de
entrada, el mismo puede ser transferido mediante RC dentro de diferentes vectores destino que
pueden contener un gen toxico flanqueado por sitios attR1 y attR2. Ejemplos de vectores
destino incluyen a los dobles hibridos, GFP, baculovirus, CMV-neo, His, GST, y vectores de
transcripcién T7. Ademas, nuevos vectores de destino pueden ser generados facilmente
(Walhout et al., 2000).

B.3.3 Fusion/Clonado independiente de ligacion (CIL)

CIL o LIC (Ligation independent cloning) es un sistema de alto rendimiento eficiente e
inteligente independiente del uso del sitio de union especifico del bacteriéfago A. Utiliza
terminaciones cohesivas del producto de PCR amplificado (Figura 5) y con
terminaciones complementarias cohesivas del vector. Por lo tanto, la ligacién ocurre
independientemente de la enzima ligasa en una breve incubacion in vitro. La seleccién
de los clones fue realizada gracias a la identificacion de los mismos como colonias
blancas en las placas con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido IPTG y X-Gal, debido a
que la insercion del gen interrumpe el gen lacZ (Tachibana et al., 2009; de las Rivas et
al., 2007; Aslanidis y de Jong, 1990).
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Figura 5: Preparacién del inserto mediante PCR de extremos cohesivos.

B.3.4 Clonado de precision

Este método de recombinacion es un avance reciente, el cual implica reducir las
secuencias de union que a menudo permanecen unidas con el gen clonado, y después
en la proteina expresada. Por lo tanto, este sistema agrega una modificacion para

evitar los inconvenientes de los dos sistemas antes mencionados (Engler et al., 2008).

B.4 Expresion de proteinas recombinantes

Para la produccion de una proteina recombinante es necesario caracterizar la proteina
de interés obtenida de su origen bioldgico y, posteriormente, seleccionar un sistema
para expresar la misma (Guerrero-Olazaran et al., 2004). En el caso de los sistemas de
expresion, los conocimientos asociados, han alcanzado niveles insospechados y
continlan avanzando actualmente. Todos los sistemas poseen ventajas y desventajas;
y ninguno es optimo para la produccién de cualquier tipo de proteina recombinante
(Asenjo y Merchuck, 1995). Para la seleccidn de un sistema de expresion adecuado, se
debe tener en consideracion el origen biolégico, estructura y funcionalidad de la misma.
En cuanto a la estructura y funcionalidad se debe analizar la secuencia nucleotidica

codificante para evaluar el uso de codones preferenciales y la presencia de secuencias
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de finalizacion de la transcripcion; evaluar el peso molecular, punto isoeléctrico; la
estabilidad al pH, temperatura y el destino (extracelular o intracelular), entre otras

cosas (Guerrero-Olazaran et al., 2004).

B.5 Microorganismo: Escherichia coli BL21 (DE3)

La eleccion de las células hospedadoras para la produccion de proteinas
recombinantes depende principalmente de las propiedades y el uso final de la proteina
expresada. Si la proteina consiste en multiples subunidades o requiere sustanciales
modificaciones post-traduccionales, el hospador suele ser de origen eucariotico. La
bacteria Escherichia coli, sin embargo, es exitosamente utilizada en la produccion de
proteinas relativamente complejas (Jonasson et al., 2002).

Escherichia coli es la especie mas empleada y estudiada tanto genética como
fisiolégicamente. Entre las ventajas que brinda este microorganismo como hospedador
estan: rapida generacion de biomasa (elevada velocidad de crecimiento), facil
manipulacion genética, no posee requerimientos costosos asociados a medios de
cultivo o equipamiento, alta eficiencia en la incorporaciéon de material genético foraneo,
gran variedad de vectores de expresion y ademas posee diversas variantes mutantes
(Choi et al., 2006; Jonasson et al., 2002). Los parametros importantes para una exitosa
produccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli incluyen eficiencia
transcripcional y traduccional, estabilidad del vector de expresion y de los mRNA
transcriptos, estabilidad proteolitica, localizacion y plegamiento de la proteina
(Jonasson et al., 2002).

La cepa BL21 (DE3) es deficiente en el gen lon que codifica para la sintesis de una
proteasa y carece también del gen ompT que codifica para otra proteasa de membrana
externa, esta proteasa puede degradar proteinas durante la purificacion. Ademas,
presenta altos niveles de expresion y la expresion de la proteina recombinante es
facilmente inducida (lactosa o IPTG). La desventaja se asocia a la expresion basal de
T7 RNA polimerasa. La T7 RNA Polimerasa es altamente selectiva y activa, cuando se
induce fuertemente casi todos los recursos de la célula se dirigen hacia la produccién
de la proteina recombinante, los productos pueden corresponder hasta en un 50% a la

proteina recombinante de interés.
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B.6 Vector de Expresion: pHTP1

Un vector de expresion para E. coli debe contener, ademas del gen de interés, un
origen de replicacion, un gen que confiera resistencia a antibioticos (u otro marcador de
seleccién), un promotor y un terminador transcripcional. El origen de replicacion
determina el numero de copias del vector, el cual influencia la estabilidad del plasmido,
es decir, la conservacion del plasmido dentro de las células durante la division celular.
Un efecto positivo en el alto numero de copias es la alta estabilidad de los plasmidos
cuando ocurre un particionamiento aleatorio en la divisién celular. Por otro lado, un alto
numero de plasmidos generalmente disminuye la velocidad de crecimiento (Jonasson
et al., 2002).

La eleccion del vector puede incrementar la solubilidad y/o plegamiento de 3 formas:
fusién a un polipéptido soluble, fusion a una enzima que catalice la formacién de
puentes disulfuro y fusibn a una secuencia sefal para transporte al espacio
periplasmatico. La exportacion de proteinas al periplasma permite que la proteina
posea un buen plegamiento y ademas favorece la formacion de puentes disulfuro
debido a la presencia de enzimas que catalizan su formacion. En consecuencia, se
obtienen proteinas solubles y activas (Larsen et al., 2008).

La regulacién de expresion se encuentra ligada a la fuerza del promotor. Un sistema
promotor regulable proporciona la habilidad de activar la expresion del gen foraneo
variando un factor ambiental, como la concentracién de un componente particular en el
medio de cultivo. ElI promotor /ac, proveniente del operdn lactosa de E. coli, es uno de
los promotores mas comunmente utilizados para regular la expresion de genes
recombinantes en bacterias y ha sido extensamente caracterizado a nivel molecular
(Donovan et al., 1998).

B.7 Temperatura de crecimiento e induccion

La temperatura 6ptima de crecimiento de Escherichia coli es 37 °C, la cual coincide con
la temperatura de maxima actividad de la T7 RNA polimerasa, pero no es
necesariamente la temperatura éptima de produccion de proteinas heterélogas. El uso
de temperaturas inferiores a la de crecimiento 6ptimo, en algunos casos puede reducir

respuestas metabdlicas indeseables para la sintesis de proteinas foraneas y, como
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consecuencia, mejorar el rendimiento y/o la solubilidad de la proteina de interés
(Donovan et al., 1998).

Reducir la temperatura permite disminuir la sobreproduccién de proteinas y asi
disminuir la sobrecarga en la maquinaria transcripcional (Gordon et al., 2008). Se ha
demostrado que la sobreproduccion de proteinas recombinantes en E. coli a 37°C
induce a la formacioén de cuerpos de inclusion, mientras que a bajas temperaturas se
genera un incremento en el plegamiento correcto de las proteinas producidas y la
ubicacion en los compartimentos deseados (Chen et al.,, 2003). Sin embargo, un
decrecimiento pronunciado de la temperatura genera multiples cambios celulares en
respuesta, lo cual se conoce como “cold-shock adaptation” que provoca ineficiencias en
el plegamiento de las proteinas (Gordon et al., 2008).

En variados estudios, la temperatura de crecimiento y la de induccion son los factores
de mayor significancia estadistica en la produccidén de proteinas recombinantes. Esto
se debe a que la temperatura es un factor importante en los procesos metabdlicos,
afectando la velocidad de transcripcion y de traduccion de proteinas (Martinez-Luaces
et al., 2006; Salazar et al., 2001). El efecto de la temperatura sobre las variables de
salida del proceso de produccién de proteinas recombinantes (productividad y
rendimiento), ha generado gran interés para la optimizacion de la expresion del
producto. Por ello se han desarrollado variados estudios en los cuales se utilizan
distintas temperaturas de crecimiento e induccion para la produccion de multiples

proteinas recombinantes.

B.8 Densidad celular en el punto de inducciéon

Para lograr una mejor produccion de proteinas, se debe inducir en un rango de
densidad celular apropiado, que entregue condiciones metabdlicas deseables lo cual
permite alcanzar una maxima productividad.

La elevada produccién basal de proteinas heterdlogas, se debe a la existencia de un
promotor fuerte, lo cual mengua el crecimiento celular. Por lo tanto, es necesario contar
con la posibilidad de reprimir el promotor durante la fase de crecimiento celular hasta
alcanzar una alta densidad del microorganismo antes de iniciar la induccion (Jonasson
et al., 2002). Al inducir a una alta densidad celular disminuye el efecto nocivo de la
concentracion de inductor sobre la densidad final alcanzada por el cultivo. Esto tiene

estrecha relacion con la produccion especifica, la cual es proporcional a la densidad
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celular final alcanzada en la fermentacion, bajo condiciones de induccion efectiva (Lee
y Keasling, 2008; Babaeipour et al., 2007).

Es recomendado alcanzar altas densidades celulares para inducir, pero no llegar a la
etapa estacionaria, puesto que en esta etapa existen condiciones desfavorables, tales
como: agotamiento de nutrientes, reduccion drastica de la actividad metabdlica,
utilizacién de proteinas celulares no esenciales como fuente de carbono y actividad de
proteasas aumentada. En cambio, la induccién a una alta velocidad especifica de
crecimiento entrega condiciones metabdlicas mas favorables como el alto contenido de
ribosomas, mayor disponibilidad de nutrientes y menor concentracion de subproductos
téxicos. Ademas, al no encontrarse en una etapa de limitacion de nutrientes se puede
reducir la respuesta de estrés antes y después de la induccién (Babaeipour et al.,
2007).

Se han desarrollado estudios que revelan una estrecha relacion entre la densidad
celular en el punto de induccion y la concentracion de inductor en el medio de cultivo,
por lo cual el anadlisis de este factor no debe ser aislado de otros factores que
intervienen en la produccién de proteinas recombinantes (Lee y Keasling, 2008). Es
posible observar un gran numero de estudios en los cuales se induce la produccion de
proteinas recombinantes en distintas etapas de crecimiento exponencial: temprana,
intermedia y avanzada. Los resultados para cada estudio son completamente
diferentes, por lo cual, no es posible establecer cual es la densidad celular indicada
para inducir la produccion de todas las proteinas recombinantes. Esto se debe a que
cada sistema de expresion, en conjunto con la proteina recombinante que expresa,
posee condiciones Optimas especificas, para la produccion de la proteina de interés.

La razon por la que la densidad celular en el punto de induccién y la concentracion de
inductor poseen una interaccién, esta relacionada a la concentracion de IPTG por
célula en el punto de induccion, es decir, si la densidad celular en el punto de induccion
es alta, pocas células seran inducidas generando un cultivo heterogéneo de células
productoras y no productoras. En cambio, si la densidad celular en el punto de
induccion es baja, las células seran efectivamente inducidas, pero a su vez se generara
un gran estrés metabdlico, menguando la densidad celular final alcanzada por el cultivo
(Shitu y Woodley, 2009).
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B.9 Concentracion del inductor IPTG

El compuesto isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), suele utilizarse como inductor
del operdn lac, ya que es capaz de unirse al represor lacl e inactivarlo, pero no es
sustrato para -galactosidasa.

Para producir grandes cantidades de una proteina en E. coli, se procura ubicar el gen
de la proteina deseada bajo el control de un promotor fuerte como el promotor T7. Sin
embargo, se ha encontrado que las células fuertemente inducidas presentan un
comportamiento indeseable: crecimiento lento, eventual detencidon del crecimiento y
produccion de proteinas insolubles. Esto se debe a que, en primer lugar, para una
cantidad fija de proteinas totales, sobre-producir proteinas no esenciales da lugar a una
reduccion en la fraccion de proteinas esenciales debido a una competencia por
recursos. Segundo, a altos niveles de induccion de proteinas heterdlogas, la bacteria
degrada rRNA previamente ensamblado generando un colapso en el sistema de
traduccion, este fenomeno es atribuido a las proteinas de choque térmico, proteinas
que poseen actividad proteolitica y se encuentran en las células ante condiciones de
estrés (Kurland y Dong, 1996). En conclusion, la sobreexpresién de proteinas
recombinantes provoca una rapida respuesta de estrés incrementando la actividad
proteasa y la lisis celular. Ademas, la habilidad de transcribir de la T7 RNA polimerasa
es ocho veces mayor que la de RNA polimerasa de E. coli (Lee y Keasling, 2008).

Los inconvenientes del uso de IPTG son: costo, toxicidad en humanos, limitando su uso
para produccién de proteinas terapéuticas; formacion de proteinas en agregados
insolubles o cuerpos de inclusion, a altas concentraciones de inductor; crecimiento
retardado como consecuencia del desvio del metabolismo celular hacia procesos de
produccion del DNA plasmidico y expresion de la proteina recombinante. La carga
metabdlica termina inhibiendo el crecimiento, generando lisis celular o muerte. Por ello
es necesario balancear la produccion de la proteina recombinante con el crecimiento
celular para maximizar los niveles de produccion. Ademas, se debe considerar la
relacion biomasa-produccion de proteina recombinante, bajo condiciones de induccion
eficiente; es decir, se debe procurar obtener una alta densidad celular final del cultivo
para obtener una mayor productividad en las fermentaciones (Lee y Keasling, 2008).
Por otro lado, una ventaja del uso de IPTG es que no puede ser metabolizado por la

bacteria, lo cual permite que su concentracion en el medio permanezca constante.
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Ademas, el IPTG es transportado eficientemente al interior de las bacterias en ausencia
de la proteina de membrana permeasa LacY mediante un transporte por difusion.

La proteina permeasa LacY, es una proteina de membrana que transporta B-
galactoésidos al interior de la bacteria E. coli, como lactosa e IPTG. El gen que codifica
esta proteina es parte del operdn /ac junto a otros 2 genes estructurales, gen /lacz que
codifica la enzima [3-galactosidasa que cataliza la reaccion de hidrdlisis de la lactosa en
glucosa mas galactosa y el gen lac “a” que codifica la enzima tiogalactosido
transferasa, gen no relacionado con el metabolismo de la lactosa. La lactosa induce la
expresion de las proteinas encargadas de su transporte y metabolizacion, puesto que
una vez transportada al interior de la célula se une a la proteina represora Lacl
generando un cambio conformacional que disminuye la afinidad del represor por la
region operadora. De esta forma, la regién operadora queda libre y la RNA polimerasa
puede transcribir los genes estructurales produciéndose (-galactosidasa, permeasa
LacY y tiogalactdsido transferasa.

Algunas cepas tienen mutaciones, ausencia del gen lacY. Esto permite la entrada
uniforme de IPTG en la poblacion de células, lo que produce una dependencia entre el
nivel de induccion y concentracidén de inductor mas directa, menos sensible, y un nivel
homogéneo de induccion, es decir, ajustando la concentracién de IPTG, la expresién
puede ser regulada de bajos niveles a niveles completamente inducidos (Jensen et al,;
1993). La permeasa LacY de E. coli tiene un papel importante en el transporte de IPTG
a través de la membrana celular. Sin embargo, debido al transporte por difusién, la
contribucion de permeasa LacY ha sido reportada como no significativa en variados
sistemas de expresion donde la inducciéon puede ser totalmente eficaz sin permeasa
LacY (Hansen et al, 1998). Las cepas que poseen el gen lacY presentan un
comportamiento no lineal respecto a la expresién de las proteinas recombinantes y la
concentracion de IPTG en el medio de cultivo. Este fendmeno se debe a que el inductor

induce la expresion de su transportador, permeasa Lac Y (Jensen et al.; 1993).

Pagina 35



[NTRODUCCION. PARTE (C

PARTE C
ANALISIS DE SOBREEXPRESION GENICA

C.1 Estudios sobre la sobreexpresion de genes en respuesta al estrés en plantas

Las plantas viven en un ambiente que es, con frecuencia, caracterizado por la
presencia de diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico.

Las fitohormonas juegan un rol muy importante en el crecimiento de la planta, el
desarrollo y la respuesta al estrés. Las hormonas de las plantas regulan diversos
procesos de desarrollo y redes de sefalizacion en plantas bajo diferentes tipos de
estrés abidtico. Con el avance en la investigacién biologica de plantas, se fue
estableciendo que las fitohormonas ejercen un potencial de accién en la disminucion de
los efectos deletéreos debido a estrés abidtico (Khan et al., 2013; Masood et al., 2012).
Las respuestas de defensa de las plantas son mediadas por tres grandes vias de las
fitohormonas: acido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS) y etileno (ET). El ajuste fino de
la respuesta de la planta al patbgeno depende de la interaccidn sinérgica o antagonica

entre estas tres rutas (Takahashi et al., 2004).

o)

COOCH;

Estructura del Metil Jasmonato

Los jasmonatos son conocidos por regular un largo rango de procesos en las plantas,
como el crecimiento y desarrollo, incluyendo la defensa frente a estés bidtico y abidtico
(Browse, 2009; Reinbothe et al., 2009; Browse y Howe, 2008).

Los inductores extracelulares locales y sistémicos de la ruta de sefializacién son
liberados mediante dafo. La evidencia actual sugiere que la produccion de los
inhibidores ocurre mediante la ruta de los octadenanoides, que cataliza la rotura del
acido linoleico y la formacién del acido jasménico que induce la expresion de

inhibidores de proteasas (Dar et al., 2015).
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Todos estos descubrimientos indican que las plantas se defienden asi mismas
directamente induciendo la expresion de compuestos con actividad insecticida, como
los IPs. Una defensa efectiva de las plantas contra las pestes depende casi
criticamente de la eficacia de los efectores que median la resistencia (por ejemplo,
inhibidores producidos por la planta que tienen como blanco las proteasas esenciales
para el crecimiento y el desarrollo del herbivoro). Por lo tanto, es preciso identificar y
estudiar los compuestos insecticidas de plantas como los IPs que tienen la
potencialidad de retardar significativamente el crecimiento de herbivoros.

La utilizacion de los IPs de origen natural de plantas para atacar las enzimas digestivas
de los insectos, ha sido considerada seriamente en el manejo de las pestes. Diversos
estudios en la interaccion entre las enzimas digestivas de los insectos y los IPs de
plantas, han sido llevados a cabo con el objetivo de identificar potenciales inhibidores
de proteasas de insectos (Purushottam et al., 2012).

Los jasmonatos son ciclopentanonas derivadas de acidos grasos que se producen de
manera ubiqua en el reino vegetal. Los jasmonatos pertenecen a la familia de los
derivados de acidos grasos oxigenados llamados colectivamente oxilipinas, que son
producidos por medio del metabolismo oxidativo de acidos grasos poliinsaturados. Los
jasmonatos son sintetizados en plantas mediante la ruta del octadecanoide (Figura 6),
y son similares en estructura y biogénesis a las prostaglandinas anti-inflamatorias de
animal (Wasternack y Hause, 2002). Cierto estimulo activa fosfolipasas para liberar
acido a-linoleico (18:3) desde la membrana lipidica. El 4cido linoleico es oxigenado por
la lipoxigenasa (LOX) para formar el acido 13(S)-hidroxilinoleico (13-HPQOT), el cual
luego es convertido en acido 12-oxofitodienoico (OPDA) por la aleno 6xido sintasa
(AOS) y la aleno 6xido ciclasa (AOC). El acido jasmonico es sintetizado desde OPDA a
través de la reduccion de tres pasos de B-oxidacion después de ser catabolizado mas
adelante por la AJ carboxilmetiltransferasa (JMT) para formar su contraparte volatil
MeJA (Seo et al., 2001; Song et al., 2000). Ya que el AJ es derivado del 18:3 (acido
octadecatrienoico), las series de reacciones enzimaticas que llevan a la biosintesis de

AJ es a menudo llamada ruta del octadecanoide.
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Figura 6: Ruta principal de la biosintesis de jasmonato (Cheong y Do Choi, 2003).

C.2 Metabolismo del jasmonato

El metabolismo del acido jasmédnico ocurre a través de siete rutas diferentes como es

sabido, gracias a la informacién de los productos correspondientes de cada ruta
(Figura 7).
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Figura 7: Productos correspondientes a las diferentes rutas del metabolismo del JA.

La adenilacion en el extremo carboxilico del AJ mediante la enzima conjugada AJ
sintasa (JAR1) lleva a la formacién de aminoacidos conjugados (Staswick y Tiryaki,
2004).

La reduccion en el grupo ceto de los anillos de ciclopentanona lleva a la formacion
de acido curcurbico (Sembdner y Parthier, 1993).

El 4cido jasmonico puede ser descarboxilado para formar cis-jasmona (Koch et al.,
1997).

La cadena lateral de acido carboxilico del AJ puede ser conjugado al precursor del
etileno llamado 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Staswick y Tiryaki,
2004).

El AJ puede ser metilado mediante la enzima metiltransferasa especifica de AJ
(Seo et al., 2001).

La cadena lateral pentenil puede ser hidroxilada a C-11 y C-12 las cuales son
seguidas de o-glucosilacion (Swigtek et al., 2004; Sembdner y Parthier, 1993) o
sulfatacion (Gidda et al., 2003).

La formacion de jasmonoil-1-B-glucosa (J1BG), jasmonoil-1-B-gentiobiosa (J18Gen)
y hidroxijasmonil-1-B-glucosa (HJ1BG) (Swigtek et al., 2004).
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C.3 Senalizacion del jasmonato

Diferentes tipos de estrés como el estrés salino (Dombrowski, 2003; Pedranzani et al.,
2003), por lesién, sequia, osmotico (Kramell et al., 1995), irradiacién por UV (Demkura
et al., 2010), ozono (Rao et al., 2000) y exposicion a elicitores como quitinas,
oligosacaridos, oligogalacturonoides (Doares et al., 1995) son conocidos por inducir la
sefalizacion del jasmonato en plantas. Los jasmonatos causan estimulacion de
mecanismos de resistencia indirectos (emisiones volatiles) y directos (proteinas de
defensa) en plantas debido al ataque de herbivoros (Pieterse et al., 2006; Halitschke y
Baldwin, 2004; Howe, 2004;).

El presente conocimiento respecto a la sefalizacion del jasmonato viene de los
estudios de un mutante COI1 de Arabidopsis, el cual codifica para una proteina F-box
(Xie et al., 1998) y es deficiente en la biosintesis de jasmonato (Mandaokar et al.,
2006). De los estudios del mutante COI1, se concluy6 que el complejo Skp/Cullin/F-box
(SCFCOI1), un tipo de proteina ligasa de ubiquitina E3 (Deshaies, 1999) interviene en
la sefializacion y percepcion del jasmonato. Por lo tanto, proteinas especificas son
ubiquitinadas en la sefializacion del jasmonato por el complejo (SCFCOI1) y
posteriormente degradado por el proteosoma 26S (Turner et al., 2002). En el comienzo
de las condiciones de estrés como un ataque herbivoro, la sintesis de jasmonato ocurre
a través de la ruta de la biosintesis de oxilipina (Gfeller et al., 2010; Wasternack, 2007).
La forma activa de los jasmonatos, la jasmonil-isoleucina (JA-lle) es entonces formada
a través de la conjugacion de jasmonatos con la isoleucina en presencia de la enzima
AJ conjugado sintasa (JAR1) (Staswick y Tiryaki, 2004). El receptor de jasmonil-
isoleucina (JA-lle) es insensible a la coronatina 1 (COI1) presente en el complejo
SCFCOI1 (Sheard et al., 2010; Yan et al., 2009;). Cuando el AJ-lle se une a su receptor
COI1, causa la degradacién de las proteinas del dominio Zim-jasmonato (JAZ) que son
las proteinas represoras de la transcripcion del jasmonato a través del proteosoma 26S
(Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). Cuando las proteinas de JAZ interactuan con
activadores de la transcripcion causan represion de la sefalizacion del jasmonato, sin
embargo, en células estimuladas con AJ las mismas no pueden interactuar con las
proteinas de JAZ, lo cual resulta en la activacion de suficientes genes que responden al
AJ (Memelink, 2009; Chini et al., 2007;)
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C.4 Rol de los jasmonatos contra el estrés biético

Las plantas que son organismos seésiles, no tienen otra oportunidad que adaptarse al
cambio de las condiciones de su medio ambiente a cualquier costo, y estan
constantemente bajo amenaza de ataques de patdogenos como son los virus, las
bacterias, los hongos e insectos. Para contraatacar el estrés bibtico, las plantas usan
las funciones de las hormonas de plantas y las principales hormonas involucradas en el
proceso son los jasmonatos (AJs), el acido salicilico (AS) y el etileno (ET).
Generalmente, el AS provee resistencia contra patdogenos biotréficos (Durrant y Dong,
2004), mientras que los AJs y el ET operan contra necrotrofos (Glazebrook, 2005). Los
AJs son vitales proveyendo defensa contra estrés bidtico. Mediante tratamiento con
jasmonato, la resistencia contra pestes es mejorada y puede ser facilmente
comprendida desde la sintesis de jasmonato y respuesta de los mutantes (Halitschke y
Baldwin, 2004).

Cuando MeJA fue usado a una concentracion entre 5 y 10 mM, la poblacion de Myzus
persicae fue significativamente reducida (Boughton et al., 2006). Durante un ataque de
insecto, los jasmonatos activan una ruta de sefalizacion defensiva. Fue descubierto
que cuando las plantas de Arabidopsis son atacadas por un insecto herbivoro
especifico Pieris rapae, se provoca una activacion de la rama especifica MYC2 de la
sefalizacion de AJ, la cual expresa el gen de proteina vegetal de almacenamiento 2
(VSP2). Un patrén similar de respuesta se ha observado contra Spodoptera litoralis,
que es un insecto generalista (Bodenhausen y Reymond, 2007). Cuando las plantas
son expuestas a estrés por primera vez, las plantas responden al mismo de manera
mas efectiva la segunda vez, un fendmeno llamado “el cebador” y ha sido estudiado
principalmente en las interacciones planta-patdgeno (Pastor et al., 2013; Conrath et al.,
2006).

Durante la interaccién planta-patégeno, la senalizacion de AJ interacciona tanto
sinergisticamente como antagonisticamente con el AS (Durrant y Dong, 2004). En
Arabidopsis, la resistencia local contra el patdégeno necrotrépica Botrytis cinerea, da
lugar a la induccion de la senalizaciéon de AS y AJ (Ferrari et al., 2003) y ha sido
demostrado que la acumulacion de AJ en los exudados del floema es esencial para la
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR). Se encontré que las defensas dependientes de
jasmonato son efectivas contra patdégenos necrotropicos, pero cuando se les suministrd

AS a las plantas y fueron inoculadas con cepas activas de Pseudomonas syringae, las
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mismas mostraron poca oposicién contra los patdégenos necrotrépicos como Alternaria
brassicicola. Sin embargo, cuando las plantas fueron inoculadas con una cepa no
virulenta de P. syringae, la resistencia contra Alternaria brassicicolawas no fue
cuestionada. El acido abscisico (ABA) es conocido por estar involucrado en la

produccion de AJ e induccion de defensa (Adie et al., 2007).

C.5 Rol de los jasmonatos en el estrés abiético

Las plantas han desarrollado varios mecanismos bioquimicos y fisicoquimicos para
poder responder, adaptar y adquirir tolerancia a un determinado estrés. Las defensas
preexistentes e inducidas estan involucradas en la adaptacion mediada por estrés
(Pastori y Foyer 2002). Fue reportado que existe un 50% de pérdida de rendimiento en
los cultivos mas grandes debido a diferentes tipos de estrés abiotico; como la sequia, la
salinidad, el frio y el estrés por metales pesados (Wasternack, 2014). El estrés abidtico
es conocido por causar tanto desequilibrio osmotico como idnico. Los jasmonatos son
las moléculas de sefalizacion que activan las rutas de sefalizacion de la traduccion en

respuesta a diferentes tipos de estrés (Wasternack, 2014; Figura 8).
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Figura 8: El acido jasmonico (AJ) y su conjugado con isoleucina son sefiales de varias
respuestas a estrés bidtico y abidtico, en procesos de desarrollo, sino también en aspectos
aplicados de importancia agronémica como la calidad de los cultivos, intercalacion de cultivos o
defensa contra patdgenos necrotrofos o herbivoros. La supresion de tumores mediante AJ/AJ-
lle, debe ser de importancia mediante preparados farmacéuticos de extractos de plantas con
alto contenido AJ/AJ-lle (Wasternack, 2014).
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PARTE D
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

D.1_Medicion de turbidez (Acebo-Gonzéalez y Hernandez-Garcia, 2013)

D.1.1 Definicién de turbidez

La turbidez se define por la Organizacién Internacional de Normalizacion (1ISO), como la
reduccion de la transparencia de un liquido causada por la presencia de particulas no
disueltas de material distinto al propio liquido. Al ser un indicador de apariencia 6ptica,
ocasionado por la dispersién y absorcidon de la energia luminica a través del liquido, la
turbidez solo puede ser medida usando técnicas opticas.

Se fundamenta en la relacion de la intensidad de la luz incidente y de la luz dispersada
por el medio, mediante la ley de Lambert-Beer, en la que la turbidez es proporcional a
la concentracidn de particulas. La proporcionalidad entre la intensidad de la luz
incidente y la luz dispersada por el medio depende del tamafio y de la forma de las
células que se encuentren en el medio que se esté analizando, que también puede ser
afectada por las condiciones ambientales. La correlacion entre la concentracién de
particulas y la turbidez, también llamada calibracién, depende, en el caso del analisis
de cultivos bacterianos, de las especies bacterianas que se estén analizando, y en
ocasiones, incluso de la cepa especifica utilizada. La medicion de turbidez se usa para
estimar los indicadores de crecimiento de bacterias como una alternativa a los
recuentos de las placas tradicionales. Su utilizacién se ha incrementado como nueva
tendencia en la microbiologia predictiva y ha comenzado a centrarse en la
cuantificacion de la variabilidad de las respuestas bacterianas en los entornos de los

alimentos y otros productos industriales.

D.1.2 Principio de medicion de turbidez

Cuando el haz de luz atraviesa el fluido de la muestra, los solidos suspendidos
dispersan la luz en todas direcciones. La reduccién de la intensidad del haz de luz se
debe a la difusién del haz por dichos sélidos suspendidos en el medio. Sin embargo, la
absorcion de la radiacion incidente por sustancias coloreadas disueltas, también reduce

la intensidad de la luz y debe tenerse en cuenta para contrarrestar este efecto, de
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forma manual o automatica. En el analisis de bajas cantidades de sélidos suspendidos,
se suele usar la medida de la luz dispersa, debido a que los fotodetectores detectan
pequefios cambios de la intensidad de la luz en contraste con un fondo oscuro. Sin
embargo, este método tiene como desventaja que con grandes cantidades de sélidos
disueltos en la muestra, se produce una dispersién multiple que limita la cantidad de luz
que recibe el detector. A elevadas concentraciones de solidos suspendidos, se deben

emplear métodos alternativos de medicion, tales como los de absorcion.
D.1.3 Técnicas turbidimétricas de medicion

Una de las técnicas que se utilizan para medir la turbidez es la de turbidimetria. La
relacion directa entre los datos de turbidez y la concentracién de solidos suspendidos
depende de muchos factores, entre los cuales se incluye el tamafio de las particulas, la
forma, la distribucion y el estado de la superficie, indice de refraccion de las particulas
de dispersion y de la longitud de onda de la luz utilizada.

El turbidimetro mide la absorbancia de la muestra en estudio. Es uno de los
instrumentos mas utilizados y la técnica empleada consiste en el uso de un cultivo de
microorganismos en un medio liquido, que actua como una suspension coloidal, la cual
bloquea y refleja la luz que pasa a través de él. La luz es absorbida de manera

directamente proporcional a la concentracién de células que hay en el cultivo.

D.2 Método de recuento en placa (Alonso Nore y Poveda Sanchez, 2008)

Cada tipo de recuento de microorganismos viables es potencialmente util para fines
especificos. Los recuentos de bacterias viables se basan en el numero de colonias que
se desarrollan en placas de agar que han sido previamente inoculadas con cantidades
de microorganismos determinados e incubadas en condiciones ambientales
predeterminadas. Tales recuentos se denominan, en algunos casos con evidente error,
recuentos totales en placa, cuando en realidad unicamente pueden contarse aquellas
bacterias que pueden crecer en condiciones ambientales elegidas; pues se pueden
cambiar las condiciones ambientales, las de incubacion, la composicion del medio
(afadiendo inhibidores selectivos al medio o agentes con actividad de superficie)

favoreciendo el crecimiento de uno u otro microorganismo.
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Este tipo de recuento se define como un procedimiento en el cual cada célula viable
puede formar una colonia en placa con agar especifico para el microorganismo, donde
un cierto volumen de cultivo diluido que no suele ser superior a 0,1 mL, se extiende
sobre la superficie de una placa con medio sdlido utilizando un ansa estéril. La placa se
incuba en un ambiente predeterminado, hasta que aparecen las colonias y se cuenta

su numero.

D.3 Actividad inhibitoria sobre hongos mediante confrontacién dual (Reyes Tena
etal., 2015)

Para evaluar el efecto antifungico de los IPPs, es necesario realizar ensayos
preliminares in vitro en los cuales se confronten, conjuntamente o de manera individual,
los diferentes IPPs contra el agente fitopatégeno de interés.

Por lo general, se utilizan medios de cultivo que favorezcan el crecimiento del
fitopatdégeno, para no enmascarar el efecto antimicrobiano. El mas usado es el agar
papa-dextrosa (PDA). Se pueden realizar ensayos preliminares en los que se evaluen
diferentes IPPs en una misma placa de cultivo y, una vez determinada la capacidad
antimicrobiana, se valore de manera individual cada IPP en una confrontacién de tipo
dual, en la cual, por lo general, éstos IPPs se coloquen frente al fitopatégeno de tal

manera que su crecimiento se vea frenado por la actividad antimicrobiana.

D.4 Método del antibiograma en placa

D.4.1 Fundamento

El antibiograma disco-placa basado en el test de difusién en agar de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966) es uno de los métodos que el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. Este antibiograma en placa es una modificacion de
este método y consiste en depositar en la superficie de agar de una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo, un determinado volumen con la
respectiva muestra. La muestra actuaria sobre la superficie colocada formandose un
halo de inhibicion. Transcurridas 18-24 horas de incubacién los halos aparecen como

una zona de inhibicidon. La concentracion de la muestra en la interfase entre bacterias
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en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se
aproxima a la concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucion.
Sin embargo, los métodos en placa no permiten una lectura directa del valor de la CMI.
Para cuantificarla, basta con haber contrastado previamente el sistema en placa con un
gran numero de cepas de CMI conocidas que han estado previamente determinadas
por otros métodos de determinacion de la sensibilidad a los antimicrobianos (e;.:
método de dilucién). Esta determinacion se realiza con cientos de bacterias para

minimizar errores.
D.4.2 Indicaciones y limitaciones

El antibiograma esta indicado cuando se aisla una bacteria responsable de un proceso
infeccioso y no puede predecirse su sensibilidad, especialmente si se sabe que este
tipo de bacteria puede presentar resistencia a los antimicrobianos mas habituales.
Estas pruebas de sensibilidad también son utiles en estudios epidemioldgicos ya que el
resultado del antibiograma puede ser considerado como el primer marcador
epidemiologico de que se dispone. El método de placa es facil de realizar, rapido y
barato. Es una metodologia aplicable a una amplia variedad de bacterias,
fundamentalmente bacterias aerobias no exigentes de crecimiento rapido como
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia

cepacia, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.

D.5 IPPs serinicos y sus diversas actividades bioloégicas: Actividad

Antimicrobiana

Se ha observado que los IPPs de muchas plantas inhiben potencialmente el
crecimiento de una amplia variedad de cepas bacterianas y fungicas patégenas,
convirtiéndolos en excelentes candidatos para el uso como compuestos lideres para el
desarrollo de numerosos agentes antimicrobianos de accidén interna-externa y
protectores en el intestino, la via infectiva principal. Existe un amplio numero de
referencias bibliograficas referidas a la accion de estas biomoléculas, implicadas en
diversos procesos metabdlicos, que genera un apreciable interés para la aplicacion de
las mismas, a través del desarrollo de compuestos activos beneficiosos, en el campo

de la biomedicina y, en los ultimos afos, en el campo de la industria agroalimentaria.
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Existen numerosos informes de los ultimos 10 a 15 afos relacionados con la actividad
antimicrobiana de los inhibidores de proteasas, estudios que se han acrecentado en los
ultimos 5-7 afos. (Shamsi et al., 2016; Paik, 2016; Macedo, 2016; Habib et al., 2016;
Kumar, 2016; Silva de Brito et al., 2016; Zhao et al., 2014; Clemente et al., 2012; Zhong
et al., 2012; Shilpa Satheesh et al., 2010).

Se reconoce que los IPPs tienen efectos antimicrobianos sobre diversas cepas de
patdgenos, tal es asi que los estudios referidos a estos compuestos hacen referencia a
su accioén antibacteriana, antifungica y antiparasitaria. De alli que los alimentos que
contienen IPPs puedan considerarse que son ingredientes potencialmente funcionales,
ya que ademas de su funcion nutricional también podrian tener un efecto beneficioso
sobre el organismo consumidor (humanos, animales de granja y domésticos).

Una vez aislados y caracterizados los IPPs, es necesario evaluar las propiedades
antimicrobianas de los mismos y estudiar qué sucede con estas moléculas cuando son
digeridas en el alimento (estudios de vehiculizacion al sistema gastrico, absorciones,
estabilidad y acciones organicas en el tracto digestivo; asi como posible entrada al
sistema de circulacién general, para dirigirse a los tejidos).

Aunque el mecanismo antibacteriano de los IPPs no ha sido elucidado en detalle, hay
trabajos que confirman la actividad antibacteriana in vitro de IPPs contra muchas
bacterias patdgenas. Se ha propuesto que las proteinas o péptidos catidnicos con
accion antibacteriana forman un canal en la membrana celular y la célula muere como
resultado del flujo de salida de contenido celular (Figura 9), siendo este mecanismo

diferente al de los antibidticos (Shilpa Satheesh y Murugan, 2010).
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Modelo de barril

Depolarizacion dela
membrana y muerte celular Modelo de carpeta

Micelizacién de la
membrana y muerte celular

Depolarizacion dela
membrana y muerte celular
Poros toroidales

Figura 9: Modelos de mecanismos de accién de péptidos que afectan la estructura de la
membrana plasmatica de las células bacterianas
(http://www.weizmann.ac.il/Biological Chemistry/scientist/Shai/respeptides.html).

La mayoria de los IPPs con propiedades antimicrobianas que estan caracterizadas
pertenecen a la familia de las serpinas o son inhibidores candénicos de una familia cuyo
prototipo es una proteina de ascaris, un nematodo intestinal de las familias 14 e I8,
respectivamente (Rawlings, 2004). También se han detectado inhibidores de proteasas
de la familia 12 (con dominio Kunitz) en algunos parasitos como Ancyclostoma spp.
(Milstone et al., 2000), Haemonchus spp. y Echinococcus granulosus. Es probable que
estos inhibidores cumplan un rol en la supervivencia de estos parasitos en el intestino
de sus hospedadores.

Un ejemplo referente a la deteccion de actividad antimicrobiana es un inhibidor de
proteasa aislado de hojas de Coccinia grandis voigt (Shilpa Satheesh y Murugan,
2010). Un IPP de 14 kDa fue aislado y purificado de un homogenato de hojas de C.
grandis por precipitacion con sulfato de amonio (20-85% de saturacién), Sephadex G-
75, columna de DEAE-sepharose y cromatografia de afinidad tripsina-agarosa. La
pureza fue evaluada por cromatografia liquida de fase reversa de alto rendimiento (RP-
HPLC). El IPP exhibi6 un marcado efecto inhibitorio en el crecimiento en lineas
celulares de colon. Fue termoestable y mostré actividad antimicrobiana sin actividad
hemolitica. Ademas, inhibié fuertemente cepas de bacterias patdégenas, incluyendo
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Escherichia coli,

Bacillus subtillis y hongos patogenos como Candida albicans, Mucor indicus,
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Penicillium notatum, Aspergillus flavus y Cryptococcus neoformans. Morfoldgicamente,
los hongos tratados con IPP mostraron una significante contraccion de las puntas de
hifas. Al reducir el IPP, éste pierde completamente su actividad lo que indica que los
puentes disulfuro son esenciales para su actividad inhibidora de proteasa y actividad
antifungica (Kim et al., 2009).

En cuanto a la actividad antifungica, la inhibicion de crecimiento de hongos no puede
ser solo explicado por la inhibicion de una proteasa. De hecho, fue informado un rol
antifungico tardio por inhibidores de proteasa serinica, debido a la habilidad de estas
proteinas de interferir en el proceso de biosintesis de quitina durante el desarrollo de la
pared celular fungica por inhibicion de la activacion proteolitica del zimégeno quitina
sintasa (Mignogna et al., 1996; Adams et al., 1993). Varios estudios confirman que la
secrecion de proteasas por el hongo es un factor determinante para la patogénesis, y
su inhibicién reduce significativamente la infeccion fungica (Soares-Costa et al., 2002).
Otros inhibidores de tipo serinico que manifiestan actividad antifungica, son los
provenientes de habas verdes, habas lima y los de soja amarilla. Sin embargo, los
inhibidores de tipo serinico de la gran soja negra japonesa carecen de actividad
antifungica, aunque presentan un potencial inhibitorio sobre la transcriptasa reversa
HIV-1 mayor que el reportado por el inhibidor de tripsina tipo Kunitz (Oliveira et al.,
2008; Soares-Costa et al., 2002).

Otro ejemplo reciente trata de una proteina antifungica designada Psc-AFP, con una
masa molecular aparente de 18 kDa, que fue aislada de una hierba china, Scurfpea
malaytea (Psoralea corylifolia L.). ElI procedimiento de aislamiento implicé extraccion,
cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de filtracion en gel en Superdex
75 y cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa. La secuencia N-terminal
parcial de la proteina, EWEPVQNGGSSYYMVPRIWA, muestra homologia con
inhibidores de tripsina de origen vegetal. La actividad inhibitoria de proteasa de Psc-
AFP fue luego confirmada por inhibicion sobre tripsina. Posteriormente se encontré que
Psc-AFP 10 mM inhibié el crecimiento micelial de Alternari brassicae, Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia cerealis, sugiriendo que Psc-AFP desempefia un rol
en la defensa contra este tipo de patdégenos (Yang et al., 2006).

La regulacién de una enfermedad fungica se puede llevar a cabo mediante el
mantenimiento de la higiene personal y también por el método farmacoldgico que se
puede hacer mediante la administracion de antifungicos adecuados basados en la

causa de la infeccidon mediante determinados hongos (Ledoigt et al., 2006). Los IPPs
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pueden afectar el hongo por inhibicion de proteasas extraceluares y/o intracelulares
qgue juegan roles importantes en los procesos metabdlicos e infecciosos. Se ha logrado
purificar una proteina antifungica llamada AFP-J de tubérculos de S. tuberosum cv. L
Jopung (Park et al., 2005) utilizando diferentes columnas cromatograficas. EI AFP-J
purificado inhibe fuertemente a las cepas fungicas como Candida albicans,
Trichosporon beigelii, y Saccharomyces cerevisiae. El inhibidor de tripsina-
quimotripsina de S. fuberosum inhibe fuertemente a los hongos patogénicos C. albicans
y Rhizoctonia solani e interesantemente, no lisa los eritrocitos humanos, lo que sugiere
la seguridad del IPP como agente antimicrobiano.

Se ha reportado efecto antimicrobiano de proteasas asparticas de S. tuberosum
(Mendieta et al., 2006) contra Fusarium solani y Phytophthora infestans, directamente a
través de la interaccion con las superficies celulares de los microbios seguido por la
permeabilizacion de la membrana. Ademas, los inhibidores mostraron tener actividad
antifungica contra F. solani focalizandose en las proteasas secretadas por los hongos.
Un péptido antimicrobiano pequefio (5578,9 Da) llamado Potide-G, fue aislado de
tubérculos de S. tuberosum cv. Golden Valley, encontrandose que suprimié la actividad
proteolitica de tripsina, quimotripsina y papaina efectivamente.

La observacién de un aumento en la resistencia a antibidticos, en particular a la de
Leishmania donovani obliga a desarrollar nuevas terapias contra la leishmaniasis con
una toxicidad minima. Bajo este aspecto, los fitopatdégenos bioactivos deben llevar al
descubrimiento de nuevas medicinas con una eficiencia apropiada. Los roles
importantes de las proteasas de Leishmania en la virulencia de los parasitos de
Leishmania hacen que sean blancos esperados para el mejoramiento de los remedios
actuales contra la leishmaniasis. Como parte de la busqueda de nuevas drogas, se ha
evaluado la actividad anti-leishmanial in vivo de un inibidor de serin proteasas (PTEXx),
aislado por medio de extraccion con biosulfito de sodio de tubérculos de papa. El efecto
anti-leishmanial fue también establecido por la actividad inmunomoduladora inducida
por PTEx. Ademas, se pudo observar en hamsters tratados con PTEx, un rango de
supervivencia significativa (80%). Se pudo entonces, observar una acentuada
potencialidad del PTEx para ser empleado como nuevo terapéutico de fuente natural
contra L. donovani. Esto podria proveer una nueva percepcion respecto a inhibidores
de proteasas serinicos naturales provenientes de tubérculos de papas como un
acercamiento alternativo para el tratamiento de la leishmaniasis visceral (Paik et al.,
2016).
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Por tanto, estas fuentes naturales prometen grandes esperanzas en la obtencion de
moléculas bioactivas novedosas y efectivas contra un gran numero de
microorganismos, asi como también frente a diversos procesos fisiopatolégicos. Se
pretende hacer especial hincapié en aquellos compuestos que presenten actividad

antibacteriana y antifungica.
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En el presente plan de trabajo se propuso investigar y aprovechar la diversidad ofrecida
por la biomasa vegetal nativa para la obtencion de compuestos bioactivos de alto valor
biotecnoldgico, ya sea mediante su obtencidon directa, o como moléculas
recombinantes. Dentro de estos compuestos bioactivos se encuentran sustancias
moduladoras de la actividad proteolitica tales como los inhibidores peptidicos de
proteasas (IPPs).

El objetivo general de este plan fue la purificacion, clonacion, expresiéon y evaluacion de
la potencial actividad antimicrobiana de nuevos IPPs presentes en extractos de papas
andinas con el fin de evaluar, a futuro, su empleo como potencial conservante natural

en la industria de los alimentos.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

A. Obtener extractos crudos (ECs) a partir de los diferentes tubérculos de papas
andinas.

B. Determinar la actividad inhibitoria en los ECs frente a diferentes tipos de proteasas
con el fin de analizar su efecto inhibitorio frente a diferentes enzimas proteoliticas de
diferentes tipos mecanisticos.

C. Caracterizar bioquimicamente los ECs mediante ensayos de estabilidad a diferentes
valores de pHs, temperaturas y fuerzas ioénicas.

D. Caracterizar los ECs y TTs por técnicas electroforéticas y protedmicas.

E. Inmovilizar la proteasa serinica Tripsina, en forma covalente en geles de glioxil-
agarosa, para su uso como matriz de afinidad.

F. Purificar los IPPs por técnicas de cromatografia de afinidad, intercambio i6nico y
HPLC. Caracterizar bioquimicamente los IPPs purificados.

G.Comparar y obtener informacién estructural de los IPPs en ECs, TTs e IPPs
purificados, utilizando herramientas de proteémica (PMF-MALDI-TOF/MS, MALDI-
TOF/MS, MALDI-TOF/TOF-MS/MS), electroforesis e isoelectroenfoque.

H. Establecer cultivos “in vitro” para la conservacion de papas andinas.

I. Disefiar estrategias de clonaciéon de nuevos IPPs a partir de la extraccion de ARNm
y posterior RT-PCR utilizando como material de partida vitroplantas de papas

andinas.
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J. Expresar en forma recombinante IPPs en organismos procariotas.

K. Evaluar de manera cuantitativa la expresién diferencial de genes de IPPs bajo
diferentes condiciones de estrés abidtico.

L. Realizar estudios preliminares para evaluar la posible actividad antimicrobiana de los

IPPs aislados en sus formas nativas, y obtenidos de manera recombinante.

Los resultados obtenidos posibilitaran la mejora de la transferencia de tecnologias tanto
a nivel basico, como a nivel aplicado, asi como en el uso y aplicacion de tecnologias de
vanguardia para el analisis de la rica biodiversidad de los extractos vegetales y de sus
potenciales actividades nutracéuticas.

A partir del desarrollo de este trabajo proponemos emplear estas moléculas, obtenidas
en forma directa o como moléculas recombinantes, como potenciales aditivos naturales
capaces de mantener y controlar el equilibrio microbiano en alimentos de almacenaje,
ya sea por complementacién o agregado de los mismos en dichas formulaciones.

Con esta propuesta se pretende profundizar en las investigaciones iniciadas y ampliar
el espectro de aplicaciones de los IPPs ya estudiados, asi como buscar nuevos IPPs
que tengan propiedades antimicrobianas y que se consumen en la dieta al formar parte
de la alimentacion basica.

Finalmente, este trabajo plantea fomentar la investigacion, desarrollo e innovacion de
compuestos naturales obtenidos de la flora nativa latinoamericana con el fin de
potenciar, recuperar y valorizar sus propiedades funcionales, asi como aportar al
conocimiento de estas biomoléculas. Bajo este contexto y en este caso particular
estudiaremos alimentos de origen vegetal ricos en IPPs, provenientes de diferentes

variedades de papas andinas (Solanum tuberosum subespecie andigenum).
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Solanum tuberosum es una planta herbacea, tuberosa, perenne a través de sus
tubérculos, caducifolia (ya que pierde sus hojas y tallos aéreos en la estacion fria), de
tallo erecto o semi-decumbente, que puede medir hasta 1 m de altura (Milan, 1987).
Las hojas son compuestas, con 7 a 9 foliolos, de forma lanceolada y se disponen en
forma espiralada en los tallos. Presentan tres tipos de tallos, uno aéreo, circular o
angular en seccion transversal, sobre el cual se disponen las hojas compuestas y dos
tipos de tallos subterraneos: los rizomas y los tubérculos (Faiguenbaum, 1988.).

El tubérculo es el tipo de tallo de la papa que es subterraneo y se halla engrosado
como una adaptacion para funcionar como 6rgano de almacenamiento de nutrientes.
Los rizomas presentan una zona meristematica sub-apical, de donde se originan los
tubérculos mediante un engrosamiento radial, producto del alargamiento de las células
parenquimatosas y la pérdida de la polaridad de las mismas. Durante la formacién del
tubérculo, el crecimiento longitudinal del estolon se detiene y las células
parenquimatosas de la corteza, de la médula y de regiones perimedulares sufren
divisiones y alargamiento. En tubérculos maduros, existen pocos elementos
conductores y no hay un cambium vascular continuo. Los tubérculos estan cubiertos
por una exodermis que aparece al romperse la epidermis que va engrosandose con el
tiempo. Sobre su superficie existen "ojos", hundimientos para resguardar las yemas
vegetativas que originan los tallos, que estan dispuestos de forma helicoidal. Ademas,
hay orificios que permiten la respiracién, llamados lenticelas. Las lenticelas son
circulares y el numero de las mismas varia por unidad de superficie, tamafio del
tubérculo y condiciones ambientales (Xin et al., 1998). Los tubérculos, en definitiva,
estan constituidos externamente por la peridermis, las lenticelas, los nudos, las yemas
y, eventualmente, por un fragmento o una cicatriz proveniente de la unién con el rizoma
del cual se originaron; internamente se distingue la corteza, el parénquima vascular de
reserva, el anillo vascular y el tejido medular. Los tubérculos pueden presentar una
forma alargada, redondeada u oblonga; su color, en tanto, puede ser blanco, amarillo,
violeta o rojizo (Faiguenbaum, 1988.)

En este trabajo, se emplearon como fuente de material vegetal los tubérculos de
Solanum tuberosum subespecie andigenum provenientes de la provincia de Jujuy,

sobre la quebrada de Humahuaca, Cordillera de los Andes, Argentina. El nombre vulgar
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de estas especies es de “papas andinas”, y es muy comun su cultivo en dichas zonas
geograficas.

Teniendo en cuenta que el cultivo de estas variedades es llevado a cabo por
cooperativas de trabajo del noroeste argentino entre ellas la Cooperativa Agropecuaria
y Artesanal Unién Quebrada y Valles Ltda. (CAUQUEVA), fundada en Maimara en el
corazon de la Quebrada de Humahuaca, proveedora de nuestro material vegetal, y que
no siempre se dispuso de semilla de todas las variedades pues no hay en la zona un
banco de germoplasma que permita conservarlas, nos hemos encontrado a lo largo de
los afos, con la dificultad de disponer de la variedad originalmente estudiada.

Por este motivo en los ensayos de caracterizacion, purificacion y en los ensayos
microbioldgicos se utilizaron tubérculos de Solanum tuberosum subespecie andigenum

de las variedades Imilla Negra, Sacampaya Roja, Malcacha y Churquenfa.

Imilla Negra Sacampaya Roja

Churquena Malcacha

®

O

Posteriormente y por las razones previamente expresadas, se utilizaron plantas de las

variedades Overa y Chacarera en los ensayos de biologia molecular.
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Overa Chacarera

Como se observan en las diferentes fotografias, existe una gran variabilidad en el
fenotipo de las distintas variedades (diferencias de color, formas y de tamano, entre
otras diferencias) a pesar de que estan clasificadas como el mismo género, especie e
incluso como la misma subespecie, andigenum. Solo se diferencian en la variedad.
Inicialmente los ensayos se realizaron con unas pocas variedades con el fin de
encontrar diferentes inhibidores a los ya estudiados en la especie Solanum tuberosum
tuberosum (papa comun).

Nos planteamos la siguiente premisa: si existen diferencias perceptibles a nivel visual
entre las variedades, por qué no encontrar diferencias fenotipicas a nivel molecular. En
este caso, encontrar inhibidores con diferente secuencia a los ya estudiados.

Partiendo de esta base, se comenzaron a estudiar en forma nativa los inhibidores de
las siguientes variedades: Imilla Negra, Churquefia, Sacampaya Roja y Malcacha.
Luego de ello y cuando se obtuvieron los primeros resultados alentadores (Obregon et
al., 2010; Cisneros et al., 2010), se decididé hacer una caracterizacién mas profunda con
los inhibidores de la variedad Imilla Negra.

Luego de dos anos de investigaciones utilizando como muestra la variedad Imilla
Negra, se iniciaron los ensayos a nivel molecular. El siguiente paso consistio en clonar
y expresar dichos inhibidores. Pero surgié como gran obstaculo la imposibilidad de
hacer crecer brotes, a partir de tubérculos congelados, para la extraccion del ARN.
Ademas, la extraccion de ARN de los tubérculos congelados no fue posible debido a la
degradacion de ARNs. Se intentdé nuevamente conseguir papas andinas de las
variedades estudiadas mediante la relacion entablada con CAUQUEVA pero no se
obtuvieron las variedades solicitadas pues, tratdndose de una cooperativa, los

campesinos que se dedican al cultivo de papas andinas en esta regidn no discriminan a
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la hora de cultivar, en seleccionar y realizar siembras de las mismas variedades. De
hecho, las variedades pueden tener distintos nombres segun la zona de cosecha. En el
campo, las variedades estan sometidas a cambios continuos, a hibridaciones con otras
papas y ademas a mezclas con otras variedades. No hay monocultivos ni lugares que
se dediquen a la conservacion de las especies y tampoco hay clasificacion taxonémica
para las variedades de papas andinas. Frente a estas dificultades, que ponian en
riesgo la continuidad del trabajo por no poder disponer del material vegetal inicial, y
teniendo en cuenta que los resultados ya obtenidos eran alentadores, decidimos
continuar las actividades de la parte de Biologia Molecular con las variedades Overa y
Chacarera (Figura 10) que eran morfolégicamente similares a las variedades ya
estudiadas, sobre todo la variedad Overa, que presenta caracteristicas visibles
parecidas a Imilla Negra.

Esta segunda parte de la tesis se realizd con cultivos en macetas de cada variedad, de
manera de conservar cada uno de los plantines de papas andinas, y se incorporo
ademas el cultivo in vitro de cada una de ellas. Como es sabido, el cultivo in vitro es un
meétodo de conservacion y propagacion de especies que permite mantener una linea

Unica de cada una de éstas ultimas variedades estudiadas.
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Figura 10: Cultivos in vitro de las variedades, Chacarera y Overa, obtenidos a partir de
plantines desarrollados en camara de cultivo. Las variedades Overa y Chacarera fueron
utilizadas para la clonacion y expresion recombinante de IPPs. Ademas, cada explanto de la
variedad Overa fue utilizado en su totalidad para los ensayos de analisis de expresion
diferencial de genes de IPPs.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE A
AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y PURIFICACION DE
INHIBIDORES DE PROTEASAS

De acuerdo a lo establecido y narrado en la descripcion del material vegetal, en esta
parte se trabajo con las variedades de papa andina: Imilla Negra, Malcacha y
Sacampaya Roja, disponibles en los comienzos de este trabajo de tesis doctoral.

El principal objetivo consistié en elegir el mejor material, en cuanto a la cantidad de
inhibidores, proteasa mayormente inhibida y con mayor actividad inhibitoria especifica
sobre la misma, para luego seguir con la caracterizacion y purificacién del IPP del
material vegetal seleccionado.

Como se leera mas adelante, el material de eleccion para la caracterizacion vy
purificacion de un nuevo inhibidor de proteasas de papas andinas, fue la variedad de
Imilla Negra vy el tipo de inhibidor seleccionado es un inhibidor de serin proteasas. La

proteasa modelo de inhibicién fue la tripsina.

A.1 Eleccion del medio de extraccion

Los extractos crudos (ECs) de las variedades Imilla Negra, Malcacha y Sacampaya
Roja se obtuvieron por extraccion con agua destilada en frio y con el agregado de DTT
para evitar la oxidacion. Se recogié el sobrenadante que fue filtrado con filtro de
Orange Sci PES de 0,2 um. Estas preparaciones clarificadas y libres de pigmentos se
denominaron extracto crudo (EC).

El proceso de obtencion del EC utilizado permiti6 contar con una suspension de
proteinas homogénea y translicida necesaria para los posteriores ensayos de
caracterizacion bioquimica.

Las concentraciones de proteinas fueron estimadas por el método de Bradford (Tabla
2). Los ECs con mayor concentracion de proteinas, respecto de las concentraciones de
inhibidores encontradas en cada EC, fueron en orden creciente, los de Malcacha,

Sacampaya Roja e Imilla Negra.
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Tabla 2: Cantidad de proteina en cada extracto crudo.

Extracto crudo | pyg/mL x g de mat. veg.
Malcacha 4
Sacampaya Roja 9
Imilla Negra 20

A.2 Aislamiento y caracterizacion bioquimica de los inhibidores de proteasa de

papas andinas

El paso siguiente consistio en evaluar la presencia de inhibidores de proteasas en los
ECs de las variedades Malcacha, Sacampaya Roja e Imilla Negra. Para ello se realizé
una busqueda de compuestos de interés (IPPs) en cada muestra para poder observar
la cinética de inhibicion enzimatica.

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones quimicas que son
catalizadas por las enzimas, en éste caso de cada proteasa utilizada. El estudio de la
cinética y de la dinamica quimica de una enzima permite explicar los detalles de su
mecanismo catalitico, su papel en el metabolismo, como es controlada su actividad en
la célula y como puede ser inhibida su actividad (es nuestro caso).

Se detectaron actividades inhibitorias de las siguientes proteasas: ftripsina,
quimotripsina y subtilisina (serin proteasas), carboxipetidasas A y B (metaloproteasas)
y papaina (cistein proteasa).

En la Figura 11 se muestran los porcentajes de inhibicion que presentd cada muestra

cuando fue incubada y ensayada con cada una de las proteasas citadas.
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Inhibicion porcentual de proteasas de los ECs

mmilla Negra mSacampaya Roja m Malcacha
96 99 98 100 100100
87

% Inhibicion % Inhibicion % Inhibicidon % Inhibicién % Inhibicién % Inhibicion
de Tripsina de CPB de Papaina de CPA  de Subtilisina Quimotripsina

Figura 11: Inhibicion de: Tripsina, Carboxipeptidasa B, Papaina, Carboxipeptidasa A,
Subtilisina y Quimotripsina en presencia de ECs de Imilla Negra (negro), Sacampaya Roja
(rojo) y Malcacha (marrén). Se observa en cada columna los porcentajes de inhibicidon
respectivos de cada una de las muestras frentes a las diferentes proteasas ensayadas.

Se observa en la mayoria de los casos una buena inhibicion proteolitica de cada una
de las proteasas evaluadas en presencia de los 3 extractos de papas andinas, pero se
encontro inhibicidn de quimotripsina entre un 9 y un 12 % cuando se evalué frente a los
ECs de Malcacha y Sacampaya Roja, resultado extrafio y no esperado de acuerdo a
los estudios previos realizados sobre miembros de esta familia (Pouvreau et al., 2003;
Walsh y Twitchell, 1991).

A.3 Tratamiento térmico

Es bien sabido que los inhibidores de proteasas con una masa molecular inferior a 30
kDa son estructuralmente resistentes a altas temperaturas y se mantienen en solucién
(Miyaji et al., 2007). La mayoria de los IPPs presentan una estructura compacta y esta
caracteristica estructural provee a la molécula de cierta estabilidad frente a
determinadas condiciones extremas.

Con el fin de evaluar la estabilidad térmica de los inhibidores presentes en los ECs de

Imilla Negra, Sacampaya Roja y Malcacha, se procedié a un tratamiento térmico que

ademas sirvié como etapa de purificacion preliminar ya que nos permitié obtener un EC

Pagina 62



RESULTADOS Y [JISCUSION. PARTE A

clarificado con elevada conservacion de la actividad inhibitoria y libre de proteinas y
otros componentes contaminantes.

Para ello, se trataron térmicamente los extractos a distintas temperaturas y se evaluo la
actividad inhibitoria residual de cada proceso. El ensayo consistio en incubar los ECs a
60°C (TT60) y 70°C (TT70) durante 60 minutos. Luego se centrifugaron durante 60
minutos a 11000 g, descartando el pellet y reservando o conservando el sobrenadante.
En la Figura 12 se muestra el contenido de proteinas del EC original, del TT60 y del
TT70 de las muestras de papas andinas de las variedades Imilla Negra, Malcacha y

Sacampaya Roja.

Concentracion de proteinas
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Mg de
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material 20

1
—
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5 3,57
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0,83149 = 0,930,86

EC TT60 TT70
Muestras

Figura 12: Determinacién de la concentracion de proteinas del extracto crudo (EC) y de los
tratamientos térmicos a 60 y 70°C (TT60 y TT70), usando el micrométodo de Bradford.

Con estos tratamientos térmicos, el EC se clarificd satisfactoriamente, especialmente el
TT70. Posteriormente se evalu6 la actividad inhibitoria residual en las muestras
sometidas a los distintos tratamientos para verificar la actividad especifica y el

rendimiento de cada uno de ellos.
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A.4 Actividad inhibitoria de Tripsina y Carboxipeptidasa B frente a extractos

crudos de Imilla Negra, Sacampaya Roja y Malcacha

Se eligieron como proteasas blanco a tripsina y carboxipeptidasa B para evaluar la
actividad inhibitoria residual luego de cada tratamiento térmico, debido a su
disponibilidad en el laboratorio y a los buenos resultados obtenidos en los extractos
crudos iniciales.

En las Figuras 13 y 14 se muestran las relaciones porcentuales entre la cantidad de
proteina presente luego de cada tratamiento y su respectiva actividad inhibitoria de
proteasa residual. Se observa que en estos procesos térmicos se pudo recuperar un
gran porcentaje de moléculas inhibitorias eliminando una fraccion importante de las
proteinas contaminantes presentes en la preparacion inicial, demostrando de esta

manera que el inhibidor es resistente a la inactivacion térmica a los 60°C y 70°C.
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Figura 13: Relacion porcentual entre la cantidad de proteina presente luego de cada
tratamiento para: Sacampaya Roja (SR), Malcacha (M) e Imilla Negra (IN); y sus respectivas
actividades inhibitorias de tripsina residuales.
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Figura 14: Relacion porcentual entre la cantidad de proteina presente luego de cada
tratamiento para: Sacampaya Roja (SR), Malcacha (M) e Imilla Negra (IN), y sus respectivas
actividades inhibitorias de carboxipeptidasa B residuales.

A.5 Concentracion y desalado mediante el uso de membranas de corte de 3 y 10
kDa

Con el objeto de encontrar un método para concentrar y desalar, se centrifugaron las
muestras provenientes de TT60 de Malcacha, TT60 de Sacampaya Roja y TT70 de
Imilla Negra en tubos Amicon con membranas de corte de 3 y 10 kDa. En las
fracciones obtenidas (retenidas y no retenidas) en cada ensayo, se evalué la actividad
inhibitoria sobre tripsina. No se encontr6 actividad inhibitoria de tripsina en las
fracciones no retenidas por las membranas 3 kDa y 10 kDa, por ese motivo no se
incluyeron en el grafico. Luego se evalud la actividad inhibitoria de las fracciones
retenidas por las membranas de 3 kDa (péptidos mayores a 3 kDa) y 10 kDa (péptidos
mayores a 10 kDa). En la Figura 15 puede observarse que la concentracion de
inhibidores de proteasas fue mejor en las fracciones retenidas por las membranas que

en la muestra de Imilla Negra con tratamiento térmico a 70 °C.
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Figura 15: Actividad inhibitoria (%) de tripsina de las distintas muestras separadas por
centrifugacién en tubos Amicon. La barra turquesa muestra la actividad inhibitoria de tripsina de
la fraccién retenida con membrana de corte de 3 kDa proveniente de la muestra TT70 de Imilla
Negra. La barra negra muestra la actividad inhibitoria de tripsina de la muestra TT70 de Imilla
Negra sin centrifugar. La barra verde muestra la actividad inhibitoria sobre tripsina de la
fraccidon retenida con membrana de corte de 10 kDa proveniente de la muestra TT70 de Imilla
Negra.

A.6 Caracterizacion Bioquimica de los inhibidores de tripsina presentes en Imilla

Negra

En base al “screening” realizado, en el cual se evaluaron 3 muestras distintas de papas
andinas y se determin6é para cada uno de los casos: el contenido de proteinas, la
actividad inhibitoria y la actividad especifica del EC y los distintos tratamientos
térmicos; se decidid continuar con el estudio de una muestra, y evaluar y caracterizar
un solo tipo de inhibidor. Se eligié en este caso continuar con los inhibidores de tripsina
presentes en la variedad Imilla Negra debido a su gran contenido proteico, su buena
actividad inhibitoria, su excelente estabilidad térmica y la disponibilidad, tanto de

tripsina como de muestra, en nuestro laboratorio.
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A.7 Tratamientos Térmicos del EC de la variedad Imilla Negra

Con el fin de evaluar la conservaciéon de la actividad inhibitoria de tripsina del EC de
Imilla Negra a temperaturas mas elevadas se decidio realizar tratamientos térmicos a
80y 90°C.

En la Figura 16 se muestra en una grafica de barras, la concentracion de proteinas del
EC y de los tratamientos térmicos (TT60, TT70, TT80 y TT90).
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Figura 16: Determinacion de la concentracion de proteinas del EC y de los TT60, TT70, TT80 y
TT90, usando el micrométodo de Bradford para Imilla Negra.

Se puede observar una notable disminucién del contenido de proteinas a medida que la
temperatura aumenta en los tratamientos térmicos.
Por otro lado, se hizo la evaluacién de la actividad inhibitoria residual de tripsina de

cada tratamiento térmico. En la Figura 17 se observan los resultados obtenidos.

Pagina 67



RESULTADOS Y [JISCUSION. PARTE A

Actividad inhibitoria porcentual de tripsina

120

96
100 m Actividad inhibitoria
porcentual de tripsina

77
80
60
39
40
22

" . ﬁ .

0

ECIN TT60 IN TT70IN TT80 IN TT90 IN

Figura 17: Determinacion de la actividad inhibitoria de tripsina para Imilla Negra del EC y de
los tratamientos térmicos (TT60, TT70, TT80 y TT90). Los resultados se expresan como
actividad inhibitoria % de tripsina de cada tratamiento en relacién a la actividad de tripsina
control sin muestra.

De los resultados observados en las Figuras 16 y 17 se puede observar que:

v' La actividad inhibitoria recuperada con el TT60 fue de un 80% con respecto al EC
original. Por lo que este tratamiento arroja una pérdida de 25% de proteinas y solo
un 20% de actividad inhibitoria con respecto al EC original.

v EI TT70 recupera un 40% de la actividad inhibitoria original, y la pérdida de proteinas
es de un 84% con respecto a la cantidad original.

v EI TT80 y el TT90, brindan una recuperacién de aproximadamente un 20% de la
actividad inhibitoria original y una pérdida del 80% de proteinas solubles.

v' Se observa que en dichos procesos térmicos se pudo recuperar un gran porcentaje
de moléculas inhibitorias eliminando una fraccion importante de las proteinas
contaminantes presentes en la preparacion inicial, demostrando de esta manera que

el inhibidor es resistente a la inactivacién térmica a los 60 y 70°C.

A.8 Ensayos de estabilidad a distintos pHs y diferentes fuerzas idnicas

En estudios publicados por Singhal (Singhal, 2004), se informé el aislamiento de un

inhibidor de tripsina a partir de semillas de frijol que presentaba actividad inhibitoria en
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un amplio rango de pH (pH 4,0 a 10,0). Se sabe que la estabilidad de los inhibidores de
tripsina con alta estabilidad frente al pH puede estar fundamentada en la eficiencia para
el control de insectos patdgenos (Kansal et al., 2008).

Los inhibidores de proteasas en las plantas generalmente contienen altos porcentajes
de residuos de cisteina formando puentes disulfuro. Estos los hacen resistentes a la
desnaturalizacion por tratamiento térmico, por fuerza idnica y por pHs extremos. Por
esta razon, se evalud el efecto del pH y la fuerza i6nica sobre la actividad inhibitoria de
los extractos de tubérculos de papas andinas. ElI EC de Imilla Negra fue sometido a
incubacion a diferentes pHs en Good buffers y a diferentes concentraciones de
soluciones de cloruro de sodio y se evalué en ellas la actividad inhibitoria residual sobre
tripsina.

El estudio del efecto del pH revel6 que la actividad inhibitoria se mantuvo elevada en un
amplio rango de pH (2,0 — 11,2) durante 60 min. Ademas, la adicion de diferentes
concentraciones de soluciones de cloruro de sodio (0,05 a 2,00 M) no afectd la
estabilidad del inhibidor de tripsina. Como se puede observar en la Tabla 3, la actividad
inhibitoria de los ECs sobre tripsina no fue afectada por el pH (Tabla 3 a) ni por la
fuerza ionica (Tabla 3 b). Mas del 95% de la actividad inhibitoria de los extractos

crudos de papas andinas se encontrd en un amplio rango de pH, entre 2,10 y 11,20.

Tabla 3: Actividad inhibitoria (%) de los ECs de Imilla Negra sobre tripsina. A) Efecto del pH
sobre la actividad inhibitoria. B) Efecto de la fuerza iénica sobre la actividad inhibitoria.

a b
Actividad inhibitoria (%) Actividad inhibitoria (%)
Rango de pH del EC de S. tuberosum NaCl del EC de S. tuberosum
cv Imilla Negra cv Imilla Negra
Control sin EC 0,0 Control sin EC 0,0
Control buffer de Good 97,0 +0,6 NaCl control 959+0,3
pH 2,10 99,0+£0,3 0,05M 96,8 £ 0,5
pH 4,30 97,0+£0,7 0,15M 96,4 £ 0,6
pH 6,95 98,5+0.5 0,25M 96,4 +0,9
pH 8,10 97,5+0,8 0,50 M 96,4 £ 0,7
pH 9,25 98,5+0,2 1,00 M 97,3+0,2
pH 11,20 99,0+£0,8 2,00M 95,9+0,9

Singhal (2004) informé el aislamiento de un inhibidor de la tripsina de las semillas de
frijol mungo con actividad inhibitoria entre pH 4,0 y 10,0. Resultados similares fueron
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encontrados para el inhibidor de la tripsina de semillas de Artocarpus integrifolia
(Annapurna et al., 1991). Por otra parte, Godbole et al. (1994) reportaron que el
inhibidor de la tripsina de semillas de Cajanus cajan conserva su actividad a un pH
alcalino (7,0 a 10,0), con una marcada pérdida de actividad en condiciones acidas. La
estabilidad de los inhibidores de tripsina en un amplio rango de pH podria sugerir su
eficacia en el control de insectos fitopatégenos de la especie Helicoverpa amigera
(Kansal et al., 2008).

A.9 Perfil de pesos moleculares de los TTs de Imilla Negra

Para estimar la masa molecular del o de los posibles inhibidores de tripsina, se realizo
una electroforesis (SDS-PAGE) para poder hacer una comparacién de los perfiles
electroforéticos obtenidos con los extractos crudos sometidos a diferentes tratamientos

térmicos junto con el EC sin tratar (Figura 18).

Perfil electroforético de los Figura 18: SDS-PAGE. Calle 1: Marcadores
tratamientos térmicos: peptidicos de pesos moleculares. Calle 2: EC. Calle 3:

TT60. Calle 4: TT70. Calle 5: TT80. Calle 6: TT90.

Se puede observar en la Figura 18 que el TT60 (calle 3) mantiene las proteinas de
peso molecular menor a 20 kDa en casi toda su totalidad, sin embargo, las proteinas de
tamano molecular mayor se conservan, aunque en menor proporcion. Con los TT70,
TT80 y TT90 se ve que practicamente desaparecen todas las proteinas mayores a 20
kDa y solo permanecen las mas pequenas. Este marcado descenso de la cantidad de
proteinas en el TT70, TT80 y TT90 es coincidente con los resultados de concentracion

de proteina y actividad inhibitoria de tripsina presentados en los incisos anteriores.
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A.10 Determinacion del punto isoléctrico (pl) de los TTs de Imilla Negra

Con el fin de aportar mayor informacion a los ensayos de caracterizacién bioquimica de
los EC, se evalué el pl de las muestras correspondientes a los TTs de los extractos de
Imilla Negra, que permitid conocer las caracteristicas de solubilidad de los extractos
pues como es sabido, representa el pH en el cual la carga eléctrica del extracto es
nula.

Se realiz6 la estimacion del pl, empleando patrones de amplio rango (3,5 - 9,3) segun

lo indicado en Metodologia.
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Figura 19: Isoelectroenfoque (IEF) de los distintos extractos de Solanum tuberosum
subespecie andigenum variedad Imilla Negra. Se observa ademas, la purificacion parcial del
inhibidor de tripsina. Calle 1: TT90. Calle 2: TT80. Calle 3: TT70. Calle 4: TT60. Calle 5: EC.
Calle 6: Broad pl Kit, pH 3—10 (GE Healthcare Life Sciences).

En la Figura 19 se puede observar una disminucion muy importante de las proteinas
solubles luego de los tratamientos a 70, 80 y 90°C. Ademas, se observa que las
proteinas constituyentes del extracto tienen en su mayoria pl acidos con valores, al
menos entre 3,5 y 6,5. Este resultado orientativo permitira a futuro considerar la

cromatografia de intercambio iénico para la purificacion de los IPPs.
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A.11 Purificacion por cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una técnica eficaz para la purificacion de proteinas
basado en interacciones reversibles entre las proteinas seleccionadas y ligandos
especificos unidos a una matriz cromatografica. Para realizar la cromatografia de
afinidad se decidié usar tripsina inmovilizada como soporte ya que la obtencion de
subtilisina inmovilizada no fue posible debido a su elevado costo.

La inmovilizacion fue una parte crucial de este trabajo y uno de los objetivos
planteados, sobre todo en la parte inicial de purificacion de los inhibidores de
proteasas. Los rendimientos de inmovilizacion arrojaron una recuperacién de mas del
90% de mantenimiento de la actividad biolégica de la tripsina inmovilizada. La
estabilidad enzimatica fue apreciable durante su conservacion a 4°C, igual que la
recuperacion total de la actividad luego de cada etapa de almacenamiento (datos no
mostrados). Cabe recordar que la inmovilizacion en glioxil agarosa es una
inmovilizacién covalente entre el soporte y la enzima, por lo que la estabilidad del
derivado inmovilizado permite el reuso de la enzima en varios ciclos del proceso. La
reutilizacion de la enzima fue evaluada semanalmente verificando la conservacion de
su actividad biolégica (manteniendo en cada periodo las mismas condiciones de
ensayo), asi como también su estabilidad a pHs entre 2,0 y 10,0.

Con el fin de aislar el inhibidor de tripsina, se empled el TT70 de Imilla Negra, pues la
actividad inhibitoria de la muestra era estable térmicamente y se observaban pocas
proteinas interferentes. Luego, se realizd la cromatografia de afinidad, obteniéndose
una fraccidon que era retenida por la matriz, la cual mantuvo actividad inhibitoria de
tripsina (Figura 20). Las fracciones retenidas obtenidas por cromatografia de afinidad
con la columna de tripsina-agarosa mostraron una alta actividad inhibitoria (alrededor
del 95%) y un contenido proteico de 619 ug/ml. Se recolectaron fracciones de 2 ml, a
las cuales se les determind actividad de tripsina con BAPNA y se expresé como
actividad inhibitoria (%) como se mencion6 en materiales y métodos.
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Purificacién por cromatografia de afinidad del inhibidor de tripsina
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Figura 20: Perfil de elucién del inhibidor de la tripsina aislado de papas andinas en la columna
de cromatografia de afinidad equilibrada con 100 mM de tampdn Tris-HCI, pH 7,20. Las
fracciones no retenidas fueron eliminadas de la columna a pH 7,2 en el mismo buffer, en
cambio las fracciones retenidas fueron eluidas con 0.01 M HCI, pH 2,0. La fraccién retenida
obtenida por esta técnica mostrd una alta actividad inhibitoria (96%) y un contenido de proteina
de 619 pg/mL. Fracciones de 2 mL fueron recogidas y en ellas se determind la actividad
inhibitoria de la tripsina con BAPNA, expresadas como actividad inhibitoria (%).

En la Figura 21 se observa una grafica comparativa de las diferentes actividades
inhibitorias de tripsina de las siguientes muestras: EC, TT60, TT70, TT80, TT90 y
fraccion retenida de la afinidad. Se puede observar que la fraccion retenida de la salida
de afinidad mantiene un gran porcentaje de inhibicion sobre tripsina. Tener en cuenta
que la cromatografia de afinidad concentra el inhibidor, por este motivo visualizamos

mayor actividad inhibitoria que en el extracto de siembra original (TT70).
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Figura 21: Comparacion de la actividad inhibitoria porcentual de tripsina de: EC de Imilla
Negra, tratamientos térmicos (TT60, TT70, TT80 y TT90) y la fraccion con actividad inhibitoria
de tripsina (Ret. afin.) proveniente de la cromatografia de afinidad utilizando como muestra en
la siembra el TT70 de Imilla Negra. Los resultados se expresan como actividad inhibitoria % de
tripsina de cada tratamiento en relacion a la actividad de tripsina control sin muestra.

A.12 Caracterizacion proteémica de los IPPs de papas andinas

A.12.1 Confirmacion de la identificacion de IPPs mediante técnicas protedmicas

Huella peptidica: La fraccion retenida de la cromatografia de afinidad fue sometida en

primera instancia, al proceso de digestiéon triptica (ver Metodologia A.11.6.2). A los
péptidos resultantes de la digestidn se les realizé una espectrometria de masas MALDI-
TOF con el fin de obtener la huella peptidica de la proteina. Este proceso es
denominado PMF de su sigla en inglés, Peptide Mass Fingerprinting. A partir del
analisis de la huella peptidica se han identificado diferentes péptidos de los distintos
componentes mayoritarios presentes en el extracto como producto de la digestion
triptica de cada una de las bandas. La Figura 22 muestra el espectro de los productos
de la digestion triptica y la huella peptidica de la banda electroforética.
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Figura 22: Espectro PMF-MALDI-TOF/MS de la fraccion retenida por la cromatografia de
afinidad y tabla que contiene la secuencia de los péptidos que identifican con cada pico de
interés.

A.12.2 Secuenciacion de novo de péptidos internos de la fraccion retenida por la
cromatografia de afinidad, mediante MALDI-TOF-TOF/MS-MS

Esta metodologia consiste en fragmentar por separado cada uno de los péptidos
productos de la digestion triptica (empleando mayor energia que para el MALDI-
TOF/MS) y luego predecir secuencia a partir de las diferencias de masas de cada uno
de los fragmentos generados.

Se fragmentaron 12 péptidos obtenidos de la digestion triptica y luego se analizaron los
fragmentos generados empleando herramientas protedmicas proporcionadas por
programas o] sitios bioinformaticos disponibles en la red.

http://www.matrixscience.com/search form select.html.

Los fragmentos elegidos para la fragmentacién fueron los siguientes: 1139 Da, 1340
Da, 1472 Da, 1599 Da, 1681 Da, 1697 Da, 2040 Da, 2404 Da, 2438 Da, 2477 Da, 2493
Day 2761 Da.

Los analisis de los espectros de masas obtenidos fueron analizados utilizando la
herramienta de busqueda en base de datos “Mascot Database Search”, confirmando
que al menos un nuevo inhibidor de tripsina esta presente en la fraccion retenida de la

cromatografia de afinidad de un TT70 de Imilla Negra. Se pudo identificar un IPP
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serinico de tipo Kunitz de la especie Solanum tuberosum subespecie andigenum de 12
kDa aproximadamente. Los analisis de la fragmentacion de la secuencia y la
secuenciacion de novo mostraron que todos los péptidos secuenciados pertenecen a
diferentes inhibidores de proteasas serinicos de la misma familia. Ninguno de los
inhibidores hallados en bases de datos tiene un 100% de cobertura con las secuencias
encontradas. Se obtuvo una secuencia parcial mediante secuenciacién de novo usando
alineamientos en base de datos NCBI BLAST que hace evidente que el IPP posee un
alto grado de homologia con muchos inhibidores de la misma familia, pero sin
apareamiento completo con ninguno de ellos. Las identificaciones de los 12 fragmentos

con diferentes inhibidores se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Proteinas identificadas por secuenciamiento de novo de los péptidos internos
mediante MALDI-TOF-TOF/MS/MS.

TOF.'TOF TOF-TOF teorico Secuencia peptidica del fragmento
experimental

Fraccién |Fr)1 r:iﬁltgﬁe proteinase | Chymotrypsin

retenida o inhibitor | inhibitor |

partial

m/z m/z F.P. m/z F.P. m/z F.P.

1139,6 1138,6| 47-56 |1138,6| 47-56 R.WPELIGVPTK.L

1343,7 1342,7| 20-31 |1342,7| 26-37 |1342,7| 26-37 K.ESDGPEVIELQK.E

1423,7 1422,8| 45-56 K.QRWPELIGVPTK.L

1424,8 1423,8| 45-56 |1423,8| 45-56 K.ERWPELIGVPTK.L

1471,8 1470,8| 19-31 |1470,8| 25-37 |1470,8| 25-37 R.KESDGPEVIELQK.E

1598,8 1597,9( 86-99 |1597,9|92-105|1597,9|92-105 R.LFDNILGDWWQIPR.V

1680,9 1679,9| 39-53 K.LSWPELIGVPAHYAK.G

24772 2476,3| 59-80 [2476,3| 65-86 |2476,3| 65-86 K.ENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C

2493,2 2492,3| 59-80 [2492,3| 65-86 |2492,3| 65-86 K.ENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C + Oxidation (M)
30185 3017,6| 54-80 |3017.6| 60-86 |3017.6| 60-86 K.GIIEKENSLITNVQILLN((SI\?(F)’;/TMDYR.C+Deamldated
3033,5 3032,6| 54-80 [3032,6| 60-86 [3032,6| 60-86 | K.GIEKENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C + Oxidation (M)
Fraccién proteinase I_:’ro_te_inase _pro_te.inase

: R inhibitor I; inhibitor 1,
retenida inhibitor 1 .
Precursor partial

m/z m/z F.P. m/z F.P. m/z F.P.

1139,6 1138,6| 47-56 |1138,6| 47-56 R.WPELIGVPTK.L

1327,7 1326,7 | 26-37 K.ESDGPEVIQLLK.E

1343,7 1342,7| 26-37 K.ESDGPEVIELQK.E

1408,8 1407,8| 45-56 K.LRWPELIGVPTK.L

1423,8 1422,8| 45-56 K.QRWPELIGVPTK.L

1424,8 1423,8| 45-56 K.ERWPELIGVPTK.L

1471,8 1470,8| 25-37 R.KESDGPEVIELQK.E

1598,8 1597,9(92-105 1597,9(91-104 R.LFDNILGDWVQIPR.V

2404,3 2403,3| 65-86 K.ENSLISNVHILLNGSPVTLDIR.C

2405,3 2404,3| 65-86 K.ENSLISNVHILLNGSPVTLDIR.C + Deamidated (NQ)
2477,2 2476,3| 65-86 2476,2| 64-85 K.ENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C

2493,2 2492,3| 65-86 2492,2| 64-85 K.ENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C + Oxidation (M)
30185 3017.6| 60-86 K.GIIEKENSLITNVQILLNG(SS;/TMDYR.C+Deam|dated
3033,5 3032,6| 60-86 K.GIEKENSLITNVQILLNGSPVTMDYR.C + Oxidation (M)

. roteinase roteinase | chymotrypsin

Fraccion ?nhibitor [ iFr)1hibitor 1 inh}ilbitorr}::ﬁain

TEEE R precursor PPI2C4 D

m/z m/z F.P. m/z F.P. m/z F.P.

1339,7 1338,7| 45-56 |1338,8| 45-56 K.LSWPELIGVPTK.L

1371,7 1370,8| 29-40 K.QNSLITNVQILK.N + Deamidated (NQ)
1598,8 1597,9| 70-83 R.LFDNILGDWWQIPR.V

2040,1 2039,1| 65-83 K.ENSLITNVQILLNGSPVTK.D

2041,1 2040,1| 65-83 K.ENSLITNVQILLNGSPVTK.D + Deamidated (NQ)
2404,3 2403,3| 65-86 K.ENSLISNVHILLNGSPVTLDIR.C

2405,3 2404,3| 65-86 K.ENSLISNVHILLNGSPVTLDIR.C + Deamidated (NQ)

Los histogramas de identificacién correspondientes al PMF-MALDI-TOF/MS y a la
secuenciacion de novo MALDI-TOF-TOF/MS-MS de

cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada a partir del TT70 de Imilla Negra, se

la fraccidon retenida en la

muestran en las Figura 23 ay 23 b.
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Histograma de identificacion PMF-MALDITOF/MS y MALDI-TOF-TOF/MS-MS

Number of Hits
Number of Hits

T —
Al 100 150 200 g a0 120 160 200 240

Protein Score Protein Score

Figura 23: a) Resultados de la identificacion. El score de los iones es -10*Log (P), donde P es
la probabilidad de que el apareamiento observado haya sido un evento al azar. Los scores de
los iones individuales mayores a 58 indican identidad o amplia homologia (p<0,05). b) El score
de las proteinas es -10*Log (P), donde P es la probabilidad de que el apareamiento observado
sea un evento al azar. Los scores de las proteinas mayores a 86 son significantes (p<0,05)
(Obregén, et al. 2011; Yanes, et al. 2005).

A.13 Caracterizacion mediante SDS-PAGE de la fraccion retenida de la

cromatografia de afinidad

Por las técnicas usadas anteriormente se llego a la conclusién de que no hay un unico
inhibidor en la salida de la cromatografia de afinidad, debido a que identifica con mas
de un inhibidor en base de datos. A continuacion, se decidio realizar un gel de SDS-
PAGE para observar el grado de homogeneidad de la fracciéon eluida de la

cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada.
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Figura 24: SDS-PAGE. Calle 1: Polypeptide SDS-PAGE Molecular Weight Standards (BIO-
RAD). Calle 2: EC. Calle 3: TT60. Calle 4: TT70. Calle 5: Retenido de afinidad a partir de TT70
de Imilla Negra.

En la Figura 24, calle 5, se observan dos bandas proteicas de alrededor de 6 kDa y 15
kDa aproximadamente.

Debido a que la fraccién que queda retenida en la cromatografia de afinidad con
tripsina inmovilizada posee actividad inhibitoria de tripsina, se llegd a la conclusion de
que al menos uno o los 2 compuestos serian inhibidores de tripsina.

El perfil electroforético de la fraccion retenida obtenida por cromatografia de afinidad
mostré dos bandas polipeptidicas con masas moleculares aparentes de 6 kDa y 15 kDa
aproximadamente (Figura 24), sugiriendo la posibilidad de un inhibidor de tipo Kunitz
debido al peso molecular encontrado (Fischer et al., 2015; Kansal et al., 2008;
Cleveland et al., 1987).

A.14 Determinacion de la masa molecular mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF

Para la determinacion de la masa molecular, una metodologia con gran resolucion,
exactitud y precision, es la espectrometria de masas MALDI-TOF. Por este motivo, la
fraccion retenida de la cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada fue desalada
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y acidificada con TFA al 0,1% y luego fue sembrada en una placa de MALDI-TOF/MS

para obtener asi, el espectro de masas correspondiente (Figura 25).
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Figura 25: Espectro de MALDI-TOF/MS. Se puede observar en la figura que en la fracciéon
retenida por la tripsina inmovilizada en la cromatografia de afinidad se encuentran 2
compuestos. Uno de 7,6 kDa y otro de 12,5 kDa, aproximadamente. Los demas picos de 3,8
kDa y 6,25 kDa aproximadamente, pertenecen a las mismas moléculas doblemente cargadas
(mitad exacta de la relacién m/z de los péptidos de 7,6 y 12,5 kDa).

Una vez confirmado por SDS-PAGE y por MALDI-TOF/MS que la fraccién retenida de
la cromatografia de afinidad se correspondia con uno o dos IPPs serinicos, se procedio
a continuar con la purificacion de dicha muestra con el fin de caracterizar los
isoinhibidores.

Cabe aclarar que, a partir de este punto, se empezaron a realizar distintos tipos de
estrategias cromatograficas para realizar la separacion y purificacion de los dos
isoinhibidores. Dicha puesta a punto contrajo diversas complicaciones en el
sostenimiento de un buen “stock” de muestra. En esta parte del trabajo acontecieron
problemas técnicos, de conservacion y mantenimiento que hicieron perder parte del
material vegetal original. Ademas, se suma que la puesta a punto con diferentes
técnicas fue agotando, de a poco y en cada paso, aun mas la muestra. Por este motivo
en la seccién siguiente se muestran dos de los procedimientos que mejor funcionaron
que, de tener mas muestra, podrian haber desembocado en la purificaciéon de los

isoinhibidores.
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En primera instancia, se muestra una cromatografia de intercambio anidnico en la cual,
como se observara, se pudo haber logrado la purificacién del isoinhibidor de 12,5 kDa.
En segunda instancia, se muestra una purificacion utilizando una cromatografia liquida
de alta eficacia o “high performance liquid chromatography” (HPLC) y posterior MALDI-
TOF/MS en la cual se pudo haber purificado de manera eficiente el inhibidor de 7,6
kDa.

Tal como se mencionara anteriormente, en ambos casos, no se pudo continuar con

estas investigaciones por agotamiento de la muestra.

A.15 Cromatografia de intercambio aniénico

Como se menciond en el texto anterior, el siguiente paso fue realizar una cromatografia
de intercambio anidénico de la fraccion retenida en la cromatografia de afinidad, pero al
no poder observarse resultado alguno por la escasa cantidad de muestra presente, se
procedi6é a realizar una cromatografia de intercambio aniénico con la muestra TT70 de
Imilla Negra. EI TT70, tal como se observa en la Figura 24, presenta al menos 2 de las
bandas proteicas presentes en la fraccién retenida de la cromatografia de afinidad. Por
este motivo, se sembraron 2 ml de TT70 en la columna de intercambio anidnico y luego
de la corrida se observaron varias fracciones eluidas, la mayor de ellas con un valor
maximo de absorbancia a 280 nm de 0,4 UA aproximadamente (Figura 26). El
gradiente de NaCl utilizado fue de 0 a 1 M, a una velocidad de flujo de 1 mL/min, y el

pH de la corrida fue de 9. El primer pico salié a un 35% del gradiente aplicado.
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Figura 26: Cromatograma correspondiente a la cromatografia de intercambio aniénico con la
muestra TT70 de Imilla Negra. El primer pico retenido mostré buena actividad inhibitoria de
tripsina (60-70%). Los demas no mostraron actividad. Las lineas azules corresponden a la
absorbancia a 280 nm y las lineas verdes a la concentracién de NaCl usada en la elucion. La
primera fraccion retenida salié a una concentracion de NaCl 0,35 M.

Figura 27: SDS PAGE. Calle 1: Polypeptide SDS-PAGE
Molecular Weight Standards (BIO-RAD). Calle 2: Fraccion con
actividad inhibitoria proveniente de la cromatografia de
intercambio anidénico. Calle 3: Fraccion con actividad inhibitoria
de tripsina proveniente de la cromatografia de afinidad utilizando
como muestra en la siembra el TT70 de Imilla Negra.
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En la calle 2 de la Figura 27, se puede apreciar una banda de alrededor de 12 kDa
coincidente con la misma banda del pico retenido de la afinidad observada en la calle 3.
La cromatografia de intercambio idnico, en las condiciones ensayadas, podria servir

para separar parcialmente el isoinhibidor de 12,5 kDa.

A.16 Cromatografia liguida de alta eficacia (HPLC)

La fraccion retenida en la cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada, que
contiene 2 compuestos de aproximadamente 7,6 kDa y 12 kDa (al menos uno con

actividad inhibitoria de proteasas serinicas), fue sometida a una HPLC.

AU

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 2800 3000 32,00 3400 3600 3800 40,00 42,00 44,00 46,00
Minutes

Figura 28: HPLC de la fraccion retenida por cromatografia de afinidad con tripsina
inmovilizada. La linea negra representa la absorbancia medida a 214 nm y la linea azul la
absorbancia medida a 280 nm. La fraccion que va del minuto 24 al minuto 28 fue eluida cuando
el gradiente alcanzé el 50% de acetonitrilo y presenta un maximo de absorbancia de 0,24 UA a
214 nm.

Se puede observar claramente en la Figura 28 que no se cuenta con suficiente
cantidad de muestra luego de la elucién de la columna luego de la HPLC.
Los picos obtenidos por HPLC fueron sometidos a MALDI-TOF/MS para evaluar sus

masas moleculares. Debido a la escasa cantidad de muestra que se obtuvo en esta
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ultima etapa de trabajo, s6lo se pudo encontrar en los picos de HPLC un compuesto de
7,4 kDa (Figura 29), que quizas se corresponda con uno de los compuestos que en el
pico retenido de la cromatografia de afinidad que tenia una masa molecular de 7,6 kDa.
La fraccion del HPLC correspondiente a la masa de 7,4 kDa es la primera fraccion
retenida por la columna (que va del minuto 24 al minuto 28). La elucion del HPLC se
llevo a cabo con un gradiente de acetonitrilo/agua, que fue de 0 a 100% de acetonitrilo,
con una velocidad de 1mi/min. La fraccion retenida de este compuesto salié de la

columna cuando se alcanzé el 50% de acetonitrilo.

10

>
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Figura 29: Espectro de MALDI-TOF/MS de la fraccion retenida (50% ACN, 0,24 UA a 214 nm.)
en la columna C4 en el proceso de HPLC. Se puede observar que solo se obtiene un péptido
de 7,4 kDa.

A continuacién, y para aprovechar toda la informacion adquirida mediante los ensayos
protedmicos de PMF-MALDI-TOF/MS y a la secuenciacion de novo MALDI-TOF-
TOF/MS-MS, se intentd obtener una secuencia consenso de uno de los dos inhibidores
de serin protesas, con la finalidad de construir cebadores para una futura clonacién y
expresion heterdloga con el fin de disponer de suficiente cantidad de IPP puro para

realizar los ensayos microbioldgicos propuestos en los objetivos de este trabajo.
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A.17 Alineamiento multiple de las secuencias que identifican con los compuestos

de la fraccidén retenida en la cromatografia de afinidad

Se procedié a analizar, mediante alineamiento multiple, la posible secuencia de alguno
de los péptidos identificados por las técnicas protedmicas utilizadas anteriormente. El
analisis se realizd con las 9 secuencias con mayor score en la identificacién. Para
poder obtener los resultados, se utiizaron las herramientas bioinformaticas de libre

acceso ClustalOmega y Genedoc (Figura 30).

* 20 * 40
gi| 930365 : =====- HIIVFFLLATSFETLLARKESDGPEVIELGKEF ECNGIlld 4 : 53
gi|225840| EK¥ HI IVFFLLATSFETLLARKESDGPEVIELGKEF ECNidaly WWPELIGVPTKLAKEH 59
gi|124130] K HI IVFFLLATSFETLLARKESDGPEVIELCKEF ECNGilaly WWPELIGVPTKLAKEH 59
gi|169493| K HI IVFFLLATSFETLLARKESDGPEVIELCKEF ECNGilaly WWPELIGVPTKLAKEH 59
gi|266330]| WK HI IVEFLLATSFETLMARKESDGPEVIQLIRKEF QCISkalaly WWPELIGVPTKLAKEH 59
(e p R IR LT by B A K 2 \HI IVEFLLATSFET LLARKESDGPEVI ELIPKE F E CNEElty PELIGVPTKLAKEN 58
gi| 7392083 : S C‘HIIVFFLLATSFETLMAEKESDGFEVIELLKEFECK———— PELIGVPTKLAKEN 59
gi| 7077953 : S FSHIIVFFLLATSFETLMARKESvGFEVIELLKEFQCN———— PELIGVPTKLAKEN 59
gi|282973| @ —————mmmmmm e e KE F'E CNigtalaly PELIGVPTKLAKEN 23
e k hiivffllatsfetl arkesdgpevi 1 KEF2Cn GK WPELIGVPtklAK
* 80 * 100 * 120
gi| 930365 : [ca@ae YRR e bl fe )ty — — —— — — ———— ———— : 101
gi | 225840 : [ex@@e YRR e bl ley Y - — — — — — ———— ———— : 107
gi 124130 : [ex@@e )R pbe bl ley iy — — —— — - ———— ———— : 107
CENE R NG T TEKENSLITNVO I LLNGS PV T ittt bbbt IDYRENRVRLFDNIL : 107
gi|266330]| : GIIEKENSLISNVEILLNGSPVT —————————————— LDERCDRVRLFDNIL : 107
gi|l69542]| : EIIEKENSLINNVQILLNGSPVT —————————————— IMDYRCNRVRLEFDNIL : 106
gi|73%2093 : GIIEKQNSLISNVEILLNGSPVT —————————————— LDERCDRVRLFDNIL A : 107
gi | 7077953 : EpESe M dhe bl fle ) Qg — — —— —————————— DFECIEFVFLITF ——————— : 100
CENPeAc s ic  IEENC T IEKQNSLITNVQILIWNGSP VT kg Re)tiravinkg avaieMD YRCNRVRLEDNI L REA : 85
gIIEKZ2NSLI NVgQIL1INGSPVT D re rvrlfdnilg évgip v

Figura 30: Alineamiento multiple de secuencias con las que identifica uno de los compuestos
de la fraccién retenida en la cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada. Se utilizaron
los softwares ClustalOmega y GeneDoc.

Del analisis del alineamiento de secuencias de los diferentes fragmentos digeridos de
la fraccion retenida en la cromatografia de afinidad (en rojo) e identificados mediante la
herramienta MALDI-TOF-TOF/MS-MS, una secuencia consenso completa es propuesta
para un nuevo inhibidor de serin proteasas aislado de papas andinas variedad Imilla
Negra identificado con herramientas protedmicas. Como se puede observar mas abajo
marcado en rojo, se llegé a secuenciar un 40% de la secuencia aminoacidica de la

secuencia consenso para la proteina madura.

MESKFAHIIVFLLATSFETLLARKESDGPEVIELLKEFECNSWCKGKLSWPELIGVPAH
YAKGIIEKENSLISNVHILLNGSPVTLDIRGNVVDIPVVGMDYRCNRVRLFDNILGDVVQ
IPRVA
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En amarillo se puede ver la secuencia sefal de la proteina, en turquesa la region del
propéptido, y quedando el resto como la proteina madura. Utilizando la herramienta
bioinformatica de Expasy “Compute pl/Mw tool” (http://web.expasy.org/compute_pi/), se
pudo observar que este inhibidor (la secuencia de la proteina madura) tendria un peso
molecular de 994457 Da y un pl de 6.91. En lo que respecta a su forma de
preproproteina (124 aminoacidos, desde la secuencia del péptido sefial), su peso
molecular es de 13875,19 Da y su pl de 5,57; y en lo que respecta a su forma de
proproteina (102 aminoacidos), su peso molecular es de 11411,23 Da y su pl de 5,64.

Esta secuencia sera la base para el disefio de cebadores de la seccion siguiente. Este
diseio se basd en que los cebadores contengan secuencias reales, obtenidas
mediante la informacion adquirida de las técnicas protedmicas y ademas, también se
decidié utilizar la informacion adquirida respecto a las secuencias tedricas obtenidas

del alineamiento multiple (Tabla 4 y Figura 30).
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PARTE B
CLONADO Y EXPRESION DE IPPS DE PAPA ANDINA

Tal como se manifesto en la seccion Material Vegetal, la seleccion del material elegido
para el clonado y expresidon estuvo fundamentada en la eleccion de una variedad que
tenga caracteristicas macroscoépicas similares a Imilla Negra, la cual no pudo seguir
caracterizandose por agotamiento de la muestra. Por este motivo esta parte del trabajo
se realizé usando cultivos in vitro a través de la generacién de “vitroplantas” para
conservacion de la variedad a estudiar. Para ello se utilizaron la variedad Overa y
también la variedad Chacarera con el fin de adicionar mas informacién al estudio.

En esta seccion, el ADNc obtenido a partir del ARNm que codifica para el inhibidor
completo de las variedades Overa y Chacarera en sus formas de preproinhibidores, fue
ligado al vector pNZY28 y posteriormente clonado en E. coli NZY Star.

Finalmente, solo se subclond el preproinhibidor de la variedad Overa conteniendo el
péptido senal en el vector de expresion pHTP1, y se expreso el mismo en Escherichia
coli BL 21.

B.1 Extraccion del ARN total

A partir de plantas de Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Overa y
variedad Chacarera provenientes de cultivo in vitro, se aisl6 el ARN total.
Aproximadamente 100 mg de planta fueron triturados y el ARN eluido de las
microcolumnas que contienen las membranas de silice, se cuantifico por absorbancia a

260 nm y su integridad se evalué en gel de agarosa 2% (p/v).

B.2 Sintesis de la doble cadena hibrida ARN-ADNc

Se sintetizé la primera cadena de ADN complementaria al ARNm por reaccion de
retrotranscripcion utilizando los primers oligo-p(dT)15 y como molde, aproximadamente
1,2 ug del ARN total previamente obtenido y desnaturalizado a 65 °C durante 15 min

seguido de una incubacion de 5 min en hielo.
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B.3 Amplificacion de las secuencias codificantes para los IPPs

Para la amplificacion por PCR se utiliz6 como molde, cADN del transcripto del inhibidor
de serin proteasa de Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Overa y
variedad Chacarera. Los productos de dicha amplificacién, analizados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, se muestran en la Figura 31. El tamafio de
cada banda corresponde, en todos los casos, al esperado para la secuencia codificante
para cada IPP maduro, cercano a los 300 pares de bases. Se utilizaron los cebadores

Falineamiento (Forward) y Rev2 (Reverse) (ver en Metodologia la Tabla 9).

12896 BB
3949 BB

2036 pb
1636 pb

1018 pb

mn

506,5 pb

349 BB

298 pb

269 BB

Figura 31: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados por PCR
utilizando primers especificos para la secuencia codificante para el IPP serinico maduro de la
variedad Overa (calle 2) y la variedad Chacarera (calle 3). Las bandas sefaladas en rojo
corresponden a los ADNc amplificados con el peso esperado. Calle 1: Marcador Tracklt 1kb
DNA ladder (Invitrogen) (10 uL). Calle 4: GRS Ladder 100 pb (Grisp) (8 uL).

Se cortaron las bandas del tamafo molecular esperado (300pb) del gel de agarosa,
para cada variedad, se purificaron los productos de amplificacion y cada producto se
ligd al vector de clonado pNZY28.
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B.4 Ligacion de las secuencias amplificadas en el vector pNZY28

Los productos de amplificacion de 300 pb purificados del gel de electroforesis de cada
variedad se ligaron al plasmido pNZY28 (Figura 47 de Metodologia) y se transformaron
en la cepa E.coli NZYStar (Genotipo de las células competentes: endA1 hsdR17 (r.
Mk+) SUPE44 thi -1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F" proA"B* lacl®ZAM15 :Tn10(Tc%)]).

A continuacion, se realizé un screening de las colonias transformadas con la finalidad
de confirmar las colonias blancas que eran recombinantes. Para ello, se realizé un
cultivo de las colonias transformadas con posterior purificacion de los plasmidos
mediante miniprep (ver Metodologia seccion B.1.11). Para la confirmacion de la
insercion de la secuencia de interés, se utilizaron primers especificos para dos
secuencias reconocidas en el vector; cada una aproximadamente 75 pb cuesta abajo y
75 pb cuesta arriba de la secuencia insertada.

En la Figura 32 se muestra la banda del fragmento correspondiente a la secuencia
codificante para cada IPP maduro (300 pb aproximadamente) ligada a las secuencias
del plasmido (150 pb aproximadamente) obtenidas por PCR. La banda del carril 4
corresponde a la variedad Overa y la banda del carril 5 corresponde a la variedad

Chacarera.

1018 pb

506,5 pb

349 BB

298 pb

561 BB
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Figura 32: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del screening de colonias transformadas con
el plasmido pNZY28. Calle 1: Marcador Tracklt 1kb DNA ladder (Invitrogen) (10 uL). Calle 2: No
se sembré. Calle 3: Control de la PCR (sin muestra). Calle 4: chPTI dentro del plasmido
pNZY28. Calle 5: oPTI dentro del plasmido pNZY28. Calle 6: Control de la ligacién con inserto
control de 700 pb. Calle 7: GRS Ladder 100 pb (Grisp) (8 uL).

B.5 Secuenciacion de los productos de amplificacion contenidos en el plasmido

PNZY28

Una vez obtenidas las bandas del peso molecular esperado, se enviaron los productos
de PCR a secuenciar (ver Metodologia la seccion B.1.12), para confirmar su identidad.
La secuenciacion obtenida por el método de Sanger, utilizando los cebadores T7
promoter sequencing primer (Forward) y pUC/M13 Primer, Forward (24mer) (Reverse)
(ver en Metodologia la Tabla 6), demostr6 mediante busqueda en base de datos
utilizando la herramienta bioinformatica BLASTN que se habia clonado correctamente
la secuencia codificante para un IPP maduro de la variedad Overa y de la variedad
Chacarera en el plasmido pNZY28.

En la Figura 33 se muestra la secuencia aminoacidica deducida de la secuencia
nucleotidica obtenida por secuenciacion de la variedad Overa que coincide con la
secuencia esperada para un IPP serinico. Dicha molécula, que denominaremos de
ahora en adelante, oPTI, consiste en 71 aminoacidos. Se utilizé la herramienta

bioinformatica de Expasy “Compute pl/Mw tool” (http://web.expasy.org/compute pi/), y

los siguientes parametros fisicoquimicos tedricos fueron observados para el oPTI
maduro: peso molecular de 7868,17 Da y punto isoeléctrico de 8,01. En lo que respecta
a su forma de preproproteina (107 aminoacidos, desde la secuencia del péptido senal),
su peso molecular es de 11960,93 Da y su pl de 5,63; y en lo que respecta a su forma

de proproteina (84 aminoacidos), su peso molecular es de 9349,80 Da y su pl de 5,77.

1 CGCCAGGGTTTTCCC
1
76 ATGGAGTCAAAGTTT
26 M E S K F
151 GAAAGTGATGGACCA
51 E § D G P
226 ATTGGTGTACCAGCA
76 T G V P A
301 CTGAATGGTTCTCCA
101'L N G S P
376 GTACAAATTCCTAGG
126 V. @ I P R

AGTCACGACGTTGTA

GCTCACATCATTGTT
A H I I V
GAAGTCATAGAACTT
E v I E L
CATTATGCTAAGGGA
H Y A K G
GTCACAATGGATTAT
v T M D Y
GTGGCAATCCATATG

V. A

AAACGACGGCCAGTG

TTCTTTCTTCTTGCA
F F L L A
CAAAAGGAATTTGAA
Q K E F E
ATAATTTAGAAGGAA
I I * K E
CGTTGTAATCGAGTT
R C N R V
ACTAGTGGATCCTCT

AATTCGAGCTCGGTA

ACCTCCTTTGAAACT
T S F E T
TGCAATGGAAAACTA
C N G K L
AATTCACTCATAACT
N S L I T
CGTCTTTTTGATAAC
R L F D N
AGAGTCGACCCGCCA

CCCGGGGATCCGATT

CTCTTGGCACGAAAA
L L A R K
AGCTGGCCAGAACTT
S W P E L
AATGTTCAGATACTA
N vV Q0 I L
ATTTTGGGTGATGTT
I L G D V

GATCAC
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Figura 33: Arriba: Secuencia nucleotidica del oPTI de la variedad Overa clonado dentro del
vector pNZY28. Se muestra subrayado el codén de la Metionina de iniciacion del vector y se
resalta: en verde; la porcion correspondiente al vector; en gris claro, la secuencia codificante
para el oPTlI maduro. Abajo: Secuencia aminoacidica del oPTl deducida a partir de la
secuencia nucleotidica. Resaltada en gris, se muestra la secuencia del oPTl maduro; resaltado
en amarillo se encuentra el péptido sefal para liberar al oPTI maduro al espacio extracelular;
en turquesa y gris, la region del propéptido; en rojo, las cisteinas que forman enlace disulfuro.

En la Figura 34 se muestra la secuencia aminoacidica deducida de la secuencia
nucleotidica de la variedad Chacarera. A dicha molécula la denominaremos de ahora
en adelante chPTIl. Esta molécula también posee 71 aminoacidos. Utilizando la
herramienta bioinformatica de Expasy “Compute pl/Mw tool’

(http://web.expasy.org/compute pi/), los parametros fisicoquimicos teoricos del chPTI

maduro son: peso molecular de 8042,37 Da y punto isoeléctrico de 8,76. En lo que
respecta a su forma de preproproteina (107 aminoacidos, desde la secuencia del
péptido sefal), su peso molecular es de 12163,19 Da y su pl de 6,58. Y en lo que
respecta a su forma de proproteina (84 aminoacidos), su peso molecular es de 9552,05
Day su pl de 7,99.

1 CGCCAGGGTTTTCCC AGTCACGACGTTGTA AAACGACGGCCAGTG AATTCGAGCTCGGTA CCCGGGGATCCGATT
1
76 ATGGAGTCAAAGTTT GCTCACATCATTGTT TTCTTTCTTCTTGCA ACTTCCTTTGAAACT CTCTTGGCACGAAAA
26lM E S K F A H I I V F F L L A T S F E T L L A R K
151 GAAAGTGATGGACCA GAAGTCATAGAACTT CGAAAGGAATTTGAA TGCAATGGAAAACAA AGGTGGTCAGAACTT
51 E s D G P E v I E L R K E F E C N G K Q R W S E L
226 ATTGGTGTACCAACA AAGCTTGCTAAGGGG ATAATTGAGAAGGAA AATTCACTCATAACT AATGTTCAGATACTA
7 I G V P T K L A K G I I E K E N S L I T N Vv Q0 I L
301 CTGAATGGTTCTCCA GTCACAATGGATTAT CGTTGTAATCGAGTT CGTCTTTTTGATAAC ATTTTGGGTGATGTT
101/L N G S P v T M D Y R C N R V R L F D N I L G D V
376 GTACAAATTCCTAGG GTGGCAATCCATATG ACTAGTGGATCCTCT AGAGTCGAC
126 V. ¢ I P R vV A

Figura 34: Arriba: Secuencia nucleotidica del chPTI de la variedad Chacarera clonado dentro
del vector pNZY28. Se muestra subrayado el codon de la Metionina de iniciacion del vector y
se resalta: en verde; la porcién correspondiente al vector; en gris claro, la secuencia codificante
para el chPTl maduro. Abajo: Secuencia aminoacidica del chPTl deducida a partir de la
secuencia nucleotidica. Resaltada en gris, se muestra la secuencia del chPTlI maduro;
resaltado en amarillo se encuentra el péptido sefial para liberar al chPTI al espacio extracelular;
en turquesa y gris, la region del propéptido; en rojo, las cisteinas que forman enlace disulfuro.

En la Figura 35 se muestra el alineamiento de las secuencias de inhibidores clonadas
(oPTIl y chPTI) con la secuencia consenso obtenido por analisis proteémico (MALDI-
TOF/TOF y PMF-MALDI/TOF) del inPTlI, inhibidor caracterizado y purificado de la
variedad Imilla Negra (ver seccion A de Resultados). Se observa un 97,14% de
identidad de inPTl con oPTIl y un 91,51% de identidad con chPTIl. Y un 93,40% de
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identidad entre oPTl y chPTI. Se utilizd6 la herramienta bioinformatica MUSCLE

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) para poder realizar el analisis de identidad

anteriormente mostrado.

Se puede concluir que a pesar de no tener un 100% de identidad con el inPTlI, tanto
oPTl como chPTI, la eleccion de las variedades Overa y Chacarera, como
reemplazantes de Imilla Negra para la continuaciéon de los estudios de inhibidores de
serin proteasas no fue desacertada.

Utilizando la  herramienta  bioinformatica @ SCRATCH  Protein  Predictor
(http://www.ics.uci.edu/~baldig/scratch/) para predecir la formacién de los puentes
disulfuros, se pudo establecer que oPTI forma 1 puente disulfuro entre la cisteina 41 y
la cisteina 87. El mismo resultado fue observado para chPTI (Cys 41-Cys 87).

Estos inhibidores tienen caracteristicas similares a un tipo de inhibidor denominado,
inhibidor de proteasas serinicas de tipo | (Cleveland, 1987), muy similares a los
inhibidores de tipo Kunitz.

Otro dato obtenido por el mismo programa predice la solubilidad de la proteina en agua
una vez sobreexpresada. Los resultados obtenidos predicen un valor de solubilidad en

agua de 80,2% para el oPTl y un valor de 65,7% para el chPTI.

* 20 * 40 * 60
ARV SKFAHT IVFgLLATSFETLLARKESDGPEVIELKEFECNSU®YGKESWEELIGVPARYAKGT 64
(o) M SKEAHTI IVEELLATSFETLLARKESDGPEVIEL®KEFECNGEEEgGKIESWRELIGVPARYAKGT 6l
()N SKFAHI IVEELLATSFETLLARKESDGPEVIELIKEFE C Nt GKOIRWEELIGVPINRAKGT 6l
MESKFAHIIVFfLLATSFETLLARKESDGPEVIEL KEFECN GK1sWpELIGVPahyAKGI
* 80 * 100 * 120
AR T EKENSLI SNV I LLNGS PV TinsiseaAusig=aaye DYRCNRVRLEDNI LGDVVQIPRV. 124
oPTI : IHKENSLITNVQILLNGSPVT —————————————— MDYRCNRVRLFEDNILGDVVQIPRVA RS
chPTI : MSHNEIRRNNY ORIl — — — — —————————— MDYRCNRVRLEDNILGDVVQIPRVARHENRN

IeKENSLI3NVgILLNGSPVT MDYRCNRVRLEFDNILGDVVQIPRVA

Figura 35: Alineamiento multiple de las secuencias clonadas de la variedad Chacarera (chPT]I),
la variedad Overa (oPTI) y la secuencia consenso anteriormente formulada perteneciente a la
variedad de Imilla Negra (inPTI). Se utilizaron los softwares ClustalOmega y GeneDoc.

B.6 Clonado del oPTI en el vector de expresion pHTP1

A fin de expresar el oPTI en el sistema de clonado y expresion NZYEasy (ver Figura
46, en la seccién B.2.1 Metodologia) se procedié a la técnica de clonado direccional
mediante el agregado de secuencias nucleotidicas que formen “5’ overhangs” simple
hebra en Ila secuencia codificante para el oPTI, con primers disefados

especificamente.
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El fragmento del oPTl se “levantd” del plasmido pNZY28 mediante PCR utilizando
primers especificos (ver en Metodologia la Tabla 11) con secuencias adicionales
simple hebra en cada region 5° de manera de tal de crear fragmentos de PCR con los
respectivos 5’ overhangs que el sistema precisaba para la ligacion con el vector
pHTP1.

El producto de la PCR se corrié en una electroforesis en un gel de agarosa al 2%
(Figura 36). Se observa una banda cercana a los 300 pb, del tamafo esperado para el
oPTI. La banda correspondiente al inserto se extrajo del gel y se ligé al vector de

expresion pHTP1 (ver en Metodologia la seccion B.2.1).

E ]

7638 B

1018 pb 1500 pb
506,5 pb
396 pb
388 BB 300 pb
281 BB 200 pb
100 pb

Figura 36: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR con los nuevos primers
especificos para fabricar los 5" overhangs necesarios para clonar en el plasmido pHTP1. El
analisis indica que las muestras sembradas en los carriles 1 y 5 corresponden a los patrones
moleculares Tracklt 1kb DNA ladder (Invitrogen) (10 uL) y GRS Ladder 100 pb (Grisp) (8 ulL)
respectivamente. Las colonias recombinantes con el respectivo gen del inhibidor maduro de
cada variedad corresponden a los carriles 3 y 4. En el carril 2 se sembré una alicuota del
control de la PCR sin muestra alguna.

Con el producto de esta ligacion, se transformaron E. coli competentes de la cepa BL21

(DE3). Con la finalidad de confirmar la presencia del inserto en estos plasmidos, se
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realizd una amplificacion por PCR de minipreparados obtenidos a partir de colonias
recombinantes, utilizando los cebadores T7 promoter primer (Forward) y T7 terminator
primer (Reverse), cuyas secuencias rodean el sitio de clonado multiple, corriente arriba
y corriente abajo, respectivamente (ver en Metodologia la Tabla 12), dentro de la
secuencia del plasmido pHTP1. Los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%; en la Figura 37 se muestra el producto de una

de estas reacciones.

Figura 37: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del screening rapido de colonias E.coli BL21
(DE3), transformadas con el plasmido pHTP1 conteniendo el gen del oPTI, mediante
reacciones de PCR con cebadores que hibridan con segmentos del plasmido. El analisis indica
que las muestras sembradas en los carriles 1 y 7 corresponden a los patrones moleculares
Tracklt 1kb DNA ladder (Invitrogen) (10 uL) y GRS Ladder 100 pb (Grisp) (8 ul)
respectivamente. Las colonias recombinantes con el inserto control corresponden a los carriles
3y 4. Enlos carriles 5y 6 se sembré una alicuota del plasmido recombinante de clones con el
inserto con la secuencia que codifica para la expresién del oPTI maduro. En el carril 2 se
sembro el control negativo de la PCR sin muestra alguna.

En los carriles 3 y 4 se observan las bandas de 800 pb correspondientes a los clones
con el inserto control dentro del plasmido, en tanto en los carriles 5 y 6 se observan los
insertos correspondientes a los clones con las secuencias que codifican para el oPTI

con un tamafo aproximado a los 600 pares de bases aproximadamente, coincidiendo
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asi con el tamafno esperado para la secuencia codificante para el oPTI (300 pb)
teniendo en cuenta ademas la secuencia del vector por fuera del gen de interés (290
pb, aproximadamente), indicando que estos plasmidos eran recombinantes. Se puede

observar lo anteriormente mencionado en el esquema de la Figura 38.

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTG
TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGC

GGCCCTCAGCAAGGGCTGAGGATGGAGTCAAAGTTTGCTCACATCATTGTTTTCTTTCTTC
TTGCAACCTCCTTTGAAACTCTCTTGGCACGAAAAGAAAGTGATGGACCAGAAGTCATAGA
ACTTCAAAAGGAATTTGAATGCAATGGAAAACTAAGCTGGCCAGAACTTATTGGTGTACCA

TTTTGGCTGATGTTGTACAAATTCCTAGGGTGGCTGACCTCAGCTTCCGCTGACCTCAGCT
TCCGCTGAGGTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACT

GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAG

CAATAACTAGCATAACC

Figura 38: En la figura se pueden ver las secuencias de los cebadores (sombreados en gris)
utilizados en la PCR, que se encuentran dentro de la secuencia nucleotidica del plasmido
pHTP1 (sombreado en turquesa). Sombreado en amarillo se pueden apreciar las secuencias 5’
overhangs ahadidas a la secuencia de ADN que codifica para el oPTl en su forma de
preproinhibidor (sombreado en verde).

B.7 Produccion y analisis del oPTI

B.7.1 Expresion del oPTI

Se transformaron bacterias de E. coli de la cepa BL21 (DE3) con el plasmido
recombinante pHTP1 y se indujo la expresién del oPTI cultivando las colonias
transformadas en presencia de IPTG (ver en Metodologia la secciéon B.2.2). Se analizé
por SDS-PAGE el perfil de proteinas de las células transformadas, después de la

induccion de la expresion del oPTI (Figura 39).
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66 kDa

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa
14,2 kDa

6,5 kDa

Figura 39: Analisis por SDS-PAGE al 16% del sobrenadante de cultivos de E.coli de la cepa
BL21 transformadas con el plasmido pHTP1 conteniendo la secuencia codificante para el oPTI.
Se mezclaron 20 yL de muestra concentrada en tubos AMICON 10K, con 5 pyL de buffer de
muestra 6X y 1 uL de B-mercaptoetanol. Luego se hirvieron durante 5 minutos y 15 L de la
solucion resultante se sembraron en cada carril. Carriles: 1) SIGMA marker low ranger (6,5-66
kDa). 2) 15 pL de la fraccién retenida por el tubo AMICON 10K del sobrenadante de la
expresion, con B-mercaptoetanol. 3) 15 pL de la fraccion no retenida por el tubo AMICON 10K
del sobrenadante de la expresion, sin B-mercaptoetanol. 4) 15 uL de la fraccion retenida por
tubo AMICON 10K del sobrenadante de la expresion, sin p-mercaptoetanol. Se sefiala con
flechas rojas la presencia en el gel del oPTI.

Se puede apreciar en la Figura 39 que se pudo expresar el oPTl en forma de
preproinhibidor. Se llega a esta conclusion debido al peso molecular apreciado en el gel
de SDS-PAGE. Al parecer no se pudo procesar fuera de la bacteria con ninguna
proteasa y por lo tanto se obtendria un peso de 12 kDa sumado a la secuencia
agregada por el vector en el N-terminal, la cual incluye la cola de histidinas (2100 Da
aproximadamente); dando como resultado aproximado 14100 Da. Hay que tener en
cuenta que los SDS-PAGE no son métodos totalmente exactos para el célculo de la
masa molecular de proteinas. Para justificar esto deberia analizarse a futuro con

alguna técnica protedmica o se secuenciacion proteica.
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Ademas, se probo6 sobreexpresar el oPTl en casi las mismas condiciones de cultivo,
pero soélo haciendo una pequefia modificacidon; que fue modificar la temperatura a 25°C

luego del agregado de IPTG a los 500 mL de cultivo (Figura 40).
B.7.2 Purificacion del oPTI

En primera instancia, se realizé una dilucion del sobrenadante de la expresion del oPTI
(1/10). Luego, se intentd purificar parcialmente el oPTI realizando tratamientos térmicos
de 60°C (TTe60) y 70°C (TT70) durante una hora a la dilucibn anteriormente
mencionada. Esto se hizo pensando en la resistencia a altas temperaturas que poseen
los inhibidores debido a su estructura compacta y pequeno tamafo. Gracias a esta
estrategia, se pudo observar mediante posterior analisis por SDS-PAGE, que los
sobrenadantes resultantes correspondientes a los diferentes tratamientos mostraron
una marcada purificacion de la muestra debido a que en el extracto se pudieron
separar las proteinas del medio que eran termolabiles. El gel de SDS-PAGE puede

observarse en la Figura 40.

66 kDa

36 kDa

29kDa
24 kDa

20kDa

14,2 kDa

6,5kDa

Figura 40: Analisis por SDS-PAGE al 16% de la purificacion del oPTI mediante diferentes
tramientos térmicos. Carriles: 1) SIGMA marker low ranger (6,5-66 kDa); 2) TT60; 3) TT70; 4)
Fraccion retenida del AMICON 10 K del oPTI expresado a 25°C. Se sembraron 10 uL de cada
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muestra. Se corri6 a 80 volts durante 90 minutos. El buffer de muestra contenia -
mercaptoetanol. Se senala con flechas rojas la presencia en el gel del oPTI.

Pese a la distorsion de la corrida, en el gel de la Figura 40 se observa una banda que
corresponderia al oPTI, en los carriles 2 al 4 (sefalados con una flecha roja) que
contienen alicuotas de las fracciones TT60, TT70 y la fraccion retenida por el AMICON
10 K del oPTI expresado a 25°C.

Se puede llegar a la conclusion que claramente no fue mejor la expresion a 25°C del

oPTI, comparada con la expresion del mismo a 37°C.
B.7.3 Ensayo de inhibicion del oPTI frente a tripsina

La actividad inhibitoria del inhibidor de proteasa fue testeado in vitro contra tripsina. El
sobrenadante de la expresion del oPTI, concentrado en los tubos AMICON 10K hasta
llegar a una concentracion de 2 mg/mL, demostro actividad inhibitoria. Los tratamientos
térmicos (TT60 y TT70) no demostraron inhibicion, tal vez debido a que sdélo hay poca
cantidad de inhibidor en ellos. Mas adelante se podria evaluar la actividad de los
tratamientos térmicos sin diluir, esto fue debido a que no se contdé con suficiente

cantidad de muestra.
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PARTE C
ANALISIS DE EXPRESION DE GENES DE INHIBIDORES DE
PROTEASAS IN VIVO EN PLANTAS DE PAPAS

Tal como se nombrara en la seccién introductoria sobre el analisis de la expresién de
genes de IPPs, la evidencia actual sugiere que dicha produccion ocurre mediante la
ruta de los octadenanoides, que catalizan la ruptura del acido linoleico y la formacion
del acido jasmonico, induciendo éste la expresion de los IPPs. Todos estos
descubrimientos indican que las plantas se defienden por si mismas, induciendo
directamente la expresion de compuestos, como los IPPs, ante el ataque de agentes
patdogenos. Una defensa efectiva de las plantas contra las pestes depende casi
criticamente de la eficacia de los efectores que median la resistencia (Purushottam et
al., 2012). Los IPPs no son los unicos compuestos que se liberan en defensa de la
planta frente a estrés abidtico y/o bidtico, también hay, drogas pleiotropicas, AJs, ABA,
AS, ET, MEJA, defensinas, entre otras. En nuestro caso y con la finalidad de verificar
los niveles de expresion de genes de IPPs frentes a diferentes situaciones de estrés
abidtico se realizd un analisis de expresion de genes de IPPs in vivo en vitroplantas de
Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Overa.

Debido a que estos ensayos fueron preliminares, se debe ajustar la técnica para
realizar mejores controles correspondientes al gen de referencia debido a que dichos
genes no mostraron la misma cantidad de expresion en los diferentes tratamientos
efectuados a las vitroplantas. Ademas se debe ajustar el numero de vitroplantas por
cada tratamiento (minimo 3). Sin embargo, se pudo observar que claramente hay una
sobreexpresion del gen correspondiente a un inhibidor de proteasa serinica (Figura 41
A y B) cuando la planta es sometida a estrés (en este caso adicionando MeJA y viendo
el efecto luego de 48 hs).

En la Figura 41 A se observa los niveles de expresién de un gen de referencia (actina)
para todas las condiciones, mostrando un nivel basal de expresion en casi todos los
casos. A la derecha del mismo grafico de la Figura 41 A, se observa una elevada
sobreexpresion de genes de IPPs (sometidos a MeJA) en comparacion con los otros
tratamientos realizados.

En la Figura 41 B se observa la expresion de otro gen que codifica para una proteina

ribosomal (18 S). La cuantificacion relativa de los valores de expresion del gen de
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referencia 18 S mostrd niveles aumentados en los tratamientos 2, 11 y 12. A la derecha

de dicha figura se observa la sobreexpresion de IPPs en las mismas condiciones.

Muestra 1: Control 0 hs sin tratamiento.

Muestra 2: Disolvente de Metil Jasmonato (MEJA) por 24 hs.

Muestra 4: MEJA por 24 hs.

Muestra 6: Agujas descartables originando heridas en las hojas por 24 hs.
Muestra 7: Tratamiento 2 y 6.

Muestra 8: Agujas descartables originando heridas en las hojas y MEJA por 24 hs.
Muestra 9: Disolvente de MEJA por 48 hs.

Muestra 10: MEJA por 48 hs.

Muestra 11: Agujas descartables originando heridas en las hojas por 48 hs.
Muestra 12: Tratamiento 9y 11

Muestra 13: Tratamiento 10y 11.

Todos los resultados correspondientes a la expresion de genes fueron relativizados
respecto a la muestra 1 (control sin tratamiento alguno). La expresion de ambos genes
en lo que respecta a la muestra 10 (correspondiente a la planta expuesta a MeJA y
analizada 48 hs después) es claramente mayor, entre 2,6 veces mas que la muestra
control para el gen del inhibidor (Figura 41 A).

En la Figura 41 B, la expresion del gen de la proteina ribosomal del ARN 18 S en las
muestras 2, 11 y 12 son claramente mayor que el mismo gen en la muestra 10. La
expresion del gen que codifica para el inhibidor de proteasas serinicas es el doble,
comparando con la muestra control sin tratamiento alguno. Los numeros anteriormente

mencionados se pueden apreciar en las Tablas 5y 6.
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Figura 41: Resultados de la gqPCR. A) Se observa una mayor expresién de genes de IPPs en
la muestra 10, comparado con la expresion del gen de actina en la misma muestra. B) En éste
grafico, la expresién del gen de referencia de la proteina ribosomal 18S mostrd niveles
aumentados en los tratamientos 2, 11 y 12, pero se observa mayor expresiéon también en los
genes de IPPs de la muestra 10.

En las abscisas se pueden observar las 11 diferentes muestras con distintos
tratamientos cada una respecto a los genes de referencia (actina y la proteina del ARN
18S). En las ordenadas se puede observar la cantidad relativa respecto a la muestra 1

(control sin tratamiento alguno).
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Tabla 5: En rojo se muestra la sobreexpresion del gen que dié6 una diferencia
significativa respecto a la expresion del mismo gen en las muestras control (sin
tratamiento). El gen de referencia en este caso es actina. La muestra B, significa el
blanco de la gPCR.

: . Cantidad
Target | Muestra | Ctrl CF:{aerll;It(ij\?ad Re(l::tir:/t;dngM Relativa Mg:n S(I:E?\A
Corregida SEM

Actin 1 * 1,00000 0,01846 0,01846 24,12 |0,02664
Actin 10 0,34830 0,00000 0,00000 25,64 | 0,00000
Actin 11 0,00000

Actin 12 0,00000

Actin 13 0,00000

Actin 2 0,02678 0,01299 0,01299 29,34 |0,69973
Actin 4 0,04478 0,01561 0,01561 28,60 |0,50279
Actin 6 0,15728 0,06521 0,06521 26,79 |0,59815
Actin 7 0,05013 0,02036 0,02036 28,44 | 0,58598
Actin 8 0,05406 0,00870 0,00870 28,33 |0,23232
Actin 9 0,07244 0,07762 0,07762 27,91 |1,54582
Actin B 0,00000

inib 1 * 1,00000 0,08996 0,08996 24,42 10,12978
inib 10 2,58445 0,73960 0,73960 23,05 |0,41286
inib 11 0,20192 0,03056 0,03056 26,73 |0,21837
inib 12 0,06106 0,00859 0,00859 28,45 |0,20299
inib 13 0,75630 0,16398 0,16398 24,82 |0,31281
inib 2 0,11421 0,00552 0,00552 27,55 | 0,06968
inib 4 0,17178 0,01793 0,01793 26,96 |0,15055
inib 6 0,12116 0,00600 0,00600 27,46 |0,07143
inib 7 0,49115 0,04915 0,04915 25,44 10,14438
inib 8 0,18073 0,00296 0,00296 26,89 |0,02359
inib 9 0,13085 0,00058 0,00058 27,35 |0,00635
inib B 0,02826 0,00000 0,00000 29,56 | 0,00000

Tabla 6: En rojo se muestra la sobreexpresion del gen que dié6 una diferencia
significativa respecto a la expresion del mismo gen en las muestras control (sin
tratamiento). El gen de referencia en este caso es el gen que codifica para el ARN

18S. La muestra B, significa el blanco de la gPCR.

. . Cantidad
Target | Muestra | Ctrl %aerll:,g\?; Re?a?tw;dgclifM Relativa Mg:n S(I:Ecl]\/l
Corregida SEM
18 S 1 * 1,00000 0,20440 0,20440 22,62 |0,29489
18 S 10 0,61475 0,23073 0,23073 23,33 10,54148
18 S 11 2,25890 0,10728 0,10728 21,45 |0,06852
18 S 12 3,21257 0,55095 0,55095 20,94 |10,24742
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18 S 13 0,94813 0,38006 0,38006 22,70 |10,57831
18 S 2 1,53345 0,20462 0,20462 22,01 1 0,19251
18 S 4 0,22974 0,14117 0,14117 24,75 |0,88652
18 S 6 0,04378 0,02039 0,02039 27,14 10,67198
18 S 7 0,17749 0,04701 0,04701 25,12 10,38213
18 S 8 0,34092 0,02915 0,02915 24,18 |10,12336
18 S 9 0,04852 0,00152 0,00152 26,99 | 0,04526
18 S B 0,00000

inib 1 1,00000 0,31399 0,31399 26,61 |0,45299
inib 10 2,02350 0,11874 0,11874 25,59 10,08466
inib 11 0,30476 0,02527 0,02527 28,33 |0,11961
inib 12 0,08777 0,00909 0,00909 30,12 |0,14950
inib 13 1,02062 0,14349 0,14349 26,58 |0,20283
inib 2 0,30182 0,02002 0,02002 28,34 |10,09571
inib 4 0,28419 0,04265 0,04265 28,43 |10,21650
inib 6 0,25314 0,07942 0,07942 28,59 |0,45265
inib 7 0,83748 0,01689 0,01689 26,87 |10,02910
inib 8 0,25108 0,03159 0,03159 28,61 10,18150
inib 9 0,19397 0,01094 0,01094 28,98 |0,08137
inib B 0,00000

En conclusién, se ha disefado un ensayo utilizando PCR en tiempo real para

estudiar la expresion de genes de IPPs implicados en la defensa de las plantas.

Se han optimizado los oligonucledtidos y las condiciones adecuadas para

realizar PCR en tiempo real y obtener asi una cuantificacion 6ptima de la

expresion de genes de IPPs.

Por otro lado, nuestro estudio sugiere un rol emergente en el estudio de la

expresion génica de IPPs de papas andinas frente a estrés abi6tico (mediado

por MEJA) debido a que estos resultados indican que existe una diferencia

significativa en los niveles de mRNA para las plantas tratadas con MEJA

durante 48 hs.
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PARTE D
ENSAYOS ANTIMICROBIANOS DE INHIBIDORES DE
PROTEASAS DE PAPAS

Tal como se expreso en la seccion introductoria, los resultados preliminares
hallados de las actividades antimicrobianas de IPPs extraidos de la familia
Solanaceae, incluyendo las especies tuberosum y lycopersicum, entre otras, ha
propiciado la investigacion de estas actividades en nuestro material de estudio,
Solanum tuberosum subespecie andigenum (papas andinas). Dentro de esta
familia y especie, los IPPs serinicos son los mas estudiados en cuanto a la
busqueda de dichas actividades.

A continuacidén se presentan los resultados preliminares de actividades

antimicrobianas realizadas con:
a) Extractos semipuros de Imilla Negra
b) Extractos semipuros de Churquefia, Sacampaya roja y Malcacha

c) oPTI recombinante

D.1 Ensayos microbiolégicos para evaluar la actividad antimicrobiana de

los IPPs de los extractos semipuros de papas andinas (Imilla Negra)

D.1.1 Efecto inhibitorio de extractos de Imilla Negra sobre el crecimiento de
bacterias

Con el fin de aportar mayor conocimiento en el estudio de los extractos
parcialmente purificados de Imilla Negra, aportados en la seccion 1, se
realizaron diferentes ensayos de actividad antimicrobiana. Se estudi6 el efecto
de los extractos crudos de papas andinas de la variedad Imilla Negra sobre la
multiplicacion celular de algunas bacterias. El porcentaje de inhibicidn
bacteriano en ausencia o en presencia del compuesto en estudio se realizé por
turbidimetria midiendo la densidad éptica a 600 nm (Figura 42). Se encontro
que los extractos con tratamiento térmico a 60°C (TT60), con una
concentracion protéica de 121 ug/mL, presentaron un efecto inhibitorio entre el

20 y el 40% de las cepas estudiadas, sin embargo a mayores temperaturas el
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efecto inhibitorio de los IPPs disminuia cuando se ensayaba frente a cepas de
Staphylococcus aureus (18% en TT70 y TT80) y (5% en TT80) Pseudomona

aeruginosa.

Actividad antimicrobiana de los IPs de Imilla Negra - Ensayos
turbidimétricos (%)

40
35
30
25

mTT60

20 uTT70

uTT80

15 uTT90
10
5

Staphylococcus  Escherichia coli Pseudomona Salmonella
aureus aeruginosa enteritidis

Figura 42: Grafico comparativo de las actividades antimicrobianas de los TTs de Imilla
Negra frente a bacterias Gram (+) y Gram (-).

Del analisis de los resultados, surge como observacion que los extractos de
papas andinas de la variedad Imilla Negra con TT60 presentaron efecto
inhibitorio del 35% frente a cepas de Staphylococcus aureus y Salmonella
enteriditis y del 40% frente a Pseudomona aeruginosa. Por otro lado, los TT70,
TT80 y TT90 mostraron un 35% de efecto inhibitorio frente a cepas de
Escherichia coli.

Estos resultados preliminares deberan ser optimizados en futuros estudios, de
modo de aumentar la concentracién de inhibidores en las muestras para

alcanzar la posible inhibicion total de las cepas en estudio.
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D.1.2 Efecto inhibitorio de los extractos semipuros de Imilla Negra sobre el

desarrollo miceliar de cultivos de Phytophthora capsici

Posteriormente se evalu6 el efecto de los extractos crudos de papas andinas
de la variedad Imilla Negra sobre el desarrollo miceliar del pseudohongo
fitopatogeno elegido.

Phytophthora capsici es un oomicete patégeno de plantas que causa el tizén
tardio y la pudricion de plantas de pimientos y otros cultivos comerciales de
importancia agronomica. El estudio de la posible inhibicidon del desarrollo
miceliar de estos hongos se realizé en primer lugar en medio de cultivo V8 sin
embargo no se obtuvieron buenos resultados de inhibicién en estos medios.
Por este motivo se realizaron los bioensayos de inhibicion en medio liquido.
Para ello se colocaron discos de agar cortados con sacabocados, con
crecimiento de micelio de la cepa en agua, en buffer Tris/HCI de pH 8,0 y en
solucion de TT60. Se incubaron las muestras durante 10 dias y se evalué luego
la viabilidad celular colocando un disco proveniente del ensayo anterior en el
centro de una placa de Petri con el medio de cultivo correspondiente. Al
analizar el efecto in vitro de los extractos sobre los cultivos de Phytophthora
capsici se observo inhibicion del crecimiento del hongo en la muestra de IPPs

que recibieron tratamiento térmico a 60°C (Figura 43).

Figura 43: Cultivos de Phytophthora capsici incubados durante 10 dias. El tratamiento
1 corresponde a una preincubacion del disco con micelio fungico en agua; el
tratamiento 2 a una solucién 0,1 M de buffer Tris-HCI pH 8,0 y el 3 en una solucion de
extractos crudos de IPPs de papas andinas tratadas térmicamente a 60°C. En los
tratamientos 1 y 2 se observa una coloracion blanco amarillenta debido al contraste
que genera el medio V8 junto al crecimiento miceliar de Phytophthora capsici. En
cambio, el tratamiento 3 presenta una coloracion de fondo color naranja
correspondiente sélo al medio V8, aqui no se observa crecimiento fungico.
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Como conclusion de estos bioensayos podemos afirmar que los extractos
crudos de inhibidores de proteasas de papas andinas sometidos a tratamiento
térmico a 60°C ejercen un fuerte efecto fungicida sobre cepas de Phytophthora
capsici (Figura 43, 3) ya que no se observa crecimiento del micelio contenido
en el disco que fue incubado previamente en la solucién de TT60. En oposicién
y para confirmar esta actividad biolégica, se observé desarrollo miceliar en los
discos que fueron incubados en agua estéril y en la solucion buffer, empleadas

como muestras control.

D.2 Determinacion del % de inhibicion del crecimiento microbiano

mediante recuento en placa de distintas variedades de papas andinas

En otro experimento, se evalud la actividad antimicrobiana de extractos de
papas andinas con tratamiento térmico a 60°C correspondientes a las
variedades Churquefia, Sacampaya Roja y Malcacha. Churquefa vy
Sacampaya Roja produjeron inhibicion moderada del orden del 40% sobre
cepas de Escherichia coli, sin embargo el mayor efecto inhibitorio lo produjo la
variedad Malcacha (80%). Al evaluar la inhibicién producida sobre cepas de
Salmonella enteritidis se encontré6 que la variedad Churquefia no presentd
actividad inhibitoria pero los extractos de las otras variedades mostraron un
escaso efecto. En forma similar, el crecimiento de Pseudomona aeruginosa no
fue inhibido por la variedad Malcacha pero las variedades Churquena vy
Sacampaya Roja mostraron una actividad antimicrobiana significativa (80%).
Finalmente, el efecto de inhibicion mas significativo fue producido por los
extractos de las tres variedades sobre las cepas de Staphylococcus aureus
estudiadas (95 — 100%). Se puede observar en el esquema de la secciéon D.1.2
de Metodologia, el procedimiento realizado para el recuento en placa y en la

Tabla 7, se pueden observar los resultados del ensayo.
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Tabla 7: Ensayo de recuento en placa de las UFCs correspondiente a los 4 tipos de
bacterias ensayadas Escherichia coli (E.c.), Salmonella enteritidis (S.e.),
Staphylococcus aureus (S.a.), Pseudomona aeruginosa (P.a.), en los extractos crudos
TT60 y sin tratar. Los ensayos se realizaron con las variedades Churquena (CH),
variedad Sacampaya Roja (SR) y variedad Malcacha (M).

0, 0 0,
Especie + tratamiento|E.c. control| % de crecimiento £ E 5 ICY G =SSOy e SLCNASY e

CH crecimiento SR crecimiento M crecimiento
629 387 60 381 60 133 20
o i i = 0,
N*de colonias 15 _ iables | 020 colonias = 100% o de 650] 100 261 40 103 15

0, 0y 0
Especie + tratamiento| S.e. control | % de crecimiento S.e. + TT60 0 S.e+ TT60 LICD S.e + TT60 96

CH crecimiento SR crecimiento M crecimiento
N° de colonias 473 o anno 527 100 422 65 275 40
mas de 650 | 0> colonias = 100% I i 650] 100 439 70 340 50

0, 0 0,
Especie + tratamiento| S.a. control | % de crecimiento SHL UG 0 S UG 6 B LLEY e

CH crecimiento SR crecimiento M crecimiento
N° de colonias 14 o anno 0 0 3 0 39 5
mas de 650 | C00 colonias =100% 07 40 30 5 40 5

0, 0y 0,
Especie + tratamiento| P.a. control | % de crecimiento P.a. + TT60 G P.a.+ TT60 LICD P.a.+ TT60 206

CH crecimiento SR crecimiento M crecimiento
N° de colonias mas de 650 800 colonias = 100% 109 15 181 20 mas de 650 100
mas de 650 ° [mas de 400 60 mas de 400 60 mas de 650 100

Estos resultados preliminares, fundamentalmente la inhibicion producida sobre
las cepas ATCC de Staphylococcus aureus son muy promisorios y podrian
contribuir a la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos de origen vegetal
con potencial aplicacion en el area de la salud, en el sector agronémico y/o en

la industria de los alimentos (Ayensa et al., 2002).

D.3 Ensayos microbiolégicos para evaluar la actividad antimicrobiana del

nuevo inhibidor obtenido en forma recombinante (oPTI)

D.3.1 Ensayos antimicrobianos mediante halos de inhibicion

Estos ensayos tal como se describe en Metodologia seccion D.1.4 fueron
realizados debido a que se disponia de una buena concentracion de inhibidor
recombinante (oPTI), propiciando una mejor visualizacién de la inhibicién en
superficie de la placa de crecimiento. Esta técnica generalmente es utilizada
para los analisis de rutina en laboratorios de bioquimica clinica o de analisis
clinicos donde se usa el antibiograma para evaluar la inhibicion de crecimiento
que ejercen determinados antibi6ticos sobre cepas patéogenas. En la misma se
utilizan discos conteniendo antibiéticos en una concentracién conocida y se los

deposita en la superficie del agar, con medio de cultivo, conteniendo las
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bacterias sembradas. Se incuba por 24 hs a 37°C y se evaluan los halos de
inhibicion del crecimiento para evaluar si hay o no actividad antimicrobiana.

Los ensayos fueron realizados de la siguiente manera: Se depositaron 10 pyL de
oPTI recombinante en la superficie de placas de petri conteniendo agar TSA y
las cepas bacterianas patégenas mostradas en la Tabla 8 y las fotos de los

halos de inhibicion se pueden apreciar en la Figura 44.

Tabla 8: Actividad antimicrobiana del oPTI, medio de cultivo y temperatura de
incubacion de las cepas indicadas. —, sin zona de inhibicién; +, 1 mm<zona<5 mm; ++,
zona>5 mm. ESB — Universidade Catdlica Portuguesa, Escola Superior de
Biotecnologia, Porto, Portugal; NCTC — National Collection of Type Cultures, Central
Public Health Laboratory Service, London, UK; ATCC — American Type Culture

Collection, Manassas, VA, USA.

ORGANISMO MEDIO DE CULTIVO Y ACTIVIDAD
TEMPERATURA
Gram negativos
Salmonella braenderup TSA, 37°C ++
Salmonella enteritidis NCTC 5188 TSA, 37°C +
Salmonella tiphymurium IPIMARSD TSA, 37°C ++
28
Escherichia coli ATCC 8739 TSA, 37°C ++
Pseudomonas aeruginosa ESB 03 TSA, 37°C ++
Klebsiella pneumoniae TSA, 37°C -
Proteus vulgaris TSA, 37°C -
Yersinia enterocolitica ref TSA, 37°C ++
Yersinia enterocolitica TSA, 37°C -
Proteus spp (mirabilis) TSA, 37°C -
Acinetobacter baumannii (sensible) TSA, 37°C ++
Acinetobacter baumannii TSA, 37°C ++
(resistente)
Acinetobacter calcoaceticus TSA, 37°C ++
(resistente)
Acinetobacter calcoaceticus TSA, 37°C ++
(sensible)
Gram positivos
Enterococcus faecalis ATCC 29212 TSA, 37°C -
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Enterococcus faeclis DSMZ 12956 TSA, 37°C -
Enterococcus faecium DSMZ 13590 TSA, 37°C -
Enterococcus flavescens DSMZ TSA, 37°C -
7370
Enterococcus gallinarum DSMZ TSA, 37°C -
20628
Enterococcus casseliflavus DSMZ TSA, 37°C -
20680
Bacillus cereus ATCC 11778 TSA, 37°C -
Bacillus subtilis NCTC 3610 TSA, 37°C -
Bacillus stearothermophilus TSA, 37°C ++
Listeria monocytogenes 7946 TSA, 37°C -
Listeria monocytogenes 7947 TSA, 37°C -
Listeria innocua 2030 C TSA, 37°C -
Staphylococcus aureus 18 N (mrsa) TSA, 37°C -
Staphylococcus aureus 2037 M1 TSA, 37°C -
(MSSA)
Staphylococcus aureus aureus TSA, 37°C -
ATCC 29213
Hongos
Candida albicans TSA, 37°C -
Sacharomyces cerevisiae TSA, 37°C -

En la Figura 42 se observa el crecimiento de cada bacteria en placa, donde

fueron depositadas diferentes muestras ajenas a nuestro trabajo. Como se trata

de un “screening inicial” utilizando el oPTI expresado en las ultimas instancias

del trabajo de tesis, se pretende mostrar las inhibiciones visualmente, con el

objeto de comparar con otras muestras de investigacion clinica que no han

dado inhibicién.

Como perspectiva de trabajo a futuro se plantea profundizar estos ensayos

para que sean estadisticamente reproducibles y publicables en revistas de

interés biotecnoldgico.
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Figura 44: Cultivos de los microorganismos crecidos en contacto con el oPTI luego de
24 hs. Los halos de inhibicion se pueden apreciar (remarcados con un circulo rojo)
donde fue colocada la muestra (oPTI, 10 yL a una concentracion de 2 mg/mL). En la
figura se pueden observar halos de inhibicién en los siguientes microorganismos: A)
Yersinia enterocolitica de referencia, B) Pseudomona aeruginosa ESB 03, C) Bacillus
stearothermophilus, D) Escherichia coli ATCC 8739, E) Acinetobacter baumannii
(sensible), F) Acinetobacter calcoaceticus (resistente), G) Acinetobacter calcoaceticus
(sensible), H) Acinetobacter baumannii (resistente), |) Salmonella braenderup, J)
Salmonella enteritidis NCTC 5188 y K) Salmonella tiphymurium IPIMARSD 28. Los
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sitios donde estan los numeros indican el lugar donde se han sembrado controles y
otras muestras de investigacion clinica.

Segun la Tabla 8 y lo que se puede observar en las placas de la Figura 44, las
bacterias mayormente afectadas por el oPTI son las bacterias gram negativas.
Estos resultados preliminares confirman los datos obtenidos con los extractos
parcialmente purificados por tratamientos térmicos y también son acordes con
varios de los datos encontrados en bibliografia en los ultimos afios (Shamsi et
al., 2016; Paik, 2016; Macedo, 2016; Habib et al., 2016; Kumar, 2016; Silva de
Brito et al., 2016; Zhao et al., 2014; Clemente et al., 2012; Zhong et al., 2012;
Shilpa Satheesh et al., 2010) que hacen referencia a la inhibicion del
crecimiento bacteriano de muchos IPPs de origen vegetal.

Los resultados preliminares relacionados con la actividad antimicrobiana de los
IPPs alicientan el estudio de este tipo de biomoléculas como posibles aditivos
de origen natural para la conservacion de alimentos, propuesta realizada en el

plan de tesis doctoral actual.
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METODOLOGIA
PARTE A
AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y PURIFICACION DE
IPPs

A.1 Preparacion de los extractos crudos

Como material de partida se emplearon tubérculos de Solanum tuberosum
subespecie andigenum de las variedades Imilla Negra, Sacampaya Roja,
Malcacha y Churquena.

Los tubérculos se pelaron y trituraron en presencia de ditiotreitol (DTT) 0,2 mM
en frio para prevenir la oxidacion por polifenoles (Obregdén et al., 2012;
Anderson, 1968). El homogenato resultante se incub6 por 30 min a 4°C para
sedimentar el almidén y luego se centrifugd el sobrenadante en forma
diferencial a 2500 y 10000 g por 60 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se
denominé extracto crudo (EC). La concentracion de proteinas de los extractos

crudos se estimo mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).

A.2 Determinacion de actividad inhibitoria de proteasas

A.2.1 Deteccion de inhibidores de proteasas de los principales grupos

mecanisticos

Con el fin de poder detectar inhibidores de proteasas de distintos grupos
cataliticos, se evalud la actividad enzimatica de proteasas modelo tales como
tripsina, papaina, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, subtilisina y
quimotripsina, en ausencia y presencia de los extractos crudos (ECs) de
inhibidores peptidicos de proteasas (IPPs). Para cada ensayo se establecieron
los tiempos de incubacion entre la enzima y su inhibidor y luego se
determinaron las actividades de inhibicion proteoliticas especificas frente a
cada proteasa, incluyéndose Ilos controles de enzima y sustrato

correspondientes.
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La actividad inhibitoria fue estimada como la actividad proteolitica residual en
presencia del inhibidor y expresada como porcentaje de inhibicion (1%),
respecto del ensayo control, utilizando la siguiente ecuacion:

1 (%) = [(T-T*)/T] x100

Donde T*y T son las respectivas actividades de proteasa con y sin el inhibidor.
A.2.2 Determinacion de actividad de serin proteasas

Tripsina:

Para la determinacién de la actividad de proteasas serinicas, se empled
Tripsina Tipo | de pancreas bovino (Sigma-Aldrich). El ensayo se llevd a cabo
en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 conteniendo CaCl,.2H,0 50 mM, utilizando una
concentracion de enzima de 2,8x10'7 M y como sustrato una solucién de N-alfa-
Benzoil-DL-Arginina-4-Nitroanilida (BAPNA) 10 mM.

Subtilisina:

Se evalud también la actividad de Subtilisina de Bacilus licheniformis (Fluka). El
ensayo se llevé a cabo en buffer Tris-HCI 50 mM conteniendo 10% DMSO pH
8,60; utilizando una concentracién de enzima de 2,8x107 M y como sustrato
una solucion de Z-Gly-Gly-Leu-pNA (GLPNA) 10 mM.

Quimotripsina:

Se empled luego Quimotripsina Tipo Il de pancreas bovino (Sigma). El ensayo
se llevé a cabo en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8 conteniendo CaCl,.2H,0 50 mM,
utilizando una concentracion de enzima de 2,8x10”7 M y como sustrato una
solucién de N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa 10 mM.

En todos los casos la actividad fue registrada por el aumento de la absorbancia

a 410 nm por el lapso de 300 segundos a 37°C
A.2.3 Determinacion de actividad inhibitoria de serin proteasas
Para la determinacion de actividad inhibitoria de los casos anteriores (tripsina,

subtilisina, quimotripsina), primero se preincubd la mezcla de reaccion sin

sustrato y con diferentes muestras de IPPs durante 5 minutos, luego se agregdé
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sustrato y la actividad inhibitoria fue registrada por un retraso en el aumento de
la absorbancia a 410 nm por el lapso de 300 segundos a 37°C.

Los ECs con IPPs que mostraron actividad inhibitoria sobre tripsina, fueron
también evaluados frente a Subtilisina y Quimotripsina ya que se ha informado
en la bibliografia que estos inhibidores podrian estar involucrados en ciertas

parasitosis (Qiu Yuling et al., 2013).
A.2.4 Determinacion de actividad inhibitoria de cistein proteasas

Para analizar la actividad inhibitoria de proteasas cisteinicas se utilizé la
enzima Papaina de Carica papaya (Roche). El ensayo se llevé a cabo en buffer
fosfatos 0,1 M, pH 6,50, con el agregado de KCI 0,3 M, EDTA 0,1 mMy DTT 3
mM, utilizando una concentracion de enzima de 4,5x10'8 M y como sustrato
una solucion de L-piroglutamil-L-fenilalanina-L-leucina-p-nitroanilida (PFLNA) 4
mM. Primero se preincubd la mezcla de reaccién sin sustrato y con diferentes
muestras de IPPs durante 5 minutos, luego se agregd sustrato y la actividad
fue registrada por un retraso en el aumento de la absorbancia a 410 nm por el
lapso de 300 segundos a 37°C con respecto a la proteasa con sustrato sin
inhibidor.

A.2.5 Determinacion de actividad de metalocarboxipeptidasas

Carboxipeptidasa A:

Se evalu¢ actividad Carboxipeptidasa A de pancreas bovino (Sigma-Aldrich) en
concentracion 7,0x10° M en buffer Tris-HCI 0,1 M; pH 7,50; conteniendo NaCl
0,2 M, frente al sustrato N-(4-metoxifenilazoformil)-Phe-OH, 10 mM.
Carboxipeptidasa B:

Se utilizd Carboxipeptidasa B de pancreas porcino (Calbiochem) en
concentracion 7,0x10° M en buffer Tris-HCI 0,1 M; pH 7,50; con NaCl 0,2 M y
sustrato una solucién de N-(4-Methoxyphenylazoformyl)-Arg-OH HCI, 10 mM.
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A.2.6 Actividad inhibitoria de CPA y CPB

Los ECs con IPPs que mostraron actividad inhibitoria sobre Carboxipeptidasa A
fueron también evaluados frente a Carboxipeptidasa B, inhibidor vinculado a
cancer y varias enfermedades neurodegenerativas.

En ambos casos (CPA y CPB), primero se preincub6 la mezcla con la muestra
de EC con IPPs sin sustrato durante 5 minutos, luego se agregd sustrato y se
registré la actividad inhibitoria mediante la disminucion del descenso de la
absorbancia a 350 nm durante 300 segundos a 37°C con respecto al control

con proteasa en presencia de sustrato y en ausencia de inhibidor.

A.3 Tratamiento térmico del extracto crudo

Para poder aislar inhibidores de bajo peso molecular en los ECs de las distintas
variedades de papas andinas estudiadas (Imilla Negra, Sacampaya Roja,
Malcacha y Churquefa), se realiz6 un tratamiento térmico como estrategia
inicial de purificacion parcial de estos extractos. Las muestras fueron tratadas
térmicamente a 60°C, 70°C, 80°C y 90°C durante 1 hora. Luego se
centrifugaron durante 90 min a 10000 g (4°C). Los sobrenadantes obtenidos se
denominaron TT60, TT70, TT80 y TT90.

A.4 Concentracion y Purificacion del extracto crudo

A.4.1 Separacion y concentracion por centrifugacion con tubos Amicon con

membrana de corte de 3 y 10 kDa

Se realizé la centrifugacion de las muestras TT60 de las variedades
Sacampaya Roja y Malcacha en tubos Amicon con membranas de corte de 3
kDa (0,5; 4y 25 mL) y 10 kDa (4 y 25 mL). Las fracciones superiores retenidas
por las membranas y las inferiores no retenidas por las mismas fueron
recolectadas y almacenadas a -20°C. Se realiz6é el mismo procedimiento con la
fraccion TT60, TT70 y TT80 de las variedades Imilla Negra, Malcacha vy

Sacampaya Roja logrando de este modo concentrar eficientemente los
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inhibidores de tripsina contenidos en el extracto. Se midié luego la actividad

inhibitoria sobre tripsina de los retenidos por las membranas.

A.5 Caracterizacion de los extractos crudos

A.5.1 Efecto del pH sobre la actividad inhibitoria de los ECs

Para estimar la actividad inhibitoria a distintos pHs, se prepararon soluciones
del EC de la variedad Imilla Negra (10%vV/v) en buffers de Good (Good et al.
1966) adecuados para cubrir los siguientes valores de pH: 2,10; 4,30; 6,95,
8,10; 9,25 y 11,20. Las mezclas fueron incubadas por 60 min a temperatura

ambiente y se midio luego la actividad inhibitoria residual frente a tripsina.

REACTIVOS

Extracto crudo papa andina 100 pL
Buffer de Good (pHs: 2,10; 4,30; 6,95; 8,10; 9,25y 11,20) | 600 uL
MEDIDA DE ACTIVIDAD

Buffer Tris HCI 0,1 M; CaCl, 50 mM; pH =8 900 pL
Proteasa: ej. Tripsina [2,8x10” M] 10 yL
Sustrato: BAPNA [10mM] 40 uL

Preparacién de los buffers:

TAPS | 1,3265 g (M = 265,3)
AMP | 1,2462 g (M = 249,3)
MOPS | 1,1560 g (M = 231,2)
CAPS | 1,1065 g (M = 221,31)
MES | 1,0860 g (M= 217,2)

A excepcidén de CAPS (que se disolvié en 25 mL de NaOH 0.1 M), el resto se

disolvié en 100 mL de agua destilada.
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A.5.2 Efecto de la fuerza idnica sobre la actividad inhibitoria de los ECs

Se estudio también el efecto de la fuerza i6nica sobre la estabilidad del EC. El
ensayo se llevd a cabo adicionando diferentes concentraciones de NaCl
(0.05M, 0.15M, 0.25 M, 0.50M, 1 My 2M) al EC.

La actividad inhibitoria de tripsina fue evaluada segun se describio

anteriormente.

REACTIVOS

Extracto crudo papa andina 100 pL
NaCl 600 pL
MEDIDA DE ACTIVIDAD

Buffer Tris HCI 0,1 M; CaCl, 50 mM; pH =8 | 900 pL
Proteasa: ej. Tripsina [2,8x10” M] 10 yL
Sustrato: BAPNA [10mM] 40 L

A.6 Cromatografia de afinidad

Se propuso la cromatografia de afinidad como estrategia para purificar los IPPs
con alto grado de pureza. Las matrices empleadas fueron preparadas con este
fin por inmovilizacidon en soportes de glioxil-agarosa con tripsina inmovilizada
de acuerdo a la metodologia desarrollada por Obregon (Obregén, et al. 2012;

Obregdn, et al. 2008) con modificaciones.

A.6.1 Proceso de inmovilizacion

Las condiciones generales para la inmovilizacion de tripsina fueron

seleccionadas en funcion de:

i) La inmovilizacién de otras enzimas en glioxil-agarosa.

i) Los conocimientos previos en la preparacion y caracterizacion de la solucion

de tripsina comercial.

Pagina 119



METODOLOGIA. PARTE A

iii) Las condiciones no desactivantes para la tripsina comercial. De esta ultima
condicion se deduce que el uso de un elevado valor de pH no afecta la

actividad de la tripsina (Cisneros et al., 2010).

Las enzimas fueron inmovilizadas en soportes de glioxil agarosa empleando
agarosa 6 BCL (Hispanagar) como soporte. Los grupos aldehidos fueron
previamente activados para que reaccionen con los grupos amino libres de los
residuos aminoacidicos de la enzima. El gel (gliceril-agarosa) se preparé a
partir de una solucion de agarosa en presencia de NaOH y NaBH, y glicidol.
Posteriormente se llevdo a cabo una oxidacién con NalO4 con agitacion de
paletas durante 2,5-3 hs a temperatura ambiente y finalmente, se lavo el gel de
glioxil-agarosa con abundante agua destilada. La inmovilizacion de la enzima
se realiz6 mezclando la tripsina (45 mg de proteina/g de agarosa) con la glioxil-
agarosa (volumen total de 25 mL). Este proceso se realizé en frio y a pH 10,05
con bicarbonato de sodio 100 mM y glicerina al 25% (v/v). Luego de tres horas
de agitacion se lavd con abundante agua, filtr6 y conservo el gel a 20°C
(Obregon et al., 2012)).

El soporte resultante, conteniendo la enzima inmovilizada mediante enlaces
covalentes (la base de Schiff entre el grupo amino libre de la proteina y el
grupo aldehido de la glioxil-agarosa fue estabilizado mediante hidrogenacion),
fue adecuado para usar en la cromatografia de afinidad.

El EC tratado térmicamente y sin tratar fue sometido a cromatografia de
afinidad empleando tripsina inmovilizada previamente en el soporte glioxil
agarosa. Los inhibidores fueron eluidos de la matriz por cambio de pH del

solvente de elucion empleado.

A.7 Cromatografia de intercambio aniénico

La purificacion de los IPPs se llevo a cabo en un equipo de FPLC AKTA Purifier
(GE Healthcare Life Sciences) con colector automatizado. Se utilizé una
columna Hi Trap Q HP de 5 mL y se empleé como material de partida los
extractos crudos de papas andinas de la variedad Imilla Negra, parcialmente
purificados mediante tratamientos térmicos y fracciones retenidas de las

cromatografias de afinidad.
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En este proceso se cargaron 15 mL de muestra a la columna y se equilibré con
buffer Glicina-NaOH 50 mM de pH 9,0. A continuacion se aplicd un gradiente
de NaCl 1 M desde 0 hasta un 35% del mismo a una velocidad de flujo de 1
mL/min. La cromatografia fue monitoreada espectrofotométricamente por
medidas de absorbancia a 280 nm, longitud de onda a la cual absorben los

aminoacidos aromaticos de las proteinas.

A.8 Cromatografia liquida de alta eficacia o “high performance liquid

chromatography” (HPLC)

La fraccion retenida en la cromatografia de afinidad con tripsina inmovilizada
fue analizada por HPLC con detector UV. Dichos analisis fueron llevados a
cabo utilizando un cromatégrafo Gilson (Modelo 712) equipado con una
columna C4 (5u) 250 mm x 4,60 mm (Phenomenex). El proceso cromatografico
fue realizado a temperatura ambiente (25°C) y el volumen de inyeccion fue de
100 ul para todas las experiencias. La velocidad de flujo fue de 1 ml/min. La
fase movil consistié en una mezcla de acetonitrilo-agua (50:50) acidificada con
TFA al 0,1% (pH 3,0). ElI material de elucibn fue monitoreado

espectrofotométricamente a 214 y 280 nm.

A.9 Analisis de pureza e identificacion de los IPPs con herramientas

proteémicas

A.9.1 Caracterizacion electroforética de los IPPs aislados o purificados

Los IPPs aislados se analizaron por SDS PAGE para determinar sus pesos
moleculares. También se les determind el punto isoeléctrico mediante la

técnica de isoelectroenfoque.
A.9.2 Protocolo de alta resolucién con Tris-Tricina (AR SDS-Tricina-PAGE)
Es un sistema muy adecuado para la separacién de polipéptidos y proteinas en

el rango de 5 a 100 kDa. La tricina es utilizada como i6n de arrastre en el buffer

catédico, permitiendo una mayor resolucién de proteinas pequefias a menores
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concentraciones de acrilamida comparado con el caso del clasico buffer tris-
glicina (Laemmli U.K., 1970). Se logra una resolucién superior de polipéptidos,
sobre todo en el rango de 5 a 20 kDa, con un sistema de dos geles de diferente
concentracion: un gel de apilamiento (4% T y 3% C), y un gel de resolucion
(20% 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.

Preparacion de las muestras:
El extracto crudo sin tratar y los extractos crudos tratados térmicamente y

liofilizados se reconstituyeron en agua destilada.

PREPARACION DE MUESTRAS

Muestra liofilizada y resuspendida 150 uL

Buffer de muestra 6X para electroforesis | 30 uL

B-mercaptoetanol 9 uL

Las muestras se calentaron en bano seco a 90°C durante 5 minutos y
posteriormente fueron centrifugadas a 5 minutos a 11000 g antes de ser

sembradas.

BUFFER DE MUESTRA

Tris 9,42 ¢g
SDS 12,00 g
B-mercaptoetanol 30,00 mL
Glicerol 48,00 mL
Azul de bromofenol 12,00 mg
Se llevé a pH: 6,8 con HCI 1 M

AD, c.s.p. 100 mL

Preparacion de los geles:
Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con el
equipo Mini-Protean Ill Bio-Rad. La composicion de los buffers y de los geles

se indica a continuacion:
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BUFFER DEL GEL
Tris 36,39
SDS 0349
HCI 1 M, c.s.p., pH = 8,45
AD, c.s.p. 100 mL
GEL DE APILAMIENTO (4%T, 3%C)
Acril-Bis (49,5:3) 0,700 mL
Buffer del gel 1,275 mL
AD 3,225 mL
PSA 10% 0,045 mL
TEMED 0,001 mL
GEL DE RESOLUCION (20%T, 3%C)
Acril-Bis (49,5:3) 5,655 mL
Buffer del gel 2,805 mL
AD 0,045 mL
PSA 10% 0,045 mL
TEMED 0,007 mL

Aplicacion de las muestras y condiciones de corrida:
Se aplicaron las muestras y en los reservorios anddico y catédico de una celda

Miniprotean Il Bio-Rad se colocaron los correspondientes sistemas buffer.

BUFFER ANODICO 0,2 M

Tris 242 g
HCI 1 M, c.s.p., pH = 8,90 0,3g
AD, c.s.p. 1000 mL
BUFFER CATODICO 0,1 M

Tris 12149
Tricina 0,1 M 1799
SDS 0,1% 1,09
AD, c.s.p. 1000 mL

Las corridas se realizaron a amperaje constante (15 mA por gel) durante el

apilado, luego se aumenté lentamente hasta 25 mA por gel al ingresar las
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proteinas al gel espaciador, valor que se mantuvo constante hasta la

finalizacion de la electroforesis.

Fijacion y Tincion:

Tincion con Coomasie Brillant Blue R-250:

Finalizada la electroforesis, los geles fueron sumergidos en solucion fijadora
durante 30 minutos (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 tefidos por inmersion en solucién colorante durante una hora (se
recomienda un maximo de coloracién 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. Los

péptidos no se fijan completamente, pueden difundir si no se respetan los

tiempos.
SOLUCION FIJADORA
Acido acético glacial 100 mL
Metanol 400 mL
AD, c.s.p. 1000 mL
SOLUCION COLORANTE
Acido acético glacial 100 mL
Coomassie brilliant blue R-250 | 250 mg
AD, c.s.p. 1000 mL
SOLUCION DECOLORANTE
Acido acético glacial 100 mL
AD, c.s.p. 1000 mL

Tincion con Coomassie Brillant Blue G-250:

Esta tincion es ideal para tenir péptidos pequenos. Finalizada la electroforesis,
los geles fueron fijados en solucion fijadora durante 30 minutos (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
solucion colorante durante una hora (se recomienda un maximo de coloracién

de una hora y media). Posteriormente se realizaron sucesivos lavados con
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solucion decolorante para eliminar la coloracion de fondo. Esta coloracién tiene
una sensibilidad de 0,5 ug de proteina por banda. Los péptidos no se fijan

completamente, pueden difundir si no se respetan los tiempos.

SOLUCION FIJADORA
Acido acético glacial 100 mL
Metanol 400 mL
AD, c.s.p. 1000 mL
SOLUCION COLORANTE

Acido acético glacial 100 mL
Coomassie brilliant blue G-250 | 250 mg
AD, c.s.p. 1000 mL
SOLUCION DECOLORANTE

Acido acético glacial 100 mL
AD, c.s.p. 1000 mL

Tincion con plata:

El método se basa en dos propiedades quimicas del tiosulfato: mejoramiento
de la imagen por pretratamiento de geles fijados y formacién de complejos
solubles de Ag que eliminan el background inespecifico (precoprecipitacion de
sales insolubles de Ag) durante el desarrollo de la imagen. La sensibilidad es
de nanogramos.

Finalizada la electroforesis, los geles fueron fijados en solucién fijadora durante
al menos 1 hora para prevenir la difusion de las proteinas, remover sustancias
interferentes y obtener geles con menos background.

Posteriormente fueron lavados 3 veces, 20 minutos c/u, con solucion de lavado
1 para remover el acido acético cuya acidez interferiria con el tiosulfato del
siguiente paso.

Se trataron con solucién de pretratamiento durante 1 minuto exacto.

Luego se lavaron 3 veces con agua bidestilada (ABD) durante 20 segundos
cada vez para remover el exceso de tiosulfato que podria generar background

por combinacion con el sulfuro de plata.
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Los geles se trataron 20 minutos con solucion de Ag en oscuridad. El
formaldehido de esta solucién, ademas de servir como entrecruzador, aumenta
la sensibilidad y el contraste sin el aumento de background.

Se lavaron con ABD 2 veces, 20 segundos cada una para remover el exceso
de nitrato de plata, el cual podria consumir el tiosulfato muy rapidamente.

Se sumergieron en solucién de desarrollo hasta que no aparecieron mas
bandas. La velocidad del revelado depende del tipo y concentracion de las
proteinas; entre 30 segundos (banda de 500 ng) y 2 min (bandas de 50 ng).

La reaccidon se detuvo con solucidn de stopping durante 10 minutos, y
posteriormente los geles se sumergieron en metanol al 30% durante 30

minutos a 4°C seguido por otros 30 minutos en solucion de glicerol al 40%.

SOLUCION FIJADORA

Metanol 50 mL
Acido acético 12 mL
Formaldehido 37% 50 uL
AD c.s.p. 100 mL

SOLUCION DE LAVADO 1
Etanol 30%
SOLUCION DE PRETRATAMIENTO
Tiosulfato de sodio pentahidratado 0,03¢g

AD, c.s.p. 100 mL
SOLUCION DE PLATA
Nitrato de plata 0,2g
Formaldehido 37% 100 pL
AD c.s.p. 100 mL
SOLUCION DESARROLLADORA
Carbonato de sodio 6g
Solucién de pretratamiento 1mL
Formaldehido 37% 75 pL
AD c.s.p. 100 mL
SOLUCION STOPPING
Metanol 10 mL
Acido acético 12 mL
AD c.s.p. 100 mL
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A.9.3 Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque (IEF) (Westergaard et al. 1980) es un método de alta
resolucion en el cual las proteinas son separadas en un gradiente continuo de
pH cuando se aplica un campo eléctrico. En este gradiente las proteinas
migran hasta llegar al pH correspondiente a su punto isoeléctrico (pl). Permite
resolver muestras muy complejas y determinar diferentes valores de pl en una

misma corrida, tanto en trabajos analiticos como preparativos.

Preparacién de las muestras:

Dado que las muestras deben tener una concentracion de proteinas cercana a
1 ug/uL y presentar una fuerza iénica reducida, se procedid a liofilizar las
mismas (con excepcion del extracto crudo) y luego redisolviendo el precipitado
en agua bidestilada (en el caso de muestras con alto contenido proteico como
el EC y el tratamiento térmico a 60°C el volumen final de siembra se redujo
respecto al de las demas de modo de lograr una concentracién adecuada).

Las muestras listas para usar fueron conservadas en freezer a -80 °C hasta el

momento de ser sometidas a |IEF.

Preparacion de los geles:

Se utilizé un equipo Mini IEF Cell, modelo 111 (Bio-Rad). Los geles fueron
preparados empleando la bandeja formadora de geles del mencionado equipo,
pudiendo prepararse dos placas simultdneamente. Para ello se adhirid
firmemente la cara hidrofilica de la pelicula plastica (Polyacrylamide Gel
Support Film, Bio-Rad) sobre el vidrio y el conjunto se invirtié sobre la bandeja.
Para obtener dos geles es necesario contar con una solucién preparada de la

siguiente manera:

SOLUCION DE POLIACRILAMIDA AL 5%

Acrilamida-bisacrilamida (25%T, 3%C) 2,0 mL
Agua MiliQ 55mL
Anfolitos (Bio-Lyte 3/10) 0,5mL
Glicerol (25% p/v) 2,0 mL
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La solucién de poliacrilamida se desgasificd en un kitasato conectado a una
bomba de vacio durante aproximadamente 20 minutos y luego se le

adicionaron los siguientes reactivos para iniciar la polimerizacion:

REACTIVOS DE POLIMERIZACION

Riboflavina (sol. saturada) 100 pL
TEMED 5L
PSA al 10% 70 uL

La mezcla fue depositada con micropipeta entre el plato de vidrio y la bandeja
formadora de geles y el conjunto se mantuvo tapado e inmovil durante toda la
noche a temperatura ambiente y en presencia de luz para obtener la
polimerizacién total. Al cabo de ese tiempo, los geles se removieron

cuidadosamente con ayuda de una espatula delgada.

Aplicacion de las muestras y condiciones de corrida:

Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volumenes de siembra: 5-12
ML y 9 siembras por placa como maximo), permitiendo que difundan dentro del
gel durante 5 min antes de iniciar el IEF.

Los geles se depositaron sobre los electrodos de grafito (previamente
humedecidos con AD) de la celda de IEF, con la cara del gel sembrado hacia
abajo. La celda se cerré herméticamente y se conecto a la fuente de poder.

El enfoque se llevo a cabo en tres etapas a voltaje constante: 100 V durante los

primeros 30 min, 200 V los siguientes 15 min y 450 V los 60 min finales.

Fijacion y Coloracion:
Una vez finalizada la corrida, los geles se separaron de las placas de vidrio y

fueron sumergidos durante 30 min en la siguiente solucion fijadora:

SOLUCION FIJADORA

Acido sulfosalicilico 49
Metanol 30 mL
TCA 12,59
AD, c.s.p. 100 mL
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Finalizada la etapa anterior, los geles se trataron durante 2 h con la solucidn
colorante y luego fueron decolorados por tres lavados sucesivos con solucion
decolorante |, seguidos de un ultimo lavado con solucion decolorante Il hasta la

obtencién de un fondo incoloro.

SOLUCION COLORANTE
CuSOy (se disolvié primero en agua) | 500 mg
Acido acético glacial 10 mL
Etanol 27 mL
Coomassie brilliant blue R-250 40 mg
AD, c.s.p. 100 mL
SOLUCION DECOLORANTE |
Acido acético glacial 7 mL
Etanol 12 mL
CuSO, 500 mg
AD, c.s.p. 100 mL
SOLUCION DECOLORANTE I
Acido acético glacial 7 mL
Etanol 12 mL
AD, c.s.p. 100 mL

Estimacién de los puntos Isoeléctricos:

Para la determinacién de los puntos isoeléctricos (pl) de las distintas especies
proteicas se utilizaron como proteinas estandar una mezcla de proteinas de
amplio rango de pl (Broad pl kit, Amersham): Amiloglucosidasa (pl 3,50);
Inhibidor de Tripsina (pl 4,55); B-Lactoglobulina A (pl 5,20); Anhidrasa
carbonica B, bovina (pl 5,85); Anhidrasa carboénica B, humana (pl 6,55);
Mioglobina, banda acida (pl 6,85); Mioglobina, banda basica (pl 7,35); Lentil
lectina, acida (pl 8,15); Lentil lectina, media (pl 8,45); Lentil lectina, basica (pl
8,65) y Tripsindgeno (pl 9,30).

La determinacion de los valores de pl se realizd mediante una curva de
calibracion obtenida al graficar los pl de las proteinas estandar en funcion de la
distancia recorrida por la especie proteica de interés, tomando como referencia

la posicion del catodo.
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A.9.4 Electrotransferencia

Procedimiento:

Se realiz6é un gel de SDS-PAGE del inhibidor obtenido mediante cromatografia
de afinidad sobre tripsina agarosa. Luego de la corrida, el gel se equilibrd
durante 15 minutos con el buffer de transferencia (CAPS: 10 mM, MeOH 10%,
DTT 5 mM, NaOH pH 11). Se colocé una hoja de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) en metanol durante 10 segundos. y luego se sumergio esta membrana,
4 trozos de papel Whatman y las esponjas en el buffer de transferencia, al
menos durante 15 minutos. Se prepar6 el “sandwich” como para Western:
esponjas, 2 hojas de papel, membrana de PVDF, gel, 2 hojas de papel,
esponjas. Se asegurd que no queden burbujas de aire dentro. Se conectoé a la
fuente de poder y se utilizé un amperaje constante de 100 mA durante 2 horas.
Después de desconectar y retirar las membranas de PVDF y el gel, se lavo por
inmersion en agua MiliQ durante 5-10 minutos, con agitacion. La membrana se
tind con Rojo Ponceau (0,1% de colorante en acido acético al 1%) durante 5
minutos.

Al finalizar la tincién, la membrana se decoloré con acido acético al 2% durante
1 minuto, seguido por varios lavados con agua. La membrana se secd, se
envolvié con papel plastico y se conservo a -20°C. Se corto la banda de interés
y se envid a secuenciar el N-terminal de la proteina al Servicio de
Secuenciamiento: Tufts Core Facility; Physiology Dept.; Boston; EEUU.

El EC y los IPPs aislados se analizaron por SDS-PAGE y espectrometria de
masas MALDI-TOF para determinar sus pesos moleculares. También se

determind el punto isoeléctrico mediante la técnica de isoelectroenfoque (IEF).

A.9.5 Caracterizacion por espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI-TOF descripta inicialmente por Hillenkamp
(Hillenkamp et al. 1990) es una técnica precisa y muy sensible para la
determinacion de masas moleculares de hasta 200 kDa. La técnica consiste en
mezclar la muestra a ser determinada con una matriz, la cual es introducida al
espectrometro e irradiada con un laser pulsatil al maximo de absorcion de la

matriz. La interaccién de los fotones con la matriz y la muestra resulta en la
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formacion de iones intactos relacionados con la masa molecular de la muestra,
que en nuestro caso es una proteina. Este mecanismo acoplado con un
espectrometro de masas TOF permite calcular las masas de la muestra basado
en el tiempo que tarda el i6bn formado en recorrer la distancia entre el lugar de
formacion del ion y el detector. El cuadrado de este tiempo es proporcional a la
masa del ion e inversamente proporcional a la carga del mismo. Esta técnica
tiene una sensibilidad demostrada de detectar masas de hasta 200000 Da de

muestras de apenas 5 pmol.

m/z o (tiempo de vuelo)?
m= masa molecular

z= carga de la molécula

El error tipico en esta técnica es de alrededor de 10 Da en masas de 10000 Da
o de 50 Da para masas de 50000 Da (Beavis y Chait 1991). Este tipo de
espectrometria es una medida de la masa quimica de la molécula, por ende no
es afectada por las propiedades fisicas e hidrodinamicas de la proteina como
pasa con técnicas como el SDS-PAGE. Otra ventaja del MALDI es que es
practicamente insensible a cualquier buffer en el que este la muestra, haciendo
gue sean necesarios menos pasos de purificacion previa de la proteina para

poder utilizarlo (Beavis et al. 1989).
A.9.6 Métodos Proteémicos

Desalado de extractivos:

Los extractos biolégicos fueron desalados y concentrados como fue descripto
por Villanueva (Villanueva et al., 2003). La matriz de C18 fue activada con
acetonitrilo, luego se lavd varias veces con agua, a continuacion se afadié la
muestra, se mezclé por agitacion y se centrifugd a 15000 g durante 30
segundos. Por ultimo, los péptidos y proteinas vinculadas a la resina de C18 se
eluyeron con isopropanol-TFA 0,1%., mezclando por agitacion y centrifugando
a 15000 g durante 1 min. El sobrenadante de la ultima etapa se utilizé6 para
analisis por MALDI-TOF MS.
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A.9.6.1 Huella peptidica (Peptide Mass Fingerprinting):

La huella peptidica o Peptide Mass Fingerprinting (PMF) es una técnica
analitica para la identificacion de proteinas de organismos cuyo genoma sea
conocido y esté disponible. Brevemente, la proteina de interés desconocida es
digerida por una enzima (una de las mas usadas es la tripsina) generando
péptidos mas pequenos. La masa absoluta (todavia sin saberse) de estos
péptidos es determinada por espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-
TOF). La gran ventaja de este método para la identificacion de proteinas es
que sélo se debe saber las masas de los péptidos. El principal inconveniente es
que la auténtica secuencia proteica (u homologa cercana) debe estar presente

en las bases de datos disponibles.

A.9.6.2 Digestion triptica:

Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE vy visualizadas por tincién de
los geles de acuerdo al método de Coomassie coloidal. Las bandas
seleccionadas fueron cortadas, lavadas con agua milli Q y acetonitrilo varias
veces para remover el colorante y secadas en vacio. Los fragmentos del gel
fueron cubiertos por una solucion de NH4;HCO3; 100 mM conteniendo DTT 10
mM por 30 min a 37°C, luego fueron centrifugadas y lavadas con acetonitrilo
por 5 min. Los fragmentos fueron incubados en una solucion de NH4HCO3; 100
mM conteniendo iodoacetamida 50 mM por 20 min a temperatura ambiente y
oscuridad, y lavados con agua milli Q y acetonitrilo alternativamente. La
digestion triptica fue lograda usando buffer NH4sHCO; 100 mM pH 8,5
conteniendo tripsina (4 ng/uL) por 12 hs a 37°C. Los péptidos resultantes
fueron recuperados por extraccion con acetonitrilo al 50% (v/v) y luego secados

en un SpeedVac, redisueltos en TFA al 0,1% (v/v).

A.9.6.3 PMF por MALDI-TOF/MS:

Los péptidos, productos de la digestion triptica, fueron sembrados en una placa
Ground Steel MP 384 utilizando como matriz a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
(4-HCCA) y fueron analizados por MALDI-TOF/MS. La identificacién del mapa
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triptico se intent6 obtener usando el programa Mascot Tool
(http://www.matrixscience.com) segun los siguientes parametros de busqueda:
(1) Tipo de busqueda, Peptide mass Fingerprinting; (2) Enzima, tripsina; (3)
Base de datos, SwissProt 55.2; (4) Taxonomia, Viridiplantae; (5) Modificaciones
variables, Metilcarbamida (C), Oxidacién (M); (6) Valores de masas,
monoisotopico; (7) Peso de la Proteina, 24 kDa; (8) Tolerancia del peso de la
proteina, + 1000 ppm; (9) Carga de la proteina, +1. Valor de probabilistico de
MOwse: El valor de la proteina es -10*Log (P), donde P es la probabilidad que
el apareamiento observado es un evento al azar. Los valores de la proteina
mayores que 56 son significantes (p<0,05) (Obregon et al. 2012; Obregon et al.
2009a; Obregon et al. 2009b).

A.9.6.4 Espectrometria de masas (EM) en tandem (MALDI-TOF-TOF/MS-MS):

La EM suministra informacion muy valiosa sobre los compuestos quimicos: la
masa molecular, la formula global y, a partir del patron de fragmentaciones, la
estructura molecular, asi como la composicidn isotopica en sustancias
naturales o marcadas. Debe reiterarse la elevada sensibilidad de la EM (en
condiciones muy especiales pueden detectarse sehales correspondientes a
s6lo 10 iones) por lo que es la preferida para la determinacién de trazas en
quimica ambiental y en los controles antidopaje.

Un tandem de espectrometria de masas (EM-EM o MS/MS) es cualquier
sistema que contiene al menos dos etapas de analisis, separadas por una
interfase en la cual los iones procedentes del primer analizador generalmente
son activados y se fragmentan.

En el mas simple de los experimentos de masas, EM-EM, el primer analizador
genera el espectro de masas de una sustancia y selecciona los iones
correspondientes a un mismo valor de m/z, que se denominan iones
precursores.

El principio del procedimiento de la espectrometria de masas en tandem se
ilustra en la figura adjunta en ésta pagina.

Los iones precursores son activados y se fragmentan, pasando al segundo
analizador, con lo que se obtiene el espectro de masas de los iones

precursores seleccionados (barrido de iones fragmento).

Pagina 133



METODOLOGIA. PARTE A

Existen dos categorias principales de espectrometros que permiten realizar
experimentos EM-EM: tandem de espectrometros en el espacio y en el tiempo.
El tandem en el espacio es el resultado del acoplamiento de instrumentos
(cuadrupolo triple) y el tandem en el tiempo es la realizacion de una secuencia
apropiada de eventos en un mismo instrumento de almacenamiento de iones
(por ejemplo en una trampa de iones o la camara de iones en un ciclotron).

El equipo utilizado para la obtencién de todos los espectros de masas fue un
espectrometro de masas MALDI-TOF Ultraflex Extreme (Bruker, Alemania).

Todos los analisis de espectrometria de masas se han realizado en el Servicio
de Protedmica y Bioinformatica de la Universidad Auténoma de Barcelona
(UAB) el cual pertenece al Instituto Nacional de Proteémica, PROTEORED,

Espana.

A.9.6.5 Analisis de la huella peptidica (PMF):

Para la identificacion de los inhibidores, se
llevd a cabo el analisis de la huella peptidica EM-1

o “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

e ()

realizando la digestion triptica de las | |

m/z

bandas obtenidas a partir de geles SDS-
PAGE Las bandas fueron cortadas, lavadas

y decoloradas. Luego, los residuos de Activacién

colisional

+

cisteina libres se redujeron y sometieron a

} Fraccionamento

+ " «—
aje

alquilacién y las muestras asi tratadas se

incubaron en presencia de tripsina a 37°C

—

durante 2 horas para la digestion de los
inhibidores. Los péptidos generados fueron 2,
analizados por espectrometria de masas | ’
MALDI-TOF/MS. Para estos analisis fue | I
utiizado el software Mascot Tool

m/z:

(http://www.matrixscience.com).
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A.9.6.6 Secuenciacion de novo de péptidos internos del inhibidor mediante
MALDI-TOF-TOF/MS-MS:

Para el MS/MS, los iones generados por el proceso de PMF-MALDI-TOF/MS
fueron acelerados a 8 kV a través de una rejilla a 6,7 kV en una regién de
desplazamiento libre de campo, corta y lineal. En ésta region, los iones pasaron
a través de un dispositivo selector de iones temporizados que fue capaz de
seleccionar un péptido de una mezcla de péptidos que estaban a diferentes
valores de m/z para fragmentaciones subsecuentes en la celda de colision.
Después de que fueron seleccionadas varias moléculas de un tipo de péptido a
un determinado valor de m/z por el selector de iones temporizados, las mismas
pasaron a través de un lente de retardo donde los iones fueron desacelerados
y luego introducidos dentro de la celda de colisién, que fue operada a 7 kV. Fue
llevada a cabo la fragmentacién en el modo de simple descomposicion
metaestable (sin gas de colision y con la energia de colisién configurada a 1
keV).
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PARTE B
CLONADO Y EXPRESION HETEROLOGA DE IPPS

B.1 Clonado de los inhibidores

Como se mencion6 anteriormente, en los ensayos de clonacion se emplearon

plantas de las variedades Overa y Chacarera.

B.1.1 Extraccion del ARN total

A partir de las plantas enteras (incluyendo los tallos, las hojas y las raices) de
Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Overa y variedad
Chacarera provenientes de cultivo in vitro, se aislé el ARN total empleando el
kit comercial RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen), que hace uso de las
propiedades de union selectiva de las membranas a base de silice.
Aproximadamente 100 mg de planta fueron triturados con nitrégeno liquido en
un mortero y el polvo resultante se procesé siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. EI ARN eluido de las microcolumnas que
contienen las membranas de silice, se cuantificdé por absorbancia a 260 nm
usando un nanoespectrofotometro UV-visible de micro-volumen (Nanodrop

1000, Thermo) y su integridad se evalué en gel de agarosa 2% (p/v).

B.1.2 Sintesis de la doble cadena hibrida ARN-ADNc

Se sintetiz6 la primera cadena de ADN complementaria al ARNm por reaccion
de retrotranscripcién mediante un kit comercial (First Strand cDNA Synthesis
Kit, Thermo) utilizando los cebadores oligo-p(dT)15 y como molde,
aproximadamente 1,2 ug del ARN total previamente obtenido y desnaturalizado
a 65 °C durante 15 min seguido de una incubacién de 5 min en hielo. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 pyL. La composicion de la
mezcla de reaccion y los parametros de termociclado empleados en la sintesis

del hibrido ARN-ADNCc, fueron los indicados en el kit arriba mencionado.
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B.1.3 Amplificacion por PCR

Para la amplificacién por PCR se utilizd como molde, el ADNc del transcripto
del inhibidor de serin proteasa de Solanum tuberosum subespecie andigenum
variedades Overa y Chacarera obtenido en el paso anterior. Se utilizaron los

cebadores Falineamiento (Forward) y Rev2 (Reverse) (Tabla 9).

Tabla 9: Secuencias nucleotidicas de los cebadores Forward y Reverse utilizados
para amplificar, mediante PCR, el ADNc del IPP obtenido por RT a partir del ARN total
extraido del teijdo vegetal de Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad
Overa y variedad Chacarera.. Se muestran los parametros de los cebadores: longitud,
porcentaje de GC y temperaturas de desnaturalizacion (Tm) aproximadas.

Falineamieto (Forward)

Secuencia (5'a 3’): ATGGAGTCAAAGTTTGCTCACATCATTG
Longitud: 28

%GC: 39

Tm: 65,7°C

Rev2 (Reverse)

Secuencia (5’a 3'): GCCACCCTAGGAATTTGTAC

Longitud: 20

%GC: 50

Tm: 58,4°C

Como el producto de reaccién seria clonado, se utilizé una Taq polimerasa
modificada recombinante purificada de Escherichia coli (NZYTaq DNA
polymerase, MB001), ya que ésta no posee capacidad correctora de errores y
puede poliadenilar los extremos 3" de los productos de PCR. La reaccion se
llevd a cabo en un volumen de 25 pL, en una solucion conteniendo 0,2 mM
dNTPs y 2,5 U de NZYTaq ADN polimerasa (NZY tech) en el buffer
correspondiente (50 mM Tris-HCI; pH 9,0; 50 mM NacCl; 2,5 mM MgCl,). En
todos los casos, se utilizé 2 uL de molde y 1 uL de cada uno de los cebadores
forward y reverse de concentraciéon 10 yM (0,4 uM en la mezcla de reaccion).
El primer Forward estaba disefiado desde el coddn del primer aminoacido de la
proteina madura. El primer Reverse, por su parte, hibridaba desde la secuencia

que codificaba para el ultimo aminoacido. La amplificacion se realizé utilizando
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el programa que se muestra en la Figura 45 en un termociclador Thermal

cycler (VWR, Doppio, Bélgica).

1 | | |
95°C 95°C
2 ‘ r 72°C ‘ 72°C ‘
539G / T 10
| . | AN
X1 X 30 X1

Tiempo

Figura 45: Programa utilizado para la amplificacion por PCR. Inicialmente, la muestra
se desnaturalizé a 95°C durante 2 min. A continuacién hubo 30 ciclos de: 95°C durante
1 min, 53°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Luego, la muestra fue tratada a 72°C
durante 10 min para permitir una completa extension y finalmente, se conservé a 4°C
hasta ser retirada del termociclador.

B.1.4 Electroforesis en geles de agarosa y purificacion de fragmentos de ADN

Las electroforesis de geles de agarosa para visualizar el ADN, se llevaron a
cabo en geles de agarosa al 2% en buffer TAE (5 g/L Tris base; 1 mL/L acido
aceético; 0,05 M EDTA; pH 8,5). Las muestras se sembraron en el gel sin tratar
con ningun tipo de buffer de tincion, debido a que la master mix utilizada
contenia buffer para tefir las moléculas de ADN para poder sembrar
directamente en el gel. Todos los geles contenian Gel Red en una
concentracion 1X. Las corridas se efectuaron en una cuba de electroforesis
Mini-Sub® Cell GT Cell y en una cuba Wide Mini-Sub Cell GT Cell, a un voltaje
constante de 100 V. La visualizacién de las bandas se realizé iluminando los
geles con luz ultravioleta (Sambrook y Maniatis, 1989). Para la purificacion del
ADN retenido en los geles de agarosa, se utilizd el kit comercial QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, 250, Cat. N° 28706). El ensayo se basa en la
disolucién de la agarosa a 50°C en una solucion suministrada por el Kit. La
solucion resultante se pasa a través de una membrana de silica en una
columna, la cual retiene moléculas de ADN de un tamafio mayor a 70 pares de
bases pero no nucleotidos, enzimas, sales, agarosa, Gel Red u otras
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impurezas; la columna se lava con una solucién que contiene alcohol para
eliminar la agarosa. La muestra se recuper6 en 50 pL de una solucidon de agua
MiliQ estéril.

B.1.5 Adenilacion de productos de PCR

El vector pNZY28 (NZYtech, Figura 46) que se utilizd para clonar el producto
de PCR se encuentra disenado para ligar secuencias de ADN con adenina en
sus extremos 5" como poseen los productos de amplificacion cuando se utilizan
polimerasas con actividad transferasa terminal como la NZYTaq DNA

polimerasa, MB0O1.
B.1.6 Ligacion de productos de PCR al vector de clonado pNZY28

La ligacién al vector de clonado pNZY28 (NZYtech) se realizdé en una solucién
de 10 uL que contenia: 3 pL del producto de PCR con la adenilacion, 1 yL de
pNZY28 (50 ng/pL) y 2 U de ADN ligasa T4 (NZYtech) en el buffer de reaccion
NZY. La cantidad de inserto en la mezcla de reaccion se estimé en 25 ng. La
calidad y cantidad de los productos nucleotidicos fueron chequeadas mediante
espectrofotometria de UV, usando un nanofotémetro (Implen, Isaza, Portugal).

La mezcla se incubd a 4°C durante 12 horas.

pNZY28 multiple cloning region (MCR)

Kpn |
Hind Il EcoR |  Pstl Sall Xbal BamH| Spel MNdel EcoRV BamH| Smal Sacl EcoR |

AAGCTTGAATTCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACTAGTCATATGGATATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC

Figura 46: Puntos de referencia de la secuencia del vector pNZY28.
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B.1.7 Principales caracteristicas del vector pNZY28

Pares de bases 2886

Cododn de inicio lacZ 1

Promotor de la T7 ARN polimerasa 24-44

T7 promoter sequencing primer binding site 24-39

Region de clonado multiple 45-126

M13/pUC U19-mer sequencing primer binding site 144-161

Region de fago f1 283-737

pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 2855-2878

T7 promoter sequencing primer 5'-(TAATACGACTCACTATAGGG)-3'
M13/pUC U19-mer sequencing primer 5-(GTTTTCCCAGTCACGACGT)-3'

M13/pUC Reverse Sequencing primer 5'-(GAGCGGATAACAATTTCACACAGG)-3'
B.1.8 Transformacién de E. coli con los plasmidos recombinantes

La transformacion de la cepa E. coli NZYStar con pNZY28 (Figura 46) y pHTP1
(NZYtech, Figura 48) recombinados con la secuencia codificante para los IPPs
se realiz6 utilizando el método de shock térmico (Sambrook y Maniatis, 1989).
El genotipo de NZYStar es: endA1 hsdR17 (r., my+) supE44 thi -1 recA1
gyrA96 relA1 lac[F" proA+B+ lacliZAM15 :Tn10(TcR)]. Las colonias NZYStar
transformantes se sembraron, en condiciones asépticas, en placas de LB-agar
(10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L agar) que
contenian ampicilina (100 pg/mL). Previo a su uso, se esparcieron 20 pyL de X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dgalactopiranésido) 50 mg/mL y 100 pL de
IPTG (isopropil [-tiogalactopirandsido) 100 mM sobre las placas. El
reconocimiento de colonias portadoras de plasmidos pNZY28 con la secuencia
que codifica para el respectivo IPP se realiz6 mediante la visualizacion de la
ausencia de actividad [B-galactosidasa (ver apartado Mecanismo de a-
complementacion). Por otra parte, la transformacién de E. coli de la cepa BL21
(DE3), cuyo genotipo es [F_ ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) A(DE3 */acl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5], con el plasmido recombinante pHTP1 con
la secuencia que codifica para el respectivo IPP, se realizd por el mismo
método que para la cepa NZYStar. Las células tratadas se plaquearon en
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condiciones asépticas, en placas de LB agar en presencia de kanamicina (50
pg/mL). Informacion detallada del sistema pHTP1 se encuentra en el apartado

Vector de Expresion: pHTP1.
B.1.9 Mecanismo de a-complementacion

El vector de clonado pNZY28 (NZYtech), de 2886 pares de bases (pb), incluye
un pequefo fragmento del gen de la B galactosidasa (gen lacZ) de E. coli que
contiene secuencias reguladoras y codifica para los primeros 146 aminoacidos
de la porcién amino terminal de la enzima (fragmento a). Dentro de esta regién
se encuentra un sitio de clonado multiple que mantiene el marco de lectura del
fragmento a (Matthews, 2005). Este vector se utiliza junto con células
hospedadoras que expresan la porcion carboxilo terminal de la B galactosidasa
(fragmento w). Ni el fragmento a que porta el plasmido ni el fragmento w,
codificado en el genoma de la bacteria, son activos por separado sino que se
asocian para dar lugar a la enzima activa. Las bacterias transformadas no
recombinantes /ac’ resultantes son faciimente reconocibles porque forman
colonias azules en presencia del cromogeno X-Gal. Este ultimo es sustrato de
B galactosidasa y genera un producto azul al ser hidrolizado por la enzima.
Habitualmente, la insercién de un fragmento en el sitio de clonado del plasmido
impide esta a-complementaciéon al producir un fragmento a inactivo. De esta
forma, las bacterias transformadas con plasmidos recombinantes forman
colonias blancas en presencia de X-Gal.

La expresion del fragmento w se encuentra regulada por el represor lac el cual
puede ser desplazado por una molécula de IPTG. De este modo la presencia

de IPTG es necesaria para que se dé la a-complementacion (Figura 47).
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/PTG gecuencias 3
Cromosoma bacteriano v del lacZ
........... —(-:)_ — I
MDA,
C-terminal de la ¢
Vector pNZY28 B-Galactosidadsa

__,,._..\ (fragmento w)

r\'\ N-terminal de la

U i B-Galactosidadsa

(fragmento a) HH
¢ + X-Gal T o

\ VA lo Como no hay clivaje de

X-Gal, las colonias
bacterianas permancen
blancas

Secuencias 5’
del lacZ ¢ Clivaje de X-Gal

¢ La acumulacién
del producto de

# X-Gal da como
resultado

colonias azules

Figura 47: Mecanismo de a-complementacién para el gen lacZ (Applied Molecular
Genetics — Bioc 471a/571a. Lecture 4 - E. coli Hosts and Plasmid Biology).

B.1.10 Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico de bacterias transformadas se realizd
utilizando el kit comercial GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma). La misma se
basa en el procedimiento de la lisis alcalina (Sambrook y Maniatis, 1989); para
la purificacion del plasmido se utiliza una matriz de silica montada en una
columna como la que se uso para recuperar el ADN luego de su extracciéon de
geles de agarosa (ver seccion B.1.4). Las bacterias (E.coli de la cepa NZY Star)
de un cultivo de 5 mL se lisaron en una solucion de resuspension del kit. El
lisado se pas6 a través de la columna de silica, la cual se lavo para luego

recuperar la muestra en aproximadamente 50 uL de agua MiliQ estéril.
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B.1.11 Screening rapido de colonias transformadas

A fin de identificar las colonias portadoras de plasmidos recombinantes, se
realizd un protocolo de screening rapido. Se crecieron presuntas colonias
recombinantes en 5 mL de caldo LB con ampicilina (100 pg/mL) durante toda la
noche a 37°C con agitacion. Una alicuota de 2 mL de este cultivo se centrifugo,
en una centrifuga refrigerada a 14000 g durante 2 minutos. Se descartaron los
sobrenadantes y las células se trataron con el GenElute Plasmid Miniprep Kit
(Sigma, Cat. Nr. PLN70) siguiendo las especificaciones del fabricante. El
inserto clonado fue verificado mediante amplificacion por PCR utilizando los
cebadores “T7 promoter sequencing primer” (Forward) y “pUC/M13 Primer,
Forward (24mer)” (Reverse) (Tabla 10), que se encuentran ubicados a unos 75
pb upstream (cuesta arriba) hacia el extremo 5" y 75 pb downstream (cuesta
abajo) hacia el extremo 3" del sitio de clonado multiple del vector pNZY28. Una
alicuota de la fase acuosa del producto de PCR (5 L) se corri6 en una

electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 10: Secuencias nucleotidicas de los cebadores Forward y Reverse utilizados
para corroborar la presencia del IPP en el plasmido pNZY28. Se muestran los datos de
los cebadores: longitud, porcentaje de GC y temperaturas de desnaturalizacion (Tm)
aproximadas.

T7 promoter sequencing primer (Forward)

Secuencia (5’a 3): TAATACGACTCACTATAGGG
Longitud: 20

%GC: 40

Tm: 54,3°C

pUC/M13 Primer, Forward (24mer)

(Reverse)

Secuencia (5’a 3'):

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

Longitud: 24
%GC: 63
Tm: 70,4°C
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B.1.12 Confirmacion del clonado del gen del IPP dentro del plasmido pNZY28

A continuacion los productos de PCR se secuenciaron por el método de Sanger
(Macrogen, Korea). El analisis de dicha secuencia verifico que se habia
clonado correctamente la secuencia codificante para el IPP maduro de la
variedad Overa en el plasmido pNZY28. El analisis de las secuencias se realizd
utiizando las herramientas informaticas disponibles en EXPASY

[http://ca.expasy.org/].

B.2 Expresion heterdloga

B.2.1 Clonado direccional del oPTI en el vector de expresion pHTP1. Adicion

de secuencias 5" “overhangs”

A fin de expresar el oPTI en el sistema de clonado y expresion NZYEasy
(Figura 48), se procedié a la técnica de clonado direccional mediante el
agregado de secuencias nucleotidicas que formen “5’ overhangs” simple hebra
en la secuencia codificante para el oPTI, con cebadores disefiados
especificamente. Para poder realizar este paso, se tuvo que recuperar la
secuencia codificante para el IPP serinico de la variedad Overa del plasmido
pNZY28, con cebadores especificos (Tabla 11) para adicionar los 5" overhangs
necesarios para introducir la secuencia codificante del oPTI en el vector de

expresion pHTP1 (Figura 49).

Tabla 11: Secuencias nucleotidicas de los cebadores Forward y Reverse utilizados
para agregar a las secuencias clonadas, un 5 overhang (en amarillo) en cada
extremos de la secuencia que codifica para el IPP maduro, recuperada del plasmido
de clonado pNZY28. Se muestran los datos de los cebadores: longitud, porcentaje de
GC y temperaturas de desnaturalizacion (Tm) aproximadas.

Fexp

(Forward)

Secuencia | TCAGCAAGGGCTGAGGATGGAGTCAAAGTTTG
(5'a3):

Longitud: 32

%GC: 50
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Tm: 73,8°C

Rexp

(Reverse)

Secuencia | TCAGCGGAAGCTGAGGTCAGCCACCCTAGGAATTTGTACAACATCA
(5a 3):

Longitud: 46

%GC: 50

Tm: 81,6°C
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T7 universal primer

Promotor T7 Operado lac rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA

STOP
Cola de histidinas
cc GGCAGCAGC AGCAGCGGCCC / 4=/ TGA TCCGTCGACAAGCTTGCG
MetGlySerSer SerSerGlyProGlnGlnGlyLeuArg / # / *

GCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAA

Terminador T7 T7 terminator
CCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGA

Figura 48: EI simbolo S representa el sitio donde el gen clonado va a ser insertado. Rodeando este sitio, se observan las
secuencias en verde que corresponden a los overhangs anadidos a la secuencia del inserto para que hibride con el vector. Kan: significa que
el marcador de seleccion es kanamicina (560-1365 pb). rbs: refiere al sitio de unién a ribosoma. Promotor T7: sombreado en gris. Primer
metionina (ATG): en verde y subrayada. Secuencias codificantes para la cola de histidinas: en turquesa. Terminador T7: sombreado en gris.
Las flechas grises muestran donde hibridan los cebadores “T7 universal primer’y el “T7 terminator’. El tamano extra del fragmento de ADN es
de aproximadamente 290 pb. La secuencia afiadida a la proteina recombinante final es: MGSSHHHHHHSSGPQQGLR (protocolo del sistema
de clonado y expresion NZYEasy).
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Primer Reverse

3’ ACTACAACATGTTTAAGGATCCCACCGACTGGAGTCGAAGGCGACT 5

5 ATGGAGTCAAAGTTTG 3
GEN DE INTERES
3 ACTACAACATGTTTAAGGATCCCACCG 5

5’ TCAGCAAGGGCTGAGGATGGAGTCAAAGTTTG 3’

Primer Foward

PCR

Clonado independiente de ligacion (CIL)

5 TGACCTCAGCTTCCGCTGA 3’

5’ TCAGCAAGGGCTGAGG
GEN DE INTERES
ACTGGAGTCGAAGGCGACT &’

3’ AGTCGTTCCCGACTCC 5’

pHTP1

Figura 49: Diagrama esquematico del disefio de los cebadores y obtencion del producto de
PCR, y de la complementariedad de bases entre el inserto y el vector segun el sistema de
clonado y expresion NZYEasy.

Se realizé una PCR en las mismas condiciones en las que se generd la secuencia
codificante antes de introducirla en el vector de clonado. Se sembr6 en un gel de
agarosa al 2% y se cortd y purificd la banda correspondiente. Se utiliz6 una mezcla
enzimatica llamada NZYEasy enzyme mix, la cual es una formulacion patentada usada
para el clonado independiente del proceso de ligacion. El inserto asi generado puede
ser entonces facilmente clonado en vectores pHTP, que son suministrados de forma
lineal con las terminaciones complementarias de simples cadena requeridas (protocolo
del sistema de clonado y expresion NZYEasy). Con el producto de la ligacion se
transformaron E.coli BL21 (DE3) y se plaquearon.

Con la finalidad de confirmar la presencia de inserto en estos plasmidos, se realizd una
amplificacion por PCR de minipreparados obtenidos a partir de colonias recombinantes,
utilizando los cebadores T7 promoter primer (Forward) y T7 terminator primer (Reverse)
(Tabla 12).
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Tabla 12: Secuencias nucleotidicas de los cebadores Forward y Reverse utilizados para
corroborar la presencia del oPTl en el plasmido pHTP1. Se muestran los datos de los
cebadores: longitud, porcentaje de GC y temperaturas de desnaturalizaciéon (Tm) aproximadas.

T7 Promoter primer (Forward)

Secuencia (5'a 3'): TAATACGACTCACTATAGGG
Longitud: 20

%GC: 40

Tm: 54,3°C

T7 terminator primer (Reverse)

Secuencia (5'a 3'): GCTAGTTATTGCTCAGCGG
Longitud: 19

%GC: 53

Tm: 57,3°C

Se espera observar los insertos correspondientes a los clones con las secuencias que
codifican para el oPTl con un tamano aproximado a los 600 pares de bases
aproximadamente, coincidiendo asi con el tamafo esperado para la secuencia
codificante para el oPTI (300 pb) teniendo en cuenta ademas la secuencia del vector
por fuera del gen de interés (290 pb, aproximadamente), indicando que estos
plasmidos eran recombinantes.

Los cebadores hibridan en secuencias que se encuentran ubicadas a unos 144 pb
upstream (cuesta arriba) hacia el extremo 5°, y 143 pb downstream (cuesta abajo)
hacia el extremo 3" del sitio de clonado multiple del vector o del inglés “multiple
clonning site” (MCS) del plasmido pNZY28.

B.2.2 Produccién del oPTI recombinante

Para la produccion del IPP recombinante se prepard un precultivo con colonias frescas
de E. coli BL21 (DE3) transformadas con la secuencia que codifica para el IPP maduro
dentro del vector de expresion pHTP1, en 10 mL de caldo LB con kanamicina (50
pg/mL). El precultivo fue incubado durante toda la noche a 37°C. Una alicuota (5 mL)
se agrego a 500 mL de LB-kanamicina, y se incubd a 37°C con agitacion (4 g) en un
incubador orbital (Gallenkamp) hasta que el cultivo alcanzé una densidad 6ptica a 600

nm de 0,5 a 0,7. Luego se agregd IPTG hasta una concentracién final 1mM y se incubd
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durante 20 horas en las mismas condiciones. El cultivo resultante se centrifugd durante
30 minutos a 2500 g en tubos de 50 mL.

Cabe sefialar que la secuencia clonada del oPTI fue analizada para observar si
contenia un péptido sefal para que la proteina pudiera ser exportada al periplasma. El
péptido senal pudo ser detectado mediante el analisis a través de diferentes softwares
como PrediSi (Hiller et al., 2004), Signal-Blast (Frank y Sippl, 2008), Phobius (Kall et
al., 2007), Signal 3-L (Shen y Chou, 2007) y OCTOPUS (Viklund y Elofsson, 2008).
Pasadas 20 horas de la induccion, todo el liquido contenido en los 500 mL del cultivo
se sometio a centrifugaciones a 2100 g durante 30 min en tubos de 50 mL. Luego, el
sobrenadante se filtré6 empleando tubos AMICON 10K de 15 mL (Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Units — 10,000 NMWL) centrifugando a 2100 g cada 30 min,
concentrando de esta manera el oPTl que quedd en el espacio extracelular, hasta
alcanzar una concentracion de 2 mg/mL.

La produccidon en periplasma tiene variadas ventajas como la simplificacion de la
purificacion de la proteina recombinante, puesto que el periplasma contiene menor
cantidad de proteinas enddgenas y ademas, la correcta formacion de los puentes
disulfuro puede ser facilitada porque el espacio periplasmatico entrega el ambiente
oxidativo necesario (Choi et al., 2006).

El vector a utilizar en el presente trabajo corresponde al vector de expresién pHTP1. El
funcionamiento del vector se encuentra estrechamente ligado a las caracteristicas del
hospedador elegido (Figura 50) y posee como marcador de seleccién un gen que

confiere resistencia a kanamicina (diferente al antibiotico usado para clonar).
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Induccion por IPTG

E. coli RNA v

Polimerasa

Gen T7RNA

l olimerasa .
( e | T7 RNA "f""‘”a’a Induccion por IPTG
| l Oli:erador lac T7 RNA Polimerasa
|
|
|

Promotor lacUV5

e g4

l Gen del oPTI
’ |
& .

Represor
lae

- Il
| T Operador lac
| Promotor T7
Represor
lac

Genoma de E.coli Vector de Expresidn

Figura 50: Sistema de expresién para proteinas recombinantes utilizando como hospedador a
E. coli BL21 (DE3) y como vector de expresion el vector pHTP1. En la imagen es posible
apreciar la induccion por IPTG de la transcripcion de T7 RNA polimerasa, la cual, una vez
expresada transcribe el gen de la proteina recombinante de interés, bajo la induccion del
mismo compuesto, IPTG (Quiroga Campano, 2010).

La Figura 50 muestra los elementos disponibles para el control de los niveles de T7
RNA polimerasa y la posterior transcripcion del gen insertado en el vector pHTP1. En
lisdbgenos ADE3, la T7 RNA polimerasa se encuentra bajo el control del promotor
lacUVS5, el cual permite un grado de transcripcion en el estado no inducido y en la
ausencia de control adicional, es recomendado para la expresion de variados genes
cuyos productos tienen efectos inocuos en el crecimiento de las células hospedadoras
(Novagen, 2006).

B.2.3 Anélisis por SDS-PAGE del oPTI
Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS (dodecil

sulfato de sodio) fueron realizadas siguiendo el protocolo convencional de Laemmli

utilizando un gel concentrador de acrilamida al 5% (p/v) y un gel separador de 12%
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(p/v) de acrilamida. Las muestras se trataron con un volumen igual de tampon de
muestra [Tris-HCI 0,06 M pH 6,8; glicerol 10% (v/v); SDS 2% (p/v), azul de bromofenol
0,001% (p/v)] y se corrieron siempre reducidas. Para ello, se agregd B-mercaptoetanol.
Las muestras se calentaron, antes de la electroforesis, durante 5 minutos en un bafo
seco a 99°C. Las electroforesis se realizaron en una cuba Bio-Rad Mini Protean lll, a
un amperaje constante de 80 mA, en buffer Tris-glicina [Tris 0,3% (p/v); glicina 1,44%
(p/v); SDS 0,1% (p/v)]. Los geles se tifieron con azul de Coomassie G-250 por
inmersion en una solucién del colorante [0,1% (p/v) en solucién fijadora: metanol 40%
(v/v), acido acético 10% (v/v)] y se destifieron con solucion de acido acético 10% (v/v)

durante toda la noche.
B.2.4 Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas se estimé por el método de Bradford, el cual utiliza el
colorante Coomassie Blue G-250 como reactivo. La técnica se basa en el cambio de
longitud de onda del maximo de absorcion del Coomasie Blue G-250 libre (465 nm) al
unirse a proteinas (595 nm). En las condiciones ensayadas, el limite de deteccion de
esta técnica es cercano a los 50 ug/uL.

Como estandar se utilizd una solucién de seroalbumina bovina (BSA) con la que se
realizd una curva de calibracion. Las medidas se realizaron por duplicado, en
microcubetas de 1 mL. La solucién de reaccién contenia 990 pL de reactivo Bradford
Protein Assay y 33 uL de solucion de proteina. La reaccién se dejo transcurrir durante
10 minutos a temperatura ambiente, y luego se midio la absorbancia a 595 nm en un
nanofotometro (Implen, Isaza, Portugal) que también sirve de espectrofotdmetro con

cubetas.
B.2.5 Estudio de la capacidad inhibidora de tripsina del oPTI

Los ensayos de inhibicién de tripsina bovina (Sigma) se llevaron a cabo a pH 8 y 37°C;
condiciones Optimas de reaccion de la tripsina. Las soluciones de la enzima y el IPP
recombinante (oPTI) fueron preparadas en agua MiliQ. Durante los experimentos la
concentracion de sustrato (10 uM) se mantuvo siempre mayor que la de enzima (0,3
nM), condicion saturante o de velocidad inicial maxima de Michaelis-Menten. Los

ensayos se llevaron a cabo en microplacas transparentes de 96 pocillos (Costar,
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Corning Life Sciences). Todas las medidas fueron realizadas por triplicado en un
volumen final de 200 pL y los cambios de intensidad, medidos a una longitud de onda
de excitacion de 410 nm, fueron registrados en un lector de placas (Infinite M200 PRO,
TECAN).
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PARTE C
EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES DE IPPS EN CULTIVOS IN
VITRO DE PAPAS ANDINAS

C.1 Analisis de expresion de genes

La investigacion de la expresion de los genes es un paso inicial y esencial para
entender la funcion de un gen dentro de un contexto fisiolégico. Para ello una técnica
esencial que se utiliza para evaluar dichos estudios es la PCR en tiempo real o gPCR.
Los ensayos de PCR en tiempo real (QPCR) son reproducibles, cuantitativos, y rapidos.
Ellos pueden ser adaptados al estudio de especies de plantas modelo y plantas que no
son modelo, sin la necesidad de tener toda la informacién a disposicién sobre la
secuencia del genoma o del transcriptoma. En éste trabajo se provee de un protocolo
para un ensayo de qPCR de confianza, el cual puede ser facilmente adaptado a
cualquier especie de planta de interés. Se describe el disefio de la estrategia de gqPCR
y el disefio de cebadores, consideraciones para la generacién del material vegetal,
preparacion del ARN vy sintesis de cADN, preparacion de la qPCR y su respectiva
corrida, y el analisis de la informacién de la qPCR, interpretacion, y presentacion final
(Abdallah y Bauer 2016).

En esta parte del trabajo se pretende cuantificar los niveles de expresion de genes de
IPPs serinicos, frente a diferentes situaciones de stress abidtico. Para ello se utilizara
como muestra todos los 6rganos de las vitroplantas obtenidas.

Para realizar los ensayos anteriormente mencionados, las papas andinas de las
variedades Overa y Chacarera fueron crecidas en camara de cultivo (Aralab Fitoclima
10000EHF) a 25 °C y 80% de humedad con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de
oscuridad. Luego, a partir de una planta de cada variedad, se realizé el cultivo in vitro
para evitar la variabilidad genética entre las mismas. Se realiz6 la desinfeccion de las
plantas con etanol al 70% durante 1 min, 3 lavados con agua destilada estéril, un
lavado con Hipoclorito de Sodio al 2% durante 5 min y por ultimo 3 lavados mas con
agua destilada estéril. Para los cultivos in vitro se utiliz6 como medio Murashige y
Skoog 4,4 g/L, de sacarosa 30 g/L, 6-benzilamino-purina (BAP) 120 ug/L, agar 7 g/L y
pH entre 5,5 — 5,7. Las condiciones fueron 25 °C, 50% de humedad y 16 horas de luz 'y

8 de oscuridad. Se dejaron crecer los explantos durante 1 mes. Debido a que la
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variedad Chacarera presenté demasiadas contaminaciones y no se podia llegar al
numero deseado de vitroplantas para realizar los ensayos, se realizaron los ensayos

solamente con la variedad Overa.
C.1.1 Fase 0: preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se obtuvieron explantos
con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos
explantos fue recomendable mantener a la planta madre, es decir la planta donadora
de yemas, durante un periodo de tiempo que oscilé alrededor de los 2 meses en una
camara de cultivo bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultivaron las
plantas en condiciones sanitarias Optimas y con un control de la nutricion y riego

adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.
C.1.2 Fase 1: desinfeccion del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extrajeron los fragmentos a partir de los cuales se
obtuvieron los explantos (yemas). Antes de extraer los explantos se hizo una
desinfeccion de los fragmentos de la planta madre para eliminar los contaminantes
externos. Los contaminantes mas comunes fueron los hongos y las bacterias que
habitaban en forma natural en el ambiente. Una vez desinfectado el material vegetal, se
debié mantener en condiciones de asepsia.

A efectos de obtener las condiciones de asepsia, se trabajé en cabinas de flujo laminar
para extraer los explantos a partir del material vegetal. Estos explanteos se introdujeron
en un tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder controlar la sanidad y
la viabilidad, luego de realizar la desinfeccion del material con etanol al 70% durante 1
min, 3 lavados con agua destilada estéril, luego con hipoclorito de sodio (agua clorada
comercial) diluido al 2% durante un periodo de 5 min, seguido por 3 enjuagues en agua
estéril.
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C.1.3 Fase 2: introduccioén del material in vitro

Luego de la desinfeccién superficial, las yemas se pusieron en medio de cultivo estéril.
En un periodo de una semana o quince dias, comienzo6 el proceso de regeneracion de

nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro.
C.1.4 Fase 3: multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se esperd que los explantos que sobrevivieron la FASE 1 y 2
originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de
cada hoja hay una yema que se desarrollara luego de ser puesta en contacto con el
medio de cultivo. El numero de plantas que se obtuvo dependid de la especie vegetal y

de las condiciones del medio de cultivo.
C.1.5 Fase 4: eleccion de un medio de enraizamiento de los explantos

Para enraizar los explantos no se necesitd pasar por esta etapa y emitieron sus raices
en el mismo medio de cultivo donde desarrollaron yemas nuevas, por lo tanto el

proceso de multiplicacion y enraizamiento transcurrieron en forma simultanea.
C.1.6 Fase 5: aclimatacion de los explantos enraizados

Los explantos fueron muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que el éxito
de todo el proceso, dependié de la aclimatacion. En esta etapa las plantas sufrieron
cambios de diferente tipo que permitieron la adaptacion de las mismas a vivir en
condiciones naturales. En el momento en que se extrajeron los explantos o plantines
enraizados de los tubos, estuvieron poco adaptados a crecer en un invernaculo, ya que
estos explantos enraizaron y crecieron en ambientes con una humedad relativa muy
elevada y generalmente tuvieron estomas (estructuras responsables de regular la
transpiracion y pérdida de agua en la planta) que no son completamente funcionales
frente a descensos de la humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para evitar
la desecacion del explanto. Por otra parte, al haber crecido en ambientes tan humedos
también implicé la falta de una cuticula con cera bien desarrollada, que representa la

barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la superficie de la planta.
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C.1.7 Fase 6: Tratamientos de los explantos

Los explantos fueron tratados de diferentes maneras luego de haberlos dejado crecer 1
mes en la camara de cultivo. El dia 31, se sometieron los plantines a los distintos
tratamientos descriptos mas adelante y se dejaron crecer nuevamente en la camara de
cultivo durante 24 hs o 48 hs, segun el caso. Luego de esperar 24 hs o 48 hs, se

congelaron en nitrogeno liquido para la extraccion del ARN de cada explanto.

Los diferentes tratamientos se obtuvieron por duplicado y se nombraron de la siguiente

manera:

Muestra 1: Control O hs sin tratamiento.

Muestra 2: Tratamiento con disolvente de Metil Jasmonato (MEJA) por 24 hs.
Muestra 4: Tratamiento con MEJA por 24 hs.

Muestra 6: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas por 24
hs.

Muestra 7: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas y
disolvente de MEJA por 24 hs.

Muestra 8: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas y
MEJA por 24 hs.

Muestra 9: Tratamiento con disolvente de MEJA por 48 hs.

Muestra 10: Tratamiento con MEJA por 48 hs.

Muestra 11: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas por
48 hs.

Muestra 12: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas y
disolvente de MEJA por 48 hs.

Muestra 13: Tratamiento con agujas descartables originando heridas en las hojas y
MEJA por 48 hs.

Las muestras 3 y 5, sufrieron contaminacion bacteriana y es por esta razén que no se
listan. La solucién de MEJA consté de: 2,5% etanol, 0,1% Tween y 100 yM MEJA como
concentraciones finales de cada uno. Cuando cada planta fue recolectada, se procedi6
a congelar cada vitro planta entera en nitrogeno liquido y a procesarlas con un mortero

y un pistén para producir un fino polvo y asi proceder a la extracciéon de ARN utilizando
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el kit Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (USA, Nr. #74904), siguiendo las instrucciones del
mismo. La cantidad y calidad del ARN se midi6 mediante espectrofototometria de UV,
utilizando un nanofotdometro (Implen, Isaza, Portugal). Fue sintetizado cDNA de simple
hebra utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas UAB, Cat.Nr.
#K1612) en un termociclador (VWR, Doppio, Bélgica), de acuerdo a las instrucciones
del mismo.

Mediante el secuenciado de fragmentos clonados identificados con inhibidores de serin
proteasas se disefiaron cebadores para obtener un producto de gPCR equivalente
entre 100-200 pb con un “annealing” de los cebadores de 60°C. Se llevaron a cabo las
reacciones de qPCR en un termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) con las siguientes condiciones de reaccién: 10
min a 95°C y 30 ciclos con 15 seg a 95°C, 15 seg a 60°C, y 15 seg a 70°C. Las
amplificaciones se llevaron a cabo usando 0,5 yM de cada primer mezclado en 12,5 uM
de 2xPCR iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) y con 120 ng de cDNA en un volumen
final de 20 uL. Se procedio a realizar la muestra por duplicado para el gen del inhibidor,
asi como también para los controles. Los controles negativos de la qPCR fueron
realizados con el control negativo de la RT-PCR sin muestra y ademas también un
control negativo con agua. Se calculé la misma concentracion de RNA de la muestra a
utilizar para realizar la RT-PCR, y asi luego, proceder a realizar la gPCR. Los ensayos
se realizaron en una placa multiwell blanca de 96 pocillos.

Se utilizé el método CT (del inglés cycle threshold, cuya traduccién es ciclo umbral)
comparativo (AACT; Livak y Schmittgen, 2001) para la cuantificacion relativa de los
valores de expresion de del gen de interés usando como genes de referencia el gen de
actina y de la proteina ribisomal del ARN 18 S y a las plantas sin tratamiento alguno
como muestras controles. Los datos fueron analizados utilizando el software CFX

Manager™ version 3.1 (Bio-Rad).
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PARTE D
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE IPPS DE PAPAS ANDINAS

D.1 Ensayos microbiolégicos

Se ha informado en la bibliografia que los inhibidores de proteasas de origen vegetal
tienen efecto inhibitorio del crecimiento de microorganismos patégenos, convirtiéndolos
en promisorios agentes antimicrobianos (Malmstrom et al., 2009; Jin-Young et al.,
2005). Por ese motivo se han realizado algunos ensayos preliminares sobre la
capacidad antimicrobiana in vitro de inhibidores de proteasas frente a distintas cepas

de importancia clinica, agrondmica y alimentaria.

D.1.1 Ensayos turbidimétricos

Para los ensayos microbiolégicos, se emplearon los ECs tratados térmicamente (TT).
La actividad antimicrobiana de los extractos TT60, TT70, TT80 y TT90 fue ensayada
frente a cepas ATCC modelo de Staphylococcus aureus (Gram positivo), Escherichia
coli (Gram negativa), Salmonella enteritidis y Pseudomona aeruginosa.

Los ensayos se realizaron incubando los extractos en medio de cultivo liquido
(Tripteina Soja Caldo, TSC) a 37°C con las distintas cepas bacterianas. Los cultivos
bacterianos fueron incubados en caldo nutritivo durante 24 horas a 37°C. Para cada
cepa bacteriana se agregaron 100 yL de cultivo bacteriano a 3 tubos de hemdlisis
conteniendo cada uno 2,5 mL de caldo tripteina soja y se incubaron durante 30 minutos
a 37°C. Luego del tiempo mencionado se agregd formol en el primer tubo, nada en el
segundo (testigo no inhibido) y 200 pL de solucion proveniente de los distintos
extractos y se incubaron durante 20 horas. Los tubos fueron examinados en base a la
evidencia macroscopica de crecimiento visualizada por la presencia de turbidez, velo o
sedimento. La densidad microbiana se determiné en forma indirecta a partir de la
medicion de los valores de absorbancia de los tubos a 650 nm antes y luego de la
incubacion durante 20 horas. Los resultados se expresaron como el porcentaje de
inhibicion del crecimiento bacteriano por accion de los extractos de acuerdo a la
férmula de Ballows (1976):
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1%= 100 - (Am20 — A0 / Am-ni 20 — A0 *100)

Dénde: Am= densidad 6ptica (650 nm) del cultivo bacteriano en presencia de los
antimicrobianos luego de 20 horas de incubacion. Am-ni 20= densidad o6ptica (650 nm)
del cultivo bacteriano no inhibido luego de 20 horas de incubacién. AO= densidad Optica

(650 nm) antes de la incubacion.
D.1.2 Ensayos de recuento en placa

En ensayos posteriores, se realizaron recuento en placa de las UFC (unidades
formadoras de colonias) de las bacterias anteriormente mencionadas. El esquema de
trabajo desarrollado para el ensayo de recuento en placa de las UFCs de las 4
bacterias ATCC con y sin extractos crudos tratados térmicamente a 60°C se muestra a

continuacion:
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E. coli S. enteritidis P. aeruginosa S. aureus

1000 pul de TSC + .
., . Dil. 5
indculo bacteriano

100 l/ 100 \L 100 pl 100

2mlde TSC +indculo crecidas a 372C por 2,5 horas aprox. Y 210 rpm en incub. orbital

Adicién de las muestras a los indculo

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx .

E. coli ]
1,5mlde TSC
100 u| (XZ) +0,5 ml de
1000 pl de TSC + . C;TSO de
inéculo bacteriano Dil. 5 — urquena
ImldeTSC+1 —
ml de TT60 de
100 ul(x2) Sacampaya Roja -
—
L 1mlde TSC
+1mlde
100 ul (x2) TT60de
Malcacha
S. enteritidis P. aeruginosa S. aureus
1000 pul de TSC + . 1000 pl de TSC + . 1000 ul de TSC + .
- . Dil.5 ) . Dil.3 - ) Dil.3
inéculo bacteriano inéculo bacteriano inéculo bacteriano
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1,5mlde TSC
(x2) +0,5mlde
TT60 de
Churquefia

Se esparcieron los
50 pl con ansa de —_
vidrio

TSA (5 mlaprox.)

1mlde TSC+1 o
(x2) mlde TT60 de °
Sacampaya Roja f °

1mlde TSC
(x2) +1mlde
TT60 de
Malcacha

D.1.3 Actividad inhibitoria sobre un fitopatdgeno mediante confrontacién dual

Se dejaron creciendo en
incubador orbital a 37 °C
durante 20 horas

s aproximadamente

TSA (5 mlaprox.)

TSA (5 mlaprox.)

Se estudié también la actividad inhibitoria del crecimiento miceliar de cepas de
Phytophthora capsici provistas por el Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad
Nacional de Lujan por efecto de los IPPs, de acuerdo a la metodologia de confrontacion
dual. Se empleé medio V8 (preparado con un 34% de jugo comercial V8, 8 vegetales
de Campbell y un 3% de agar) para el desarrollo de esta cepa. Se recortaron discos del

pseudohongo (6 mm de diametro) y se incubaron en las soluciones con los distintos
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inhibidores peptidicos, se colocaron en el centro de pequefias placas de Petri y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 dias. Se midi6 la actividad de los IPPs
por la medida de inhibicion del desarrollo miceliar del pseudohongo ensayados a lo
largo del tiempo de incubaciéon en comparacion con la placa control (disco de incubado

en buffer).
D.1.4 Ensayos antimicrobianos mediante halos de inhibicion

Materiales:

- Tubos con suero fisiologico (0,85 g de NaCl en 100 mL de agua destilada estéril).

- Hisopos estériles.

- Medio de cultivo. Se utilizé Tripteina Soja Agar (TSA). EI medio TSA posee una
concentracion baja de iones divalentes y no debe ser suplementado para obtener
concentraciones fisiologicas. Este medio no es el recomendado por la NCCLS, pero
en medio TSA crecen mejor la mayor parte de las bacterias patdgenas. El pH del
medio debe ajustarse alrededor de 7, debe almacenarse a 2-8°C y utilizarse dentro
de los 7 dias siguientes a su preparacién. El medio debe dejarse a temperatura
ambiente unas dos horas antes de utilizarlo. Si existe agua en la superficie del agar,
las placas pueden colocarse en el incubador.

- Volumenes de muestra (10 pL). Se deben guardar a -20°C y dejarlos a temperatura
ambiente hasta descongelarlos antes de utilizarlos. El deterioro de la muestra puede

ocurrir si es sometida a frecuentes fluctuaciones de temperatura.

Método:

La deteccidn de la actividad antimicrobiana del oPTI fue llevada a cabo de acuerdo al
método descripto por Van Reenen (Van Reenen et al, 1998) contra varios
microorganismos, con modificaciones.

Se realizaron ensayos de inhibicion de microorganismos mediante el método del halo
de inhibicién, utilizando como muestra el sobrenadante obtenido de la expresion del
IPP maduro de la variedad Overa de Solanum tuberosum subespecie andigenum.

Para la determinacion del antibiograma en placa en estafilococos, enterococos,
enterobacterias y bacilos gram-negativos no fermentadores se utilizd el siguiente

procedimiento:
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Preparacion del indculo:

Método de suspensién directa de colonias: A partir de una placa de cultivo de 18 a 24

horas se repicaron varias colonias con un ansa y se ajusto el indculo a una turbidez
equivalente al 0,5 de la escala de MacFarland utilizando suero fisiolégico. Se agit6é en
un agitador "vortex" durante 15-20 segundos. Este método es el mas adecuado para

microorganismos de crecimiento dificil en medios liquidos.

Microorganismos ensayados:

Se ensayaron los antibiogramas con los siguientes microorganismos que estaban a

disposicion en el laboratorio:

1
2
3

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Enterococcus faecalis DSMZ 12956
Enterococcus faecium DSMZ 13590

N
N N N N N N N N

Enterococcus flavescens DSMZ 7370

(9]

Enterococcus gallinarum DSMZ 20628

(¢}

Enterococcus casseliflavus DSMZ 20680
7) Salmonella braenderup

8) Salmonella enteritidis NCTC 5188

9) Salmonella tiphymurium IPIMARSD 28
10) Escherichia coli ATCC 8739

11) Klebsiella pneumoniae

12) Proteus vulgaris

13) Pseudomonas aeruginosa ESB 03

14) Bacillus cereus ATCC 11778

5) Bacillus subtilis NCTC 3610

6) Bacillus stearothermophilus

7) S. aureus ATCC 29213
8)

)

)

)

)

)

9) Listeria monocytogenes 7947

1
1
1
18) Listeria monocytogenes 7946

1

20) Staphylococcus aureus 18 N (mrsa)

21) Staphylococcus aureus 2037 M1 (MSSA)
22
23) Listeria innocua 2030 C

Yersinia enterocolitica ref
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24
25
26) Sacharomyces cerevisiae
27
28

29) Acinetobacter baumannii (resistente)

Yersinia enterocolitica

Candida albicans

Proteus spp (mirabilis)

Acinetobacter baumannii (sensible)

30) Acinetobacter calcoaceticus (resistente)

)
)
)
)
)
)
)
31)

Acinetobacter calcoaceticus (sensible)

Reproducibilidad:

El medio de Tripteina Soja Agar (TSA), presenta una buena reproducibilidad entre

fabricantes. La reproducibilidad esta condicionada a la correcta estandarizacion de la

metodologia y a la utilizacién de controles de calidad.

Inoculacion de las placas:

Antes de que transcurran 15 minutos de haber ajustado el in6culo, se introdujo un
hisopo dentro de la suspension y al retirarlo se roté varias veces contra la pared del
tubo por encima del nivel del liquido con la finalidad de eliminar el exceso de inéculo.

Se inocularon las placas de TSA completamente, sin dejar ninguna zona libre. Esto se
consiguio deslizando el escobillén por la superficie del agar tres veces, rotando la placa
unos 60° cada vez y pasandola por ultimo por la periferia del agar para conseguir una

siembra uniforme. Se dej6 secar de 3 a 5 minutos antes de depositar la muestra.

Dispensacion de la muestra:

Se colocaron las muestras con material volumétrico estéril. Se debidé asegurar que
contacte todo el volumen perfectamente con la superficie del agar sin desparramarse.
No se situaron a menos de 15 mm del borde de la placa, y fueron distribuidos de forma
que no se produjo superposicion de los halos de inhibicidn. Para placas de 150 mm no
se emplearon mas de 12 muestras.

Se incubaron las placas invertidas (agar en la parte superior), en grupos no superiores
a 5 placas, a 37 °C en atmédsfera aerdbica antes de que transcurrieran 15 minutos. Las

placas se incubaron entre 18 y 24 horas.
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Interpretacion: El término sensible (+) indica que el crecimiento de la cepa para la que

se ha determinado su correspondiente halo de inhibicién, puede verse afectada en
cuanto a su crecimiento en el medio de cultivo utilizado.

El término resistente (-) se refiere a aquellos microorganismos que no se inhiben por
las concentraciones usadas del correspondiente antimicrobiano, o a aquellos
microorganismos en los que existen mecanismos de resistencias especificos para el
agente estudiado en los que no ha habido una adecuada respuesta cuando se ha

usado como tratamiento el correspondiente antimicrobiano.

Lectura de los resultados:

Después de 18-24 horas de incubacion se observaron los diametros de las zonas de
completa inhibicion. Cuando aparecen colonias dentro del halo de inhibicién, puede
tratarse de mutantes resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o
cultivos mixtos y conviene volver a identificarlas y realizar otra vez el ensayo de
sensibilidad antimicrobiana. Como regla general, no debe considerarse aquellas
colonias diminutas que aparecen en el halo de inhibicion y que han sido visualizadas

mediante luz transmitida o con ayuda de una lupa.

Control de calidad:

Control del inéculo: Se utiliza un MacFarland 0,5. Para prepararlo se emplea 0,5 mL de
0,048 M de BaCl, (1,175% BaCl, + 2H,0) en 99,5 mL de 0,18 M HySO4 (1% v/v) con

agitacion constante. La absorcion a 625 nm ha de estar entre 0,08 y 0,10 de

absorbancia (comprobar cada mes). Alicuotas de 4 a 6 mL se distribuyen en tubos con

tapon de rosca y se guardan en la oscuridad a temperatura ambiente.
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CONCLUSIONES

La investigacion de los inhibidores de proteasas de origen vegetal es cada vez mas
importante en los ultimos afos en la industria alimenticia y farmacoldgica, en virtud de
su posible aplicacion biotecnoldgica.

El objetivo general de este trabajo fue el estudio de nuevos inhibidores de proteasas
obtenidos a partir de papas andinas. La fuente vegetal utilizada pertenece a una familia
ya estudiada, no obstante, en los objetivos de esta tesis se planted la posibilidad de
encontrar nuevas moléculas de naturaleza polipeptidica que tengan alguna diferencia
en la estructura primaria con respecto a las ya estudiadas, analizar la expresién de
genes que no han sido estudiados para algunos de los inhibidores reportados en
literatura y ademas realizar ensayos preliminares que permitan evaluar las potenciales
propiedades antimicrobianas de los IPPs para su empleo en la conservacion de
alimentos.

Las estrategias de purificacion, clonacion y expresion recombinante, asi como la
caracterizacion de los inhibidores nativos y expresados, complementan la base de este
estudio.

La caracterizacion de los inhibidores estuvo acompafiada de técnicas protedmicas y
electroforéticas, asi como por la inmovilizacion covalente de proteasas para el disefio
de matrices de afinidad para la captura de inhibidores de extractos proteicos.

Ademas, el trabajo de tesis fue acompafado de la tecnologia necesaria, muchas veces
no disponible en nuestro laboratorio. Por tal motivo, se conté con colaboraciones de
otros laboratorios que brindaron su ayuda, no solo a través de sus servicios y sus
recursos economicos, sino también para permitir las estancias cientificas que
proporcionaron la mayor parte de los resultados obtenidos.

En este sentido, se debe agradecer la enorme colaboracién que han brindado el
Laboratorio de Protedmica y Bioingenieria de Proteinas de la Universitat Autbnoma de
Barcelona donde se realizé una estancia de 3 meses; y al Laboratorio Plantech de la
Escola Superior de Biotecnologia de la Universidade Catélica Portuguesa de Porto
donde se pudo realizar una estancia de investigacion de 10 meses.

Por otro lado muchos ensayos también fueron realizados en el Laboratorio de Quimica
Biologica perteneciente al Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad

Nacional de Lujan.

Pagina 167



(CONCLUSIONES

En este trabajo se encontr6 que las preparaciones de extractivos crudos presentaron
una buena estabilidad en un rango amplio de temperatura, de pH y concentraciones de
NaCl. En este sentido, se observé que los IPPs analizados, que fueron extraidos de los
tubérculos de Solanum tuberosum subespecie andigenum variedad Imilla Negra, tienen
estabilidad frente a: temperaturas de hasta 70°C, valores de pH entre 2 y 10 y
concentracion salina elevada (2M).

Una de las caracteristicas mas representativas de los inhibidores de proteasa de masa
molecular inferior a 30 kDa es la estabilidad estructural a altas temperaturas. Se
encontré que los extractos crudos que recibieron tratamientos térmicos a temperaturas
iguales o superiores a 70°C (TT70, TT80 y TT90) utilizados como primera etapa de
purificacion, no sélo perdian otros contaminantes sino que aumentaban su actividad
inhibitoria especifica frente a la proteasa serinica tripsina. Como siguiente estrategia
alternativa para purificar los inhibidores, se decidié inmovilizar tripsina para poder
realizar una cromatografia de afinidad. La purificacion de la fraccion TT70 por esta
técnica permitio aislar una fraccion activa retenida por la columna. Para la identificacion
del compuesto peptidico, se emplearon herramientas protedmicas. Se realiz6é la
digestion triptica de la fraccidon retenida de la columna de afinidad e inmediatamente
después la huella peptidica que fue analizada con la herramienta de busqueda Mascot.
El analisis de los espectros y sus respectivas identificaciones muestran que el
compuesto aislado no tiene 100% de identidad con alguno de los inhibidores
identificados en bases de datos, sugiriendo el aislamiento de un nuevo inhibidor de
tripsina de plantas, no reportado aun en bases de datos. Aplicando las técnicas émicas
PMF-MALDI-TOF/MS y secuenciacion de novo por MALDI-TOF-TOF/MS/MS fue
posible identificar al menos un nuevo inhibidor de proteasa de 12 kDa. Podemos
afirmar que la incorporacion de nuevas tecnologias émicas es de vital importancia para
la identificacion y caracterizacion de nuevos IPPs. Posteriormente el perfil
electroforético del pico retenido mostré dos bandas polipeptidicas con masas
moleculares aparentes de 8 kDa y 15 kDa aproximadamente. La confirmacion de las
masas moleculares fue realizada por MALDI-TOF/MS arrojando los valores de masas
moleculares de 7,4 kDa y 12,5 kDa para cada uno de los posibles isoinhibidores de la
variedad Imilla Negra.

Se aplicaron técnicas de biologia molecular para poner a punto diferentes
procedimientos biotecnologicos como extraccion de ARN, sintesis de ADNc, disefio de

cebadores especificos y las diferentes técnicas de PCR teniendo en cuenta todas las
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variables posibles, con sus respectivas confirmaciones en geles de agarosa a distintos
porcentajes, etc. Los pasos subsiguientes consistieron en ligar, transformar y clonar
fragmentos de ADN que identifiquen con inhibidores de serin proteasas. Se clonaron 2
nuevos inhibidores de serin proteasas de 2 variedades diferentes de papas andinas
(Chacarera y Overa), denominados oPTI y chPTI, las cuales no aparecen en base de
datos de la especie Solanum tuberosum subsp. andigenum o Solanum tuberosum
subsp. andigena.

Los siguientes parametros fisicoquimicos teoricos fueron observados en el oPTI
maduro: peso molecular de 7868,17 Da y punto isoeléctrico de 8,01. En lo que respecta
a su forma de preproproteina (107 aminoacidos, desde la secuencia del péptido sefal),
su peso molecular es de 11960,93 Da y su pl de 5,63; y en lo que respecta a su forma
de proproteina (84 aminoacidos), su peso molecular es de 9349,80 Da y su pl de 5,77.
Los parametros fisicoquimicos tedricos del chPTlI maduro son: peso molecular de
8042,37 Da y punto isoeléctrico de 8,76; para su forma de preproproteina (107
aminoacidos, desde la secuencia del péptido senal), su peso molecular es de 12163,19
Day su pl de 6,58. Y en lo que respecta a su forma de proproteina (84 aminoacidos),
su peso molecular es de 9552,05 Da y su pl de 7,99.

Las secuencias de los inhibidores cuentan ademas con un solo puente disulfuro
conformado por 2 cisteinas (41 y 87), presentando caracteristicas similares a los
inhibidores de proteasas serinicas de tipo | (Cleveland, 1987), y muy cercanos
estructuralmente a los inhibidores de tipo Kunitz.

Luego de lo clonacion se transformaron E.coli de la cepa BL21 (DE3) con el plasmido
recombinante pHTP1 en forma exitosa, y luego se indujo la expresion del oPTI
cultivando las colonias transformadas en presencia de IPTG. Ademas, se probd
sobreexpresar el oPTIl en casi las mismas condiciones de cultivo, sélo haciendo una
pequefia modificacion; que fue cambiar la temperatura a 25°C luego del agregado de
IPTG al cultivo. Esto fue util para darse cuenta que la sobreexpresion es mucho mas
efectiva a 37°C. En ambos casos, el oPTI presentdé buena actividad inhibitoria frente a
tripsina.

Se pudo evaluar de manera cuantitativa la expresion diferencial de genes de IPPs bajo
diferentes condiciones de estrés abidtico. Se encontré6 que bajo estrés generado
mediante el agregado de MeJA, incrementaba notablemente la expresion de los genes
de resistencia correspondientes a inhibidores de proteasas, pasadas las 48 horas de

aplicacion.
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En los ensayos microbioldgicos realizados con los extractos crudos por técnicas
turbidimétricas, se encontré que aquellos que recibieron tratamiento térmico a 60°C
presentaron un efecto inhibitorio del 20 al 30% de las cepas estudiadas, sin embargo
los que recibieron tratamiento térmico a mayores temperaturas presentaban menor
efecto inhibitorio en las cepas de Staphylococcus aureus (15% en TT70 y TT80) y
Pseudomona aeruginosa (5% en TT80). En los ensayos realizados por recuento en
placa, los extractos de papas andinas con tratamiento térmico a 60°C correspondientes
a las variedades Churquena y Sacampaya Roja produjeron inhibicion moderada sobre
cepas de Escherichia coli y el mayor efecto inhibitorio lo produjo la variedad Malcacha.
Al evaluar la inhibicion producida sobre cepas de Salmonella enteritidis se encontré que
la variedad Churquefia no presentaba actividad inhibitoria pero los extractos de las
otras variedades mostraban un moderado efecto. En forma similar, no se observd
inhibicion del crecimiento de Pseudomona aeruginosa por la variedad Malcacha pero
las variedades Churquefia y Sacampaya Roja mostraron una actividad antimicrobiana
significativa. Finalmente, el efecto de inhibicion mas significativo fue producido por los
extractos de las tres variedades sobre las cepas de Staphylococcus aureus.

Se realizaron también ensayos de inhibicién sobre el oomicete Phytophthora capsici
por ser este un fitopatdgeno que produce pérdidas econdmicas muy importantes en
cultivos de nuestra regidon, en particular en berenjenas, pimientos rojos y zapallitos
verdes. Se encontré que los ECs de IPPs de papas andinas tratadas térmicamente a
60°C, producia inhibicion completa del micelio fungico en los bioensayos de
confrontacién dual.

Por ultimo, se realizaron ensayos de inhibicidén de microorganismos mediante el método
de halos de inhibicion, utilizando como muestra el sobrenadante obtenido de la
expresion del IPP maduro de la variedad Overa de Solanum tuberosum subespecie
andigenum. En los ensayos propuestos, se obtuvieron halos de inhibicion en los
siguientes microorganismos: Salmonella braenderup, Salmonella enteritidis (aqui el
halo fue muy pequefio), Salmonella tiphymurium, E.coli ATCC, Pseudomona
aeruginosa, Bacillus stearothermophilus, Yersinia enterocolitica de referencia,
Acinetobacter baumannii (sensible), Acinetobacter calcoaceticus (resistente),
Acinetobacter calcoaceticus (sensible) y Acinetobacter baumannii (sensible). Los
resultados indicados en este estudio sugieren que los IPPs pueden ser excelentes

candidatos para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.
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Con esta propuesta se pretende profundizar en las investigaciones iniciadas y ampliar
el espectro de aplicaciones de los IPPs ya estudiados, asi como buscar nuevos IPPs
que tengan propiedades antimicrobianas. A pesar de que tradicionalmente los
inhibidores de proteasas han sido catalogados como agentes antinutritivos, existe la
posibilidad de utilizar estas moléculas en concentraciones adecuadas, como parte
aditiva de alimentos, sin provocar un efecto negativo en la accion de las proteasas
pancreaticas. En nuestros estudios se han encontrado una buena proporcion de IPPs
en la papa, el tomate, la berenjena y el morrdn; todos pertenecientes a la familia
Solanaceae. En cuanto a papa se refiere, cabe recordar que los inhibidores de
proteasas son un 25% de las proteinas constituyentes de dichos tubérculos. Estos
datos, sumados a sus notables estabilidades térmicas, sugieren que es muy probable
que se estén ingiriendo los IPPs en muchas comidas que utilizan como base dichos
alimentos. Muy recientes estudios de nuestro laboratorio han descubierto que muchos
inhibidores de proteasas llegarian en buena proporcion al colon y con sus estructuras
estables, recorriendo todo el tracto digestivo sin pérdida apreciable de actividad. Por lo
que un analisis a futuro podria ser investigar su biodisponibilidad a través del sistema
digestivo y evaluar sus potenciales acciones biolégicas, no sélo para su uso en
personas sanas, sino también en personas con infecciones bacterianas y parasitarias
(Cotabarren et al., 2016).
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