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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas son un problema de Salud Publica que se agrava debido a
la multiple resistencia que han presentado los microorganismos. Lo anterior nos lleva a
la bisqueda de nuevas moléculas y al desarrollo de nuevos farmacos.

Aloe vera considerada como una especie vegetal medicinal, se le han descrito multiples
usos en la Medicina Tradicional que por mencionar algunas de ellas son: para tratar
problemas gastrointestinales, dermatoldgicos, antiinflamatorios, heridas y quemaduras
menores, para la tos, diabetes, erisipela, inflamacién e infeccién de la piel, dolor de
estbmago o so6lo como planta decorativa. Esta planta representa un gran aporte
econdmico en la industria alimenticia, de salud, cosmética y en la farmacéutica.
Recientemente se ha estudiado la actividad farmacoldgica de péptidos y proteinas
provenientes de fuentes naturales. A pesar de la poca cantidad de proteinas que posee la
sébila, es importante investigar sobre sus actividades biologicas para futuras
aplicaciones.

El propésito de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de extractos
proteicos puros obtenidos a partir de A. vera determinando las condiciones Optimas de
extraccion, considerando el escaso contenido proteico en la planta, identificar los
componentes presentes y determinar la toxicidad de los extractos bioactivos. Se
obtuvieron extractos proteicos de hoja y liofilizado de gel de A. vera por dos métodos:
EPHM1 y EPLM1 por el método 1 (M1) en donde se realizé una precipitaciéon con
(NH4),SO4 y EPLM2 por el método 2 (M2) en donde se hizo una extraccién con fenol.
Posteriormente se evalu6 la actividad bactericida y fungicida del extracto proteico de
mayor concentracion de proteinas totales y mayor pureza, siendo éste el EPLM2, el cual
present6 actividad contra Staphyllococcus aureus 'y Candida albicans. Por
espectrometria de masas, se identific6 en EPLM1 un péptido y una proteina de 5 y 31
kDa respectivamente, mientras que en EPLM2 se aislaron e identificaron 15 péptidos
que fueron asociados con proteinas de membrana, secuencias a las que se les relaciona
con el proceso de la tolerancia al estrés en suelos y otras que fueron asociadas a enzimas
relacionadas a la absorcion de luz y a la proteccidon contra patdégenos, obteniendo la

caracterizacion de nuevas proteinas con posible actividad antimicrobiana.



ABSTRACT

Infectious diseases are a public health problem that is compounded by multiple
resistance presented by microorganisms. This leads us to the search for new molecules
and new drug development.
Aloe vera is considered a medicinal plant and is described with multiple uses in
Traditional Medicine, some of these are: for treat gastrointestinal problems, skin, anti-
inflammatory, wounds and minor burns, the cough, diabetes, erysipelas, inflammation
and skin infection, stomach pain or just as a decorative plant. This plant represents a
major economic contribution in the food industry, health, cosmetic and pharmaceutical.
Recently, it has been studied the pharmacological activity of peptides and proteins from
natural sources. Despite the small number of proteins that has Aloe vera, it is important
to  investigate  their = biological  activities  for  future  applications.
The purpose of this study was to evaluate the antimicrobial activity of proteins extracts
from A. vera determining the optimal conditions of extraction, considering the low
protein content in the plant, identify the present components and determine the toxicity
of the bioactive extracts. From leaf and lyophilised of A. vera gel, were obtained protein
extracts by two methods: EPHM1 and EPLM1 by Method 1 (M1) where precipitation
was carried out with (NH4),SO4 and EPLM2 by Method 2 (M2) that was a phenol
extraction. Subsequently bactericidal and fungicidal activity of the protein extract higher
total protein concentration and higher purity was assessed, being the EPLM2, which
showed activity against Candida albicans and Staphyllococcus aureus. By mass
spectrometry, was identified in EPLM1 a peptide and a protein of 5 and 31 kDa
respectively, while from EPLM?2 were isolated and identified 15 peptides that were
associated with membrane proteins, sequences to which they are associated with the
process of stress tolerance and other soils that were associated with the related light
absorption and protection against pathogens enzymes, obtaining the characterization of

new proteins with possible antimicrobial activity.



1. INTRODUCCION

El estilo de vida de los seres humanos y los microorganismos que producen una gran
variedad de infecciones han provocado diferentes enfermedades en la poblaciéon y han

ocasionado que México se destaque por la prevalencia de dichas enfermedades

(Cifuentes et al., 1994).

Aloe vera es una especie vegetal a la que se le atribuyen usos en la Medicina Tradicional
hindd para tratar problemas gastrointestinales, dermatoldgicos y antiinflamatorios. Es
considerada para tratar y producir un rdpido alivio de heridas y quemaduras menores o
como planta decorativa. Sin embargo, recientemente se le ha considerado como un
ingrediente “natural” en la industria alimenticia y en medicina. (Klein y Penneys, 1988).
En México se utiliza para tratamiento de tos, diabetes, erisipela, inflamacién e infeccion

de la piel, dolor de estomago y como vermifugo (Andrade, 2009).

Aloe vera significa Aloe verdadero. Actualmente se considera que el nombre Aloe, es
derivado del arabe “alloeh” o del hebreo “halal” que significa sustancia amarga brillante
(Joseph y Raj, 2010). Es conocida como parte de las plantas de la Medicina Tradicional
en algunos paises ya que generalmente se utiliza con fines curativos, sin embargo su
aplicacion incluye la industria de cosméticos y como plantas ornamentales. Esta planta
es originaria de los paises mediterraneos y del este y sur de Africa; Siria, Arabia, Malaga

Espafia, Islas Canarias y Barbados (Lopez y Cisneros, 2000).

El A. vera produce ingresos millonarios en la industria alimenticia y de suplementos para
la Salud, asi como de articulos de belleza y cremas farmacéuticas. Ademds ha capturado
el interés de cientificos y médicos a través del mundo quienes estidn trabajando para
descubrir e identificar los componentes responsables de las propiedades medicinales y

paliativas de esta planta (Stevens, 2006).

El A. vera produce en la superficie de las hojas, carbohidratos, lipidos, proteinas y otros
compuestos de bajo peso molecular que presentan variadas actividades bioldgicas (Park
y Son, 2006). Esta contiene aproximadamente el 95% de agua y menos de 0.1% de

proteinas. A pesar de que la cantidad de proteinas presentes es relativamente pequefia,
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sus actividades bioldgicas son importantes para su aplicacion clinica (Okamura et al.,

1996).

Existen numerosos reportes de metabolitos bioactivos de A. vera, principalmente del
metabolismo secundario tales como flavonoides, terpenoides, colesterol, antraquinonas y
sacéridos, como representantes del metabolismo primario (Hammam y Viejoen, 2008;

Joseph y Raj, 2010).

En los ultimos afios ha surgido el interés en el estudio de la quimica y actividades
farmacoldgicas exhibidas por metabolitos primarios incluyendo las proteinas y péptidos

provenientes de fuentes naturales (Korhonen y Pihlanto, 2003; Farrokhi et al., 2008).

El proposito de este proyecto fue evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos
proteicos de liofilizado de gel y hoja de A. vera e identificar los péptidos, proteinas y
glicoproteinas presentes en el mismo, para posteriormente determinar la toxicidad del

extracto proteico bioactivo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del desarrollo de nuevas alternativas para el tratamiento de

enfermedades infecciosas.

La Epidemiologia es la disciplina que estudia la enfermedad en poblaciones humanas.
En México destaca la prevalencia de enfermedades que son consecuencia del estilo de
vida de los seres humanos y en menor grado, las causadas por microorganismos,

conocidas como enfermedades infecciosas (Cifuentes et al., 1994).

Una infeccion se refiere a la colonizacidn que especies exteriores realizan en un
organismo que en términos médicos se denomina huésped, siendo estas absolutamente
perjudiciales para su desarrollo y la supervivencia. La gravedad de la infeccién variara
de acuerdo al compromiso que ostente el microorganismo y el estado inmunolégico del
huésped (Ingraham e Ingraham, 1998). Existen una enorme cantidad de infecciones que
afectan particularmente a cada parte del ser humano, siendo las infecciones bacterianas

las més comunes (Esquivel et al., 2010).

En el 2015 en México se reportaron 28,175,283 casos de enfermedades infecciosas
intestinales y respiratorias, de los cuales 1,637,692 se presentaron en el estado de Nuevo

Leén (DGE, 2015).

Por otro lado, la micosis superficial en piel y ufias representa uno de los padecimientos
mads frecuentes en México (Abreu et al., 1998), y la mayoria causada por dermatofitos.
De éstos las especies mds frecuentemente encontradas son: Trichophyton rubrum, T T.
tonsurans, T. mentagrophytes, Microsporum canis y Epidermophyton floccosum,
distinguiéndose a T. rubrum como el microorganismo que incrementa su incidencia en

nuestro pais (Lopez et al., 2010).

En caso de que se detecte alguna infeccién, se prescriben ciertos tratamientos con
medicamentos antibacterianos o antifingicos segtn el caso. Dentro de los factores que

influyen en la efectividad de éstos se destaca el hecho que algunos microorganismos han



desarrollado resistencia a farmacos; por ejemplo, algunas bacterias han desarrollado
resistencia a antibidticos lactdmicos y en el caso de hongos, algunos han desarrollado

resistencia a los imidazoles (Sessmann et al., 2001).

2.2. Las plantas medicinales como fuente de nuevos farmacos.

El uso medicinal de plantas en México se realiza desde tiempos prehispdnicos, siendo
por tanto este pais, una buena drea para desarrollar estudios etnofarmacoldgicos.
Ademas de que mds del 80% de la poblacion del mundo sigue dependiendo de medicina
tradicional para sus padecimientos (Kumara et al., 2001). De alguna manera el pasado
termina por recordarnos que no debemos olvidar la Medicina de antafio sin antes realizar

serias investigaciones sobre ella.

Una de las plantas que actualmente ha capturado el interés de cientificos y médicos es el
A. vera, en donde el objetivo primordial es aislar e identificar cada componente

responsable de sus efectos bioldgicos, para elucidar su mecanismo de accidn.

2.3. Aloe vera.

El Aloe vera es un complejo de plantas que contienen cerca de 200 compuestos
diferentes beneficiosos para el cuerpo humano. Dichos compuestos incluyen a enzimas,
glicoproteinas, factores de crecimiento, vitaminas y minerales (Davis et al., 1991). Estos
reportes han promovido la busqueda las propiedades quimicas, bioquimicas y

farmacoldgicas del Aloe, asi como de sus usos medicinales.

La mayoria de los botdnicos, asi como las evidencias histdricas, coincide en ubicar el

origen del A. vera en los calidos y secos climas de Africa (Gémez, 2003).



Los primeros reportes terapéuticos del Aloe remontan al afio 1750 A.C.
aproximadamente. Egipto y Oriente Medio fueron las primeras civilizaciones en utilizar
esta planta con fines terapéuticos. Los egipcios reportan su uso en procedimientos de
embalsamientos, y se han encontrado pinturas del A. vera en las paredes de las cuevas de
este pais. Existe una leyenda acerca de los uso del A. vera, el cual era uno de los secretos
de Cleopatra para mantener firme y suave su piel. Los egipcios se referian al Aloe como

la “planta de la inmortalidad” (Cheesbrough, 2000).

Dioscérides (41-68 D.C.) describe a detalle esta planta y comprobd sus propiedades
cicatrizantes, ademds que reporté que cuanto mas amargo era el Aloe, mds eficaz

resultaba como agente cicatrizante (Graf, 2000).

Se reporta que en el aiio 700-800 D.C., los chinos utilizaron el Aloe para el tratamiento
de las convulsiones febriles de los nifios. Posteriormente en el afno 900 D.C., Al-Kindi,
utilizo el Aloe para el tratamiento del dolor inflamatorio, las tulceras de los ojos y la
melancolia. Entre el 1500-1600 los conquistadores y misioneros espafioles llevaron esta
planta a las islas del Caribe, Centroamérica y América del Sur (Ernst, 2000), de ahi que

se considere una planta introducida a las Américas.

No es hasta finales de la Segunda Guerra Mundial que se redescubrié el poder
terapéutico del Aloe, al comprobar que los habitantes de Hiroshima y Nagasaki, los
cuales padecieron grandes quemaduras, después del tratamiento con Aloe se curaban

mas rdpido y en algunos casos sin sefiales de cicatrices (Krapp y Longe, 2001).

Ultimamente el A. vera estd recobrando importancia a raiz de la aprobacién de su uso
por la Food and Drug Administration en E.E.U.U. para el tratamiento de cierto tipo de
tumores y su empleo en los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia

humana (U.S. Department of Health and Human Services. FDA, 2009).



2.3.1. Ficha taxonémica (Grindlay y Reynolds, 1986).

Reino: Planta

Orden: Asparagles

Familia: Liliaceae

Género: Aloe

Especie: vera

2.3.2. Nombre Comun.

Es cominmente llamada Aloe o sdbila, planta caliente, lily del desierto y bilis de

elefante (Cheesbrough, 2000).

2.3.3. Descripcion.

El género Aloe incluye 200 o més especies. El Aloe posee dos tipos de exudados que son
secretados por las hojas; la primera es un jugo rojo-amarillo contenido en las células
periciclicas localizadas bajo la epidermis de las hojas. Este jugo ha sido empleado
generalmente para propdsitos laxantes en polvo. Su amargura es debida a la presencia de
aloina, Aloe emodina y compuestos relacionados. El otro exudado es un gel transparente
y resbaladizo producido por las células tubulares en la zona central del parénquima de la
hoja. (Yongchaiyudha et al., 1996). El parénquima del Aloe o la pulpa ha mostrado

contener proteinas, lipidos, aminodcidos, vitaminas, enzimas, compuestos inorganicos y



pequeios compuestos orgédnicos, ademds de diferentes carbohidratos (Véazquez et al.,

1996).

Es una planta suculenta y perenne de la Familia Liliaceae la cual crece en regiones
subtropicales del planeta. Florece una vez al afio y se propaga a través de hijuelos que
crecen alrededor de ésta durante todo el afio y los cuales pueden ser trasplantados con

facilidad. Su hoja es gruesa, carnosa y espinosa (Joseph y Raj, 2010).

2.3.4. Floracion.

Segin la especie del género Aloe, la floraciébn ocurre en primavera y en verano
principalmente, aunque también en invierno en sus respectivos paises de origen. Sin
embargo, debido a la capacidad de adaptacion de esta planta y al transporte de ésta y de
la mano del hombre, ahora se puede encontrar en la mayor parte de las tierras célidas

(Speranza et al., 1994).

Las flores se generan en un estado maduro de desarrollo, y suelen ser de color rojo o
amarillo. Tiene dos enemigos naturales: el exceso de humedad y las temperaturas por
debajo de los 0°C. Es muy resistente a las plagas y a las sequias (Zonta et al., 1995;

Okamura et al., 1996).

Las flores del A. vera son tubulosas, debido a que las seis piezas que forman la cubierta
de la flor se unen todas entre si formando un tubo, generalmente recto o en ocasiones
también encorvado. Estas flores suelen tener un color rojizo, anaranjado o amarillento.
Los estambres de la flor son seis, largos filamentos que crecen en el fondo de la flor,

debajo del pistilo (Plaskett, 1996).



2.3.5. Recoleccion.

Si se les realiza un corte exudan un liquido acuoso con un sabor muy amargo,
acumulado en células secretoras que envuelven la region cribosa. Puesto que la pared
celular que las separa es muy fina, el jugo fluye facilmente. El corte en las hojas hay que
realizarlo de forma que la secrecién pueda recogerse en algin tipo de recipiente.
Después se condensa el liquido calentindolo a fuego o a bafio Marfa. Se separa la
espuma y se desecha, y el liquido se pasa a otro recipiente en el que se volverd mds
sOlido. Es de esta forma como llega al mercado y se distribuye después en forma de
preparados galénicos como gotas, pildoras, supositorios, etc. (Grindlay y Reynolds,

1986).

2.3.6. Composicion fitoquimica.

La planta de A. vera contiene aproximadamente 95% de agua, 20 a 25% de sélidos
(polisacaridos, glicoproteinas y sales de acidos orgédnicos) y menos de 0.1% de
proteinas. Ademds posee minerales como sodio, potasio, calcio, manganeso, cobre, zinc,
cromo y hierro. Ademads de que el gel proporciona 20 de los 22 aminodcidos necesarios
requeridos por el cuerpo humano, y siete de los ocho aminoacidos esenciales los cuales
el cuerpo no los puede sintetizar. Ejemplo de ellos son la arginina, asparagina, acido
glutdmico, 4cido aspartico y serina, entre otros. Estdn presentes enzimas como la
catalasa, celulasa, amilasas y lipasas; asi también como carboxipeptidasa (Grindlay y

Reynolds, 1986).

Se ha reportado que el parénquima y la pulpa del Aloe contienen proteinas, lipidos,
aminodcidos, vitaminas, enzimas compuestos inorgdnicos y pequeflos compuestos

orgénicos, ademds de carbohidratos (Femenia et al., 1999).

Por otra parte, derivan del mucilago de la planta del Aloe, bajo la corteza, rodeando su
propio parénquima o gel, azuicares, los cuales forman el 25% de la fraccion sélida e

incluye mono y polisacéridos (Krapp y Longe, 2001).



Ademais, se ha reportado que contiene antraquinonas libres y sus derivados, las cuales le
confieren el sabor amargo caracteristico al Aloe. Ejemplos de ellas son la barbaloina,

aloe-emodina-9-antrona, isobarbaloina, antrona-C-glicésidos y cromonas.

Estas en grandes cantidades poseen un efecto purgativo, pero cuando son en pequeiias,
son potentes agentes antimicrobianos, ademds de poseer fuertes poderes analgésicos

(Zhang y Tizard, 1996).

De igual manera, al A. vera se le han descrito presentes flavonoides, terpenoides,
lectinas, 4cidos grasos, colesterol, cromonas, mono- y poli-sacdridos, taninos, 4cido
aloetinico, 4dcidos orgédnicos, colina, sapogeninas (Waihenya et al., 2002). También se ha
reportado la presencia de esteroles en el Aloe, de los cuales se incluyen campesterol,

sitosterol y lupeol. Asi mismo se reporta dcido salicilico (Waihenya, 2002).

Recientemente se ha reportado que Aloe posee vitaminas como las antioxidantes A 'y C,
ademds B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), B9 (4cido félico), B12
(cianocobalamina) y otros antioxidantes como caroteno y tocoferol (Hammam, 2008;

Joseph y Raj, 2010).

2.3.7. Propiedades farmacologicas.

El Aloe posee efectos terapéuticos para enfermedades del estomago, problemas
gastrointestinales como disenteria y diarrea, enfermedades de la piel, constipacion,

heridas por radiacion, cicatrizacion de heridas, quemaduras, entre otras (Gordon et al.,

2001).

Se ha demostrado que los agentes activos farmacologicamente estdn concentrados en el

gel y corteza de la hoja del A. vera (Davis et al., 1991).



Estudios preliminares han conducido al uso de diferentes solventes para la extraccion,
revelando la presencia de sustancias activas biolégicamente en los extractos etandlicos

del gel de la hoja del A. vera (Rajasekaran et al., 2004).

Las principales propiedades farmacoldgicas que posee el Aloe vera son:

2.3.7.1. Antimicrobiana.

Ajabnoor (1990) y Arunkumar y Muthuselvam (2009) reportaron las propiedades
antibacterianas y antifingicas del A. vera. El primero reportdé que el extracto etandlico
del A. vera posee actividad contra varios microorganismos gram positivos y gram
negativos, asi como actividad antifiingica. Los segundos reportaron actividad antifiingica
de la solucion acetonica del gel contra Aspergillus niger, Alternaria alternata,

Drechslera hawaiensis y Penicillium digitatum.

Se ha reportado la actividad antimicrobiana in vitro del extracto metandlico del gel de A.
vera contra Streptococcus pyogenes, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter sp.,
Trichophyton sp. y Mycobacterium tuberculosis exhibiendo una actividad bactericida o

bacteriostatica sobre éstas (Pecere et al., 2000).

Las especies de Candida parapsilosis, C. albicans y C. krusei han mostrado sensibilidad
a una gran variedad de proteinas vegetales, incluyendo las proteinas de A. vera. Se

distingue el efecto fungicida que mostr6 sobre C. albicans (Liu et al., 2006).

Para la pulpa de A. vera se ha descrito actividad antiftingica, la cual fue evaluada sobre
micelios de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, y Colletotrichum coccodes,
mostrando un efecto inhibitorio en F. oxysporum a 10 pL/L y la fraccién liquida redujo
el crecimiento de R. solani, F. oxysporum y C. coccodes a una concentracién de 10 pL L

! (De Rodriguez et al., 2005).
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Se reporta que ‘“rhein” (4, S5-dihidroxiantraquinona-2-idcido carboxilico), una
antraquinona aislada de plantas medicinales como el A. barbadensis Miller que presenta
actividad hepatoprotectora, antibidtica, antimicrobiana, antiinflamatoria y anticancer

(Zhou et al., 2015).

Ademads un estudio in vitro con gel de A. vera sobre P. aeruginosa resistente a multiples
farmacos (Multi Drug Resistance [MDR], por sus siglas en inglés) aisladas de pacientes
con infecciones en heridas por quemaduras se demostré que el gel posee actividad
antibacteriana contra estas cepas, con valores de CMIsy y CMlIyy similares, de 200 mg

mL™" (Goudarzi ef al., 2015).

Cellini et al. (2014) evaluaron la actividad antibacteriana del gel de A. vera contra cepas

sensibles y resistentes de Helicobacter pylori, mostrando actividad inhibitoria a 100 mg

-1 . .
ml , tanto para cepa sensible como resistente.

También se ha demostrado su eficacia antimicrobiana in vitro en el tratamiento contra
Enterococus fecalis aislado de conductos radiculares dentales que muestran periodontitis
apical persistente que con tratamiento de hidréxido de calcio (Abbaszadegan et al.,

2016).

2.3.7.2. Anticancerigena y antitumoral.

Los efectos anticancerigenos del Aloe se han confirmado en dos fracciones que incluyen
las glicoproteinas (lectinas) y los polisacaridos (Reynolds et al., 1996). Adicionalmente
se ha reportado la actividad antitumoral de los polisacdridos del A. vera (Akey et al.,

2007).

La Aloe emodina, una antraquinona del Aloe, posee una actividad selectiva contra los
tumores neuroectodérmicos, particularmente contra el neuroblastoma, el cual es un

tumor que muestra poca sensibilidad a farmacos (Pecere et al., 2000).
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Se ha reportado que los principios activos del A. vera mostraron inhibicidn significativa
sobre células carcindégenas EACC (por sus siglas en inglés Ehrlich ascite carcinoma cell

[El et al., 2010]).

Thimmegowda et al. (2015) realizaron estudios sobre la sintesis y la actividad
antitumoral de derivados de la Aloe emodina. Mediante los ensayos de inhibicién del
crecimiento celular, revelaron que los derivados de la Aloe emodina disminuyeron de
manera eficaz el crecimiento de HepG2 (células de cancer de higado humano) y NCI-
H460 (células de cancer de pulmén humano) ademds de que algunos de los derivados
exhiben actividad antitumoral contra células HeLa (células de carcinoma epitelial

humano) y PC3 (células de cancer de prostata).

Por otro lado Tabolacci et al. (2015) demostraron que la Aloe emodina causa la
reducciéon de la proliferacion celular y la induccion de SK-MEL-28 y células A375
seguido de un aumento en la actividad de la transglutaminasa, atribuyéndole una

actividad inmunomoduladora y de reduccion de la proliferacion de células de melanoma.

Se ha reportado que los Aloe esteroles reducen considerablemente los polipos
intestinales atribuyéndole efectos quimiopreventivos sobre el cancer colorrectal (Chihara

etal.,2015).

2.3.7.3. Reparadora de tejidos.

Davis et al. (1989) reportoé que el gel del A. vera exhibe una actividad reparadora de
tejidos estimulando la formacién de fibroblastos, jugando un papel fundamental en la

cicatrizacién de quemaduras, heridas, dlceras y membranas gastrointestinales.

Miroddi et al. (2015) evaluaron la efectividad del A. vera en pacientes afectados con
psoriasis concluyendo que la administraciéon de Aloe como un tratamiento cutineo es

generalmente bien tolerado.
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Por otro lado Coelho et al. (2015) estudiaron el efecto de la aplicaciéon tépica de
extracto de A. vera evaluando la cicatrizacion de heridas orales en ratas observando que
al dia 10 y 14 la reparacién de las tlceras habia sido total. Oryan et al. (2014) también
investigaron el efecto de la aplicacién tdpica de A. vera en heridas cutdneas en ratas,
demostrando que el Aloe, modul6 la inflamaciéon de las heridas y la epitelizacion,
disminuyendo el tamafio de la cicatriz y mejorando las caracteristicas bioquimicas,

morfoldgicas y biomecénicas del tejido.

Tanaka et al. (2015) confirmaron que los esteroles de A. vera ingeridos, alcanzan los
tejidos periféricos a través del torrente sanguineo y determinaron la capacidad de los
mismos para estimular los fibroblastos dérmicos humanos in vifro, mostrando una
reduccién significativa en las arrugas faciales de mujeres con edades > 40 afios,
estimulando también la produccién de coldgeno y acido hialurénico por los fibroblastos

dérmicos humanos.

Se tiene el reporte de que la administracion oral diaria de extracto etandlico de gel de A.
vera a ratas diabéticas, redujo significativamente la glucemia y mejoré significativa la
insulina plasmadtica, notando también una reduccién de glucosa en la sangre y un
aumento en los glicosaminoglicanos (GAGs), mejorando asi las ulceras y cicatrizando

heridas (Daburkar et al., 2014).

Por otro lado, se compar¢ el efecto curativo del extracto de A. vera y sulfadiazina de
plata en quemaduras, utilizando ratas como modelo experimental. La cicatrizacion de
heridas fue mas visible y veloz en el grupo tratado de A. vera (Akhoondinasab et al.,
2014). Ademas, Bahramsoltani et al. (2014) evaluaron mezclas preparadas a base de
plantas y sus componentes fitoquimicos para el tratamiento de quemaduras. El A. vera

mostrd la mejor actividad de curacion de la herida provocada por la quemadura.

Eghdampour et al. (2013) determinaron el impacto de A. vera y caléndula en la
cicatrizacion de la episiotomia en primiparas, demostrando que el uso de A. vera y el
ungiiento de caléndula aumentan considerablemente la velocidad de cicatrizacién de la

herida de la episiotomia.
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Ademais se ha reportado al A. vera como parte de diversas formulaciones. Ejemplo de
estos, lo reportado por Rahmani et al. (2014) que evaluaron los efectos de una crema
topica con 0.5% de A. vera en polvo empleada para el tratamiento de las fisuras anales
crénicas, mostrando diferencias estadisticamente significativas en el dolor de la fisura
anal, hemorragia en la desercion y la cicatrizacion de la herida antes y al final de la
primera semana de tratamiento. Por otro lado, Pereira er al., (2014) desarrollaron y
evaluaron peliculas poliméricas que contenian A. vera y vitamina E para el tratamiento
de las heridas causadas por quemaduras. También se tiene el reporte de que Khan et al.
(2013) formularon un gel a base de extracto de A. vera y Carbopol 934 e investigaron los
efectos de su aplicacion tdépica en la curacion de heridas de la piel inducidas
quirurgicamente en ratas. Observaron que las ratas tratadas con el gel, sanaron para el
dia 14, ademas de que no mostraron ninguna formacion de pus e inflamacién. Aunado a
lo anterior, se tiene el reporte del desarrollo de una tableta de amoxicilina y gel de A.
vera en polvo para el tratamiento de la tdlcera péptica, demostrando una actividad

antiulcerosa (Ranade et al., 2012).

La utilizacion del resveratrol y el Aloe emodina son utilizadas como alternativas para la
cicatrizaciéon de heridas por quemaduras, ya que estudios recientes en ratones muestran
un incremento en la actividad cicatrizante de estos compuestos en comparacion con los

grupos sin tratamiento (Lin e? al., 2016).

Se ha reportado la actividad de A. vera en el tratamiento de psoriasis leve a moderada.
Se comparo la eficacia de A. vera y de acetonido de triamcinolona (TA) contra psoriasis
en placa moderada a leve, demostrando que tras 8 semanas de tratamiento, la crema de
A. vera puede ser més eficaz que la crema de TA en cuanto la reduccién de los sintomas
clinicos de psoriasis sin embargo, ambos tratamientos mostraron tener una eficacia

similar en la mejora de la calidad de vida de los pacientes tratados (Choonhakarn et al.,

2010)

En la ortodoncia, se ha demostrado que el A. vera tiene mayor viabilidad de estimular la
regeneracion tisular en células madre de pulpa dental. Lo anterior debido a que el A.

vera contiene acemanano, un polisacirido que ha demostrado ser un factor
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desencadenante de la proliferacion celular, diferenciacion, mineralizacién y formacion
de dentina. En el tratamiento de la fibrosis submucosa oral, la utilizacién de la sabila, en
comparaciéon con antioxidantes, se ha reportado una mejoria en sensacién de ardor,
mejora la apertura de la boca, facilita la movilidad de la lengua y la flexibilidad de la

mejilla, en pacientes de 30 a 35 afios (Singh y Singh, 2016)

Por otro lado, el polvo de gel de A. vera contiene esteroles que tienen un efecto de
proteccién sobre la elasticidad de la piel y la matriz extracelular. Esto se comprobd
administrandose el polvo via oral a ratones irradiados con rayos ultravioleta, donde los
ratones expresaron una disminucién significativa en el dafio inducido por la radiacion.
También tienen la capacidad de reducir el dafo causado por rayos ultravioleta tanto in

vitro como in vivo (Rodrigues et al., 2016)).

2.3.7.4. Inmunomoduladora.

Investigaciones cientificas mostraron que el gel del A. vera posee propiedades
inmunomoduladoras, las cuales se evaluaron en una linea celular de macréfagos, las
células RAW 264.7 y en la cepa ICR de ratones implantados con células de sarcoma 180

(Reynolds, 1999).

Por otro lado, Madal et al. (2008) reportaron que la administracion de extracto etandlico
de A. vera a ratones albinos suizos aumentaba el total de glébulos blancos y la respuesta
inmune humoral, demostrado por el aumento de células formadoras de placa en el bazo y

de anticuerpos circulantes.

Se conoce que A. vera posee un efecto terapéutico en el modelo experimental de
esclerosis multiple en ratones, a los cuales se les provocd experimentalmente

encefalomielitis autoimune (Mirshafiey et al., 2010).
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Se destaca el empleo de A. vera para el tratamiento de enfermedades de la piel, diarrea,
infecciones de transmision sexual, malaria y para el tratamiento de las enfermedades
oportunistas relacionadas con el SIDA en Rundu, Kavango, Namibia (Chinsembu et al.,

2015).

Saka et al. (2011) evaluaron la actividad hepatoterapeiitica del extracto acuoso de gel de
A. vera en ratas, revelando que el alcohol induce dafio hepatico pero el tratamiento de A.

vera mantiene la arquitectura hepatica.

De igual manera, Baradaran er al. (2014) evaluaron el extracto acuoso de A. vera
determinando sus efectos nefroprotectores, determinando que ésta planta podria atenuar
la nefrotoxicidad inducida por gentamicina, protegiendo significativamente las células
renales y reduciendo la gravedad del dafio tubular, aunque no puede regenerar el dafio

tubular.

2.3.7.5. Antiinflamatoria.

El gel de A. vera exhibe actividad antiinflamatoria in vitro actuando sobre la produccién
de metabolitos reactivos de oxigeno, eicosanoides y la interleucina-8, los cuales causan
de enfermedades inflamatorias intestinales. La actividad se evalu6 en células libres que
generan radicales y sobre sistemas de mucosa colorrectal incubadas en medio

preoxigenado (Medio de Tyrode [Langmead et al., 2004]).

Para el extracto etandlico de sus hojas se han reportado actividades gastroprotectoras,
evaluando el efecto de la variacién de las dosis aplicadas en lesiones agudas de la

mucosa gastrica inducida por 0.6 M de HCI (Yusuf et al., 2004).

Ahmadi (2012) formul6 un enjuague bucal de A. vera para prevenir la mucositis
inducida por la radiacion y la inflamacién en pacientes con cdncer que son sometidos a

radioterapia, inclusive para reducir la candidiasis oral.
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2.3.7.6. Antioxidante.

Se han reportado propiedades antioxidantes en el extracto alcohdlico del A. vera
llevando el administrador por via oral del extracto de gel a ratas diabéticas, lo cual
condujo a la disminucién significativa de los niveles de glucosa en sangre, hemoglobina
glicosilada y al aumento de hemoglobina en las mismas. Ademads, el aumento de los
niveles de peroxidacion lipidica e hidroperdxidos en los tejidos de las ratas diabéticas se
tornaron a niveles casi normales después del tratamiento con el extracto (Rajasekaran et

al., 2005).

Kaithwas et al. (2014) evaluaron la actividad antioxidante de polisacaridos de gel de A.
vera in vitro estableciendo su actividad contra el estrés oxidativo del miocardio (OS)

inducida por doxorrubicina (DOX).

El efecto antioxidante que presentan tanto la vitamina E como del A. vera, ha sido
aprovechado en la curacién de lesiones orales inducidas por radiaciéon en modelos
murinos. Lo anterior sustentado en que a los 7 dias de tratamiento, los animales en el
grupo de control mostraron inflamacién intensa, mientras que aquellos en los grupos de

vitamina E y A. vera exhibieron leve a moderada inflamacién (De Freitas et al., 2016).

2.3.7.7. Facilitadora de transporte.

Se ha reportado que el gel del A. vera y el extracto de la hoja incrementan
significativamente el transporte de péptidos macromoleculares, farmacos, insulina a

través del intestino humano (Hamman y Viljoen, 2008).
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2.3.7.8. Antimutagénica.

En la literatura también se reporta actividad antimutagénica del gel de A. vera
empleando la prueba de Drosophila recesiva ligada al sexo letal (sex-linked recessive
lethals [SLRL por sus siglas en inglés]), resultando eficaz en la reduccién de la

genotoxicidad de los mutdgenos de accion directa (Snezana, 2007).

2.3.7.9. En el metabolismo de aziicares y lipidos.

Okyar et al. (2001), reportaron que el extracto del gel mostré actividad hiperglicémica
en NIDDM (Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus, por sus siglas en inglés) inducida

en ratas.

Se reporta la actividad hipoglicemiante y antilipidémica del gel de A. vera mediante la

determinacién de los efectos NIDDM, en ratones C57BL/6J (Kim et al., 2009).

Recientemente, Gabriel er al. (2015) realizaron estudios sobre el efecto del A. vera en la
dieta de tilapias juveniles expuestas a Streptococcus iniae. Para ello tomaron en cuenta
el perfil de lipidos en plasma, antioxidantes y hepatoprotectores, asi como la actividad
enzimatica, determinando que los peces alimentados con la dieta de Aloe, redujeron

significativamente el colesterol total.

Chihara et al. (2015) reportan compuestos anti-diabéticos en gel de A. vera que se

identificaron como Aloe esteroles.
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2.3.7.10. Nutracéutico.

En la industria de alimentos, el Aloe ha sido una fuente de alimentos funcionales y como
ingrediente en otros productos alimenticios (Grindlay y Reynolds, 1986; Gordon et al.,

2001).

Los valores nutricionales de mango “Alphonso” (AM) se enriquecieron con A. vera
(AV), obteniendo un producto que incrementd la concentracion de dcido ascorbico, el de
fenoles y de flavonoides los cual dio lugar a la obtencién de un producto con una calidad

aceptable conforme a la condicién de mercado (Chakraborty y Samanta, 2015).

24. Proteinas, péptidos y glicoproteinas.

2.4.1. Proteinas y péptidos.

Las proteinas son uno de los constituyentes primarios de los organismos vivos. Incluso
en las plantas, donde los carbohidratos son los componentes estructurales mas
abundantes, las proteinas se encuentran presentes en aquellas partes que son
responsables del crecimiento y reproduccion. La estructura fundamental de las proteinas
es relativamente sencilla; son largas cadenas de aminodcidos unidos entre si por enlaces
amida, también llamados enlaces peptidicos, entre el grupo carboxilo de un aminoécido
y el grupo amino de otro. Estas cadenas se denominan polipéptidos. Una proteina puede
estar constituida por una unica cadena polipeptidica o por varias asociadas entre si y
estdin constituidas por unos veinte aminodcidos diferentes (Ege, 2004). Son
macromoléculas orgénicas, constituidas basicamente por carbono (C), hidrégeno (H),
oxigeno (O) y nitrégeno (N); aunque pueden contener también azufre (S) y fésforo (P) y,
en menor proporcion, hierro (Fe), cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (I), entre otros
(Calvo et al., 2012). Estas moléculas corresponden a las estructuras primarias dentro del

metabolismo de los seres vivos, junto con los carbohidratos y lipidos. En general, las
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proteinas pueden clasificarse de acuerdo a (Duranti, 2006):

1. Sus propiedades fisicas y/o quimicas: grupos de proteinas basados en su tamaiio,
estructura, solubilidad o grado de basicidad.

2. El tipo de moléculas al que pueden unirse: lipoproteinas (grupo prostético
lipidico), nucleoproteinas (grupo prostético ndcleo proteico), cromoproteinas
(grupo prostético pigmento), metalo proteinas (grupo prostético metdlico) y
glicoproteinas (grupo prostético carbohidrato).

3. La funcién en la célula: pueden ser agrupadas en tres clases generales basadas en
su funcién, las cuales corresponden a proteinas estructurales (proteinas de
membranas, paredes celulares o citoesqueletos), proteinas de almacenamiento y

enzimas.

Las proteinas de origen vegetal presentan muy diversas actividades bioldgicas no sélo
como parte de la estructura de la planta o como parte fundamental de almacenamiento,
ademds en la defensa contra diferentes plagas. Dichas proteinas son actualmente motivo
de estudio por sus posibles aplicaciones dentro de la agricultura. Ademads, el enfoque de
la proteémica dentro de los productos naturales ha tomado importancia por su potencial

aplicacion dentro la biotecnologia.

Por otro lado, los péptidos se han definido como secuencias de aminodcidos inactivos en
el interior de la proteina precursora, que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras
su liberacion mediante hidrolisis quimica o enzimatica (Meisel, 1998). Sin embargo,
unos afos después, (Kitts y Weiler, 2003) retomaron el concepto para definirlo como
fragmentos especificos de proteinas que tienen un impacto positivo en las funciones del
cuerpo o condiciones y que pueden finalmente, influenciar en la salud. Generalmente
estas moléculas son de un tamafio pequefio que va de 3 a 20 aminoécidos, aunque en

ocasiones puede exceder esa longitud (Shahidi y Zhong, 2008).

Los efectos benéficos a la Salud por parte de las proteinas, podrian ser atribuidos a
numerosas secuencias de péptidos que poseen actividades antimicrobianas,
antioxidativas, antitrombdticas, antihipertensiva e inmunomodulatoras. La actividad se

basa en la composicién inherente y la secuencia de sus aminodcidos. El tamafio de las
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secuencias activas puede variar de dos a veinte aminodcidos, y algunos péptidos son
conocidos por sus propiedades multifuncionales (FitzGerlad y Meisel, 2003; Korhonen y

Pihlanto, 2003; Shimizu, 2004).

Los péptidos de plantas, moléculas menores de 10 kDa, pueden ser divididas
esencialmente dentro de dos categorias: péptidos bioactivos y péptidos degradadores que

resultan de la actividad de enzimas proteoliticas (Fricker et al., 2006).

Los péptidos bioactivos han sido definidos como fragmentos especificos de proteinas
que tienen un impacto positivo en las funciones del cuerpo o condiciones y que pueden

finalmente, influenciar en la salud (Kitts y Weiler, 2003).

Los péptidos y proteinas han sido aislados de las raices, semillas, flores, tallos y hojas de
plantas y han demostrado diversas actividades. Mas tarde mencionan que los péptidos
bioactivos forman parte de la respuesta innata provocada por la mayoria de los
organismos. La mayoria de los péptidos bioactivos producidos en las plantas poseen
propiedades microbicidas, también forman parte de la sefializacion celular. Se reporta
que la accion bioldgica de péptidos bioactivos inicia con la unién a la membrana diana

seguido por permeabilizacion de la membrana y ruptura (Salas et al., 2015).

2.4.2. Glicoproteinas.

En las plantas, muchas de las proteinas ubicadas en el compartimiento extracelular y la
endomembrana estdn glicosiladas, es decir, un grupo azucar se une de forma covalente a
una proteina para formar una glicoproteina, lo cual trae como consecuencia un gran
impacto tanto es sus propiedades fisicoquimicas como para sus funciones bioldgicas. Las
glicoproteinas, participan en la formacion de la pared celular, diferenciacién de tejidos,
embriogénesis y adhesion sexual (en algunas especies de plantas [Bretthauer, 1995; Berg

et al., 2008)).

Por muchos afios las glicoproteinas han sido objetos de interés para bioquimicos y
bidlogos para un amplio rango de objetivos. Este interés se debe particularmente al
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hecho de que las glicoproteinas fueron descubiertas en los seres vivos, ademds de las

muy diversas funciones que se les han atribuido (Bretthauer, 1995).

Las secuencias glicosidicas de las glicoproteinas son muy variadas, seglin los tipos
moleculares y las especies estudiadas. Sin embargo, las secuencias mejor conocidas
presentan analogias en las zonas préximas a la unién con la proteina. Si bien las distintas
cadenas glicosidicas de una glicoproteina son aparentemente iguales, se han encontrado
ligeras modificaciones estructurales entre ellas. La composicién de la fraccidon proteica
es variable de unas glicoproteinas a otras. No estd claro cudles son los aminoicidos
implicados en la unién con la cadena glicosidica, sin embargo las funciones tan diversas
de las glicoproteinas son resultado directo de sus estructuras (Herndndez y Sastre, 1999).

En la Figura 1 se muestra la estructura general de una glicoproteina.

Y Y Y Y Nicleo Proteico
A A A A Cadenas de Carbohidrato

Otras Desoxiosas Hexosaminas Acidos sialicos

L-raminosa
Xilosa D-glucosamina Acido N-acetil reuraminico
{(6-desomi-L-manoza)
L-fucosa D-galactosamina
D-galactosa Acido-N-glucolis neraminico

(6-desoxi-L-galactosa) (frecuentemente N-acetilada)

D-zacarosa Acido-N-O-diacetil neraminico
Acido-N- acetil-O-diacetil
D-glucosa .
DEUTAmInICo.

Figura 1. Estructura general de las glicoproteinas.
Fuente: Berg et al., 2008
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Los carbohidratos estidn presentes en un porcentaje en peso mucho menor en las
glicoproteinas que en los proteoglicanos, de hecho muchas de las glicoproteinas se
forman por la unién de carbohidratos a proteinas solubles. La naturaleza hidrofilica y
polar de los azicares pueden cambiar dramaticamente las caracteristicas quimicas de la

proteina a la cual estdn glicosilando (Berg et al., 2008; Noiva, 2010).

2.4.3. Proteinas, péptidos y glicoproteinas de fuentes naturales con

actividad biolégica.

Las propiedades antimicrobianas de proteinas y péptidos de diferentes fuentes han sido
estudiadas por cerca de 40 afios. Durante los pasados afios, el interés por
antimicrobianos naturales ha ido aumentando debido al incremento en la resistencia de
los microorganismos a los farmacos disponibles. Los péptidos y proteinas muestran su
actividad antimicrobiana causando lisis por unién y ruptura de la membrana de los
microorganismos, mientras que otros penetran la membrana e interactdan con el interior
de la célula o causan la formaciéon de poros resultando una fuga de contenidos

intracelulares importantes y por ende, causando su muerte (Huang et al., 2000).

Los péptidos y proteinas han sido aislados de las raices, semillas, flores, tallos y hojas de
plantas y han demostrado actividades contra fitopatdgenos, asi como contra bacterias
patogenas para los seres humanos (Terras et al., 1995; Selitrennikoff, 2001; Pelegrini y

Franco, 2005).

Varios péptidos y proteinas, con actividad antibacteriana se han caracterizado,
representados no sélo por tioninas, ahora conocidas como defensinas, sino también por
otros grupos de proteinas conocidos como ciclotidas ricas en glicina, las snakins,
albiminas 2S y proteinas tipo heveina (Selitrennikoff, 2001; Pelegrini y Franco, 2005;
Witkowska et al., 2008; Daly et al., 2009).

El primer péptido antibacteriano reportado la purotionina, se aislé de una especie vegetal

Triticum aestivum (de la cual se obtiene la harina de trigo); esta proteina mostré
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capacidad de inhibir el crecimiento de algunos fitopatogenos tales como P.
solanacearum, Xanthomonas campestris y Corynebacterium michiganense (De Caleya

etal., 1972).

Se ha reportado que los péptidos Pp-AMP1 y Pp-AMP2 poseen una potente actividad
contra varios fitopatégenos, incluyendo FErwinia carotovora, Agrobacterium
radiobacter, Clavibacter michiganensis 'y Curtobacterium flaccumfaciens, en una
concentracién de 13-25 mg mL". (Witherup er al., 1994). Ademds, las proteinas tipo
heveina Ac-AMP1 y Ac-AMP1 causan la inhibicién del crecimiento de Bacillus
megaterium y Sarcina lutea en concentraciones de 40 y 250 g mL™, respectivamente

(Martins et al., 1996).

Para las circulinas AB y ciclopsicotrida pertenecientes a las ciclétidas se ha reportado
efecto antibacteriano contra los patégenos humanos, tales como S. aureus, Micrococcus
luteus, E. coli, P. aeruginosa, Proteus vulgaris y K. oxytoca en concentraciones

micromolares (Tam et al., 1999)

Otros ejemplos de péptidos y proteinas con actividad antibacteriana son Cn-AMP1 de
876 Da de Cocos nucifera (cocotero) y la Cy-AMP2 de Cycas revoluta (cica o palma de
iglesia) de 4577.4 Da que actia contra microorganismos gram positivos y negativos
(Mandal et al., 2009), la ginkbilobina de Ginkgo biloba (Ginkgo o arbol de los cuarenta
escudos) de 4213.8 Da (Wang y Ng, 2000); también la kalata B2 aislada de la planta
africana Oldenlandia affinis de 2979.4 Da que actia contra bacterias gram positivas
(Jennings et al., 2001) y la Pg-AMP1 de Psidium guajava (guayabo) de 6029.4 Da que

actiia contra bacterias gram negativas (Pelegrini ef al., 2008).

Adicionalmente se reporta una glicoproteina de 28 KDa aislada de la raiz del tubérculo
de Withania somnifera (gingsen) con actividad contra algunos hongos fitopatogenos
como Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, F. verticilloides y contra bacterias como
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Esta glicoproteina produce también la

inhibicién de crecimiento de los hongos por efecto sobre su espora (Girish et al., 2006).
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La glicoproteina llamada Mj-AMPs aislada de Mirabilis jalapa (Don Diego de noche) de
8000 Da de semillas posee actividad antifiingica contra F. culmorum. (Bruno et al.,

1992).

Muchas familias de péptidos con actividad antifingica han sido aisladas de plantas. PP-
tionina, por ejemplo, exhibe actividad contra Rhizobium meliloti, Xanthomonas
campestris, M. luteus, y Clavibacter michiganensis a una concentracién de 1 mg mL™".

(Daly et al., 1999).

2.4.4. Proteinas, péptidos y glicoproteinas en Aloe vera.

Koike et al. (1995) reportaron una lectina aislada del A. vera de 35 kDa con actividad de
estimulaciéon mitética de linfocitos, activacion del complemento, alternativa,

antiinflamatoria, antitlcera y antitumoral, ademds de presentar actividad mitogénica.

Por otro lado, se ha reportado la glicoproteina del A. vera aloectina A que posee
propiedades antitumorales y efectos antidlceras. De igual manera se aislé6 una
glicoproteina de 29 KDa que aumenta la proliferacion de las células dérmicas normales

en el humano (Yagi et al., 1997)

También se reporté una glicoproteina aislada del A. vera, G1G1IM1DI2 de 5.5 kDa con

actividad proliferativa y de migracién celular (Choi et al., 2001).

Das et al. (2010) reportaron una proteina del A. vera de 14 KDa, la cual mostré una

actividad antifingica contra C. paraprilosis, C. krusei y C. albicans.

Desde A. arborescence se han aislado dos lectinas, la aloptina A (7.5 kDa) y aloptina B

(24 kDa) que exhiben actividad inmunomoduladora (Im ef al., 2010).

Resulta interesante remarcar la actividad antitumoral y antioxidante de un octapéptido

presente en A. vera (El et al., 2010).
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2.5. Proteémica.

El término proteoma fue acuilado desde 1994 y es el equivalente lingiiistico al concepto
de genoma. Este término se define como el grupo completo de proteinas que son
expresadas por el genoma completo durante el tiempo de vida de una célula.
Actualmente la tendencia en el drea protedmica es hacia el estudio de proteomas
completos, interactomas, fosfoproteomas, secretomas y bisqueda de biomarcadores que
a diferencia de los métodos basados en DNA y RNA, la ventaja de los marcadores
protedmicos es su diversidad. Recientemente se ha desarrollado la protedmica para el
estudio de los productos naturales, siendo las plantas una de las matrices mas estudiadas
dentro de ésta drea. Han sido codificados entre 20-30,000 genes en el genoma de las
plantas de las cuales, casi 1,000 corresponden a proteasas, y mas de un centenar
pertenecen a las 15 familias conocidas de proteasas ricas en cisteina las cuales se

sintetizan como pro-enzimas (Brown, 2008).

Las proteinas y péptidos son motivo de estudio en diversas disciplinas dado que se ha
demostrado que no uUnicamente presentan actividad estructural, sino que pueden
presentar actividad biolégica favorable para el ser humano o para la planta. Siendo los
péptidos los més estudiados, ya que el propio fragmento puede presentar una actividad
no relacionada con la proteina de origen. Dicho estudio es realizado muchas veces, por
técnicas protedmicas, atribuyendo actividades bioldgicas variadas a estos compuestos,
desde antimicrobianos contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, fungicida, hasta

inmunomoduladores y anticancerigenos, asi como otros usos en el area de la salud.

Actualmente, con las herramientas de la proteémica se han desarrollado estudios que
permiten la caracterizacion de proteinas y péptidos expresados por el genoma, con lo

cual se han identificado y clasificado respecto a su funcion.
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Asimismo, ha sido posible establecer las interacciones entre estos compuestos y asi
esclarecer las redes funcionales y su dindmica en los procesos fisioldgicos y patoldgicos,
lo cual permite en consecuencia, la identificaciéon de marcadores para el diagndstico de
enfermedades de humanos y plantas y su uso potencial como nuevos farmacos debido a

su actividad bioldgica reportada.

La sinergia entre la gendmica, bioinformdtica y la proteémica, ha aportado avances
significativos a la Ciencia Médica, marcando un &4rea importante de estudio para

innovaciones futuras.
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones son las principales causas de enfermedad en México y lo anterior
aunado a las resistencias que han desarrollado los microorganismos a los medicamentos
disponibles, existe la necesidad urgente del desarrollo nuevos fdrmacos para el

tratamiento de enfermedades infecciosas.

El mundo de las plantas medicinales se continda usando como tratamientos
culturalmente adecuados para diversos padecimientos, es importante documentar sus
usos y desarrollar estudios acerca de sus actividades farmacoldgicas para asegurar su

eficacia y seguridad.

Las proteinas, péptidos y glicoproteinas se han convertido en una interesante
herramienta para el desarrollo de nuevos estudios y para la producciéon de nuevos

fitofarmacos para seres humanos.

Una planta que ha capturado el interés de cientificos y médicos a través del mundo, es el
Aloe vera, y se estd trabajando para identificar los compuestos responsables de las
propiedades curativas y calmantes, mismas que han sido atribuidas a esta planta por la

Medicina Tradicional.

Por lo anterior, el propdsito de este proyecto fue evaluar la actividad antimicrobiana de
los extractos proteicos de liofilizado de gel y hoja de A. vera e identificar los péptidos,
proteinas y glicoproteinas presentes en el mismo, para posteriormente determinar la

toxicidad del extracto proteico bioactivo.
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4. HIPOTESIS

Los péptidos, proteinas y glicoproteinas de Aloe vera presentan actividad

antimicrobiana.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana e identificar los componentes de los extractos

proteicos de Aloe vera.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener extractos proteicos puros de liofilizado del gel y hoja fresca de Aloe
vera.

2. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos proteicos de Aloe vera.

3. Evaluar la actividad antifingica de los extractos proteicos de Aloe vera.

4. Identificar mediante espectrometria de masas los péptidos, proteinas y
glicoproteinas contenidos en los extractos proteicos de Aloe vera.

5. Evaluar la toxicidad de los extractos proteicos bioactivos mediante el ensayo de

letalidad de Artemia salina.

30



7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Material bioldgico.
Material vegetal: Liofilizado del gel de hoja y hoja completa fresca de Aloe vera.
Microorganismos:

e Bacterias: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 20),
B. cereus (ATCC 14579), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), S. typhi
(ATCC 6539) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619).

e Hongos: aislados clinicos de Candida albicans, Trichophyton rubrum, T.

mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum canis, M. audouinii, M. cookie y M.

gypseum.

7.1.1. Ubicacion de la especie vegetal.

Las muestras de A. vera fueron proporcionadas por la empresa Aloe Jaumave, S.A. de
C.V., a partir de cultivos organicos (Liofilizado: Enero 2012; hoja completa: Mayo 2012
[Figura 2]). La empresa se ubica en Jaumave, Tamaulipas al Noreste de México a
23°24° latitud norte y 99° 24°de longitud oeste a una altura de 735 m sobre el nivel del
mar, enclavada en la Sierra Madre Oriental, colinda al Noreste con el estado de Nuevo

Leodn.
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Figura 2. Cultivo organico de Aloe vera de la empresa Aloe Jaumave y liofilizado
obtenido a partir del gel de la misma.

7.1.2. Almacenamiento de muestras.

El liofilizado de gel de A. vera fue colocado con gel silica en un recipiente de aluminio

con tapa hermética para su transporte y almacenamiento a -20 °C, previo a su utilizacion.

Posterior a su colecta, las pencas de A. vera se colocaron en hielo para conservar el
material vegetal durante su traslado a Nuevo Ledn. Las pencas fueron lavadas con agua

y almacenadas en bolsas resellables a -70 °C hasta su uso.

Los microorganismos para este estudio fueron almacenados a 4°C conservandose hasta

su uso, con subcultivos frecuentes.
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7.2. Obtencion de extractos proteicos puros de Aloe vera.

7.2.1. Liofilizado de gel de Aloe vera.

A partir del liofilizado de gel de A. vera, se obtuvieron extractos proteicos mediante dos
métodos. Por la técnica reportada por Costa er al. (1998), el Método 1 (M1) y el
protocolo establecido por Faurobert et al. (2007), el Método 2 (M2). Ambos métodos

con modificaciones (Tabla 1).

Para la extraccion de las proteinas a partir del liofilizado de gel de A. vera por el M1

(Figura 3), se resuspendi6 el liofilizado en solucién de extracciéon A (NaNO3, KHyPOy

y NaN3 [CTR, J.T. Baker y Spectrum respectivamente] y a pH 7) bajo agitacién

constante a 280 rpm por diferentes tiempos, en bafio de hielo (Tabla 1). La suspension
resultante se filtr6 a través de una membrana de poro de 1 y 0.45 um y posteriormente se

concentrd a presion reducida. El concentrado obtenido se centrifugé a 3600 rpm x 30
min a 4 °C y el sobrenadante resultante se precipité con (NH4)>SO4 (J.T. Baker) al 80%
(p/v). El precipitado se lavé con acetona (CTR) y se resuspendié en la soluciéon de
extracciéon B (Urea, NH4HCO3 y EDTA [J.T. Baker, CTR y CTR respectivamente]). El

sobrenadante producto de la resuspension, fue filtrado a través de una membrana de

corte de 3 kDa obteniendo asi, el extracto proteico (EPLM1).

Para determinar la pérdida y eficiencia de extraccion proteica en este proceso de filtrado,
asi como la integridad de las membranas de 3 kDa y mejorar el proceso de purificacion
de los extractos, se realizé una cuantificacion proteica preliminar de EPLMI, asi como
un monitoreo por espectrofotometria UV-Vis (equipo Nadodrop [ThermoScientific]) a
280 nm y por espectrometria de masas (equipo ortogonal cuadrupolo-tiempo de vuelo

modelo Q-TOF Premier), utilizando como estandar la albimina sérica bovina (ASB).

Los extractos proteicos que resultaron de la primera filtracién descrita anteriormente a
través de las membranas de 3 kDa, se monitorearon a 280 nm. Tras llevar la lectura y la
obtencion del espectro de absorcion, se procedié a realizar una segunda filtracién a
través de las mismas membranas con la finalidad de optimizar el proceso de
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purificacion. Los extractos proteicos obtenidos, nuevamente se monitorearon a 280 nm.

Posteriormente, en la biisqueda de obtener extractos con una mayor pureza se realizd

una cromatografia de intercambio iénico (resina SCX Millipore®) sobre los mismos.

Los extractos obtenidos a partir de

espectrofotometria a 280 nm.

dicha cromatografia, fueron monitoreados por

Liofilizado A. vera + SIn. De extraccion A

Agitacion en Bafio de hislo

EPLM1

280 rpm
6-14 h

>
>

EC

h 4

Filtracion-1 um
Filtracion-0.45um
Concentraciona presion reducida

F1

Centrifugacion 2 3600 rpm
x 30 min 2 4°C (3X)

S1

S2

Filtracion 3 kDa

P

B

P1

Precipitacion (NH,}).SO; (80%p/v)

P2

Lavado con zcetona (3 x)
Re suspension en sin. De
extraccion B
Centrifugacion 24000 rpm x
1S mina4*C

L )

S3

P3

Figura 3. Método 1 (Costa et al., 1998) aplicado a liofilizado de gel de A. vera. EC:
Extracto crudo; F1: Filtrado 1; S1: Sobrenadante 1; P1: Precipitado 1; S2:
Sobrenadante 2; P2: Precipitado 2; S3: Sobrenadante 3; P3: Precipitado 3;
EPLMI1: Extracto Proteico de Liofilizado por M1.
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Finalmente para comprobar la integridad de las membranas, se realiz6 un monitoreo por
espectrometria de masas de los extractos utilizando como control una mezcla de
proteinas (lactoalbimina, mioglobina de caballo y ASB) que también fueron filtradas
por las membranas de 3 kDa. Para dicho monitoreo, posterior a su filtracién se
procedié con una hidrélisis enzimética del estindar ASB y de la mezcla de proteinas
junto con los extractos proteicos. Los estdndares y extractos digeridos, fueron inyectados

en el espectrometro de masas de acuerdo a lo descrito en el apartado (apartado 7.5.).

Para la obtencién del extracto por el M2 (Figura 4) se trabajé solo con liofilizado dado
los resultados obtenidos para hoja en M1. El liofilizado de gel de A. vera, se resuspendi6
en solucién de extraccion A (Tris-HCI [J.T. Baker], sacarosa, SDS y de pB-
mercaptoetanol [Sigma], a pH 8), dicha solucién se mantuvo en agitacion constante por
diferentes tiempos a 280 rpm en bano de hielo (Tabla 1), para posteriormente
mantenerlo a 4 °C por 12 h. Al término se realiz6 una centrifugacién para eliminar
material insoluble y posteriormente se hizo una extraccion fendlica con una solucién
saturada relacion 1:3 solucion A. vera: fenol (Sigma). El extracto resultante se centrifugd

a 4000 rpm a 4°C x 15 min. La solucién fendlica se recuperé y se precipitd con

CH3COONH4 (Monterrey, Reactivo Analitico) 0.1 M en MeOH:H,O (50:50), se agitd y

se dejo en reposo durante toda la noche a —20 0C, para su posterior centrifugacion a
4000 rpm x 15 min a 4 °C. El precipitado se recuperd y se lavo tres veces con acetona
(CTR) y finalmente se resuspendié en la solucién de extraccion B (Urea, NH4HCO3 y

EDTA [J.T. Baker, CTR y CTR respectivamente]), obteniendo asi el extracto proteico
(EPLM2).
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Agitacion en Bafio de higlo
2B0rpm
6-14h .
Reposo 12 had:2C Centrifugacion 3 3600 rpm
%30 min a 4°C {3X}

B .

S1 P1

Liofilizado A. vera + SIn. De extraccion A EC

Extraccion Fendlica (1:3)

E

EF
Centrifugacion a 4000 rpm
x 15 mina 4°C.
52 P2
Precipitacion con

CH,COONH; 0.1 M
Reposo toda Iz noche -202C

Centrifugacion a 4000 rpm X
15mina4°C
S3 P3

Lavado con acstona (3x)
Re suspension en Sin. De extraccion B.

EPLM2

Figura 4. Método 2 (Faurobert et al., 2007) aplicado a liofilizado de A. vera. EC:
Extracto crudo; S1: Sobrenadante 1; P1: Precipitado 1; EF: Extracto fendlico; S2:
Sobrenadante 2; P2: Precipitado 2; S3: Sobrenadante 3; P3: Precipitado 3;
EPLM2: Extracto Proteico de Liofilizado por M2.



7.2.2. Hoja de Aloe vera.

A partir de la hoja de A. vera se obtuvieron extractos proteicos mediante M1 con
modificaciones (Tabla 1), tal como se realizé para el liofilizado de gel (apartado
7.2.1.1.) pero con algunas adecuaciones dentro del proceso dado la naturaleza de la
muestra. Dichas adecuaciones consistieron en que transcurrido el tiempo de agitacioén de
la hoja con la solucién de extracciéon A, se realizé una filtracién con la finalidad de

eliminar las particulas de mayor tamafio y el mucilago, seguido de una segunda filtracién
por una membrana de 1 pm. Ademds, posterior a la precipitacion con (NHy4)>SO4 al

80% (p/v), el extracto se dejé en reposo a 4 °C toda la noche. Finalmente, otra de las
adecuaciones consistié en que posterior a la recuperacién del segundo precipitado, se
concentr hasta aproximadamente 0.5 mL mediante una filtracién en una membrana de 3

kDa, recuperando de esta manera el extracto proteico ((EPHM1] Figura 5).

Agitacion en Bafio de hielo
Hoja A. vera + SIn. De extraccion A »| EC
280 rpm
6-14 h y .
Filtracion
¥
F1

Centrifugacion a 3600 rpm
x 30 min a 4°C (3X)

Filtracion- 1 um ‘ }
Concentracion a presion reducida
< S1 Pl

F2

Precipitacion (NH.);S0. (80%p/v)
Reposo toda la noche 42C
Centrifugacion 4000 rpm x 20 mina 42C

Lavado con acetona (3x)
l ‘ Re suspension en Sin. De extraccion B.

52 P2 Filtracion 3 kDa o ePHM1

Figura 5. Método 1 (Costa et al., 1998) para la obtencion del extracto proteico a
partir de hoja de A. vera.

EC: Extracto crudo; F1: Filtrado 1; S1: Sobrenadante 1; P1: Precipitado 1; F2: Filtrado

2; S2: Sobrenadante 2; P2: Precipitado 2; EPHM1: Extracto Proteico de Hoja por M1.
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7.2.3. Optimizacion y seleccion del método de extracciéon.

Con la finalidad de optimizar el método de extraccidén por el cual se obtuviera mayor
cantidad de proteinas totales, se establecieron sistemas en donde se modificaron tres
variables: peso de material vegetal (g), tiempo de agitacion (h) y volumen de solucidén de

extraccion A (mL).

Posteriormente, se determiné el contenido de proteinas totales en EPLM1, EPHMI1 y
EPLM2 obtenidos por el M1 y M2, mediante espectrofotometria UV-Vis en el equipo
Nadodrop (ThermoScientific) a una longitud de onda de 280 nm y empleando como

estandar la ASB.

Todos los extractos se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Tabla 1. Condiciones modificadas para la extraccion proteica de hoja y liofilizado de gel

de A. vera por M1 y M2.

Peso Tiempo Solucion de

Material Material vegetal (g) agitacion (h) extraccion A (mL)

Variable ([ml m2 m3 md4 m5 tl 2 t3 t4 t5 vl v2 v3 v4 v5
Hoja 125 150 270 300 500 6 8 10 12 14 250 500 1000 1500 2000

Liofilizado | 1 25 5 8§ 10 6 8 10 12 14 250 500 1000 1500 2000

En funcién de la mayor concentracién de proteina total obtenida en el pardmetro
evaluado de peso de material vegetal (g), se eligié la condicién 6ptima del mismo para
continuar con la evaluacioén de los diferentes tiempos de agitaciéon (h). De la misma
manera, tras obtener la condiciéon Optima de tiempo de agitacién, se continué con la

evaluacion de los diferentes volimenes de solucion de extraccion A (mL).
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A continuacion, las variables continuas de peso de material vegetal, tiempo de agitacioén
y volumen de solucién de extraccién A, fueron analizadas respecto a su distribucién con
un andlisis grafico de distribucién de cuartiles para observar su normalidad y fueron
expresadas en media y desviacion estdndar. En caso de que no se cumpliera con criterios
de normalidad, mediana y rango intercuartil, las variables discretas fueron expresadas en
proporcion. El andlisis de los ambos métodos, se realizé respecto a la variable de salida
“concentracion de proteinas totales” a través de un analisis de comparacion de medias
paramétrico y no paramétrico, en caso de que se cumpliera el criterio de normalidad y no

normalidad, respectivamente.

Los resultados de la cuantificacién de proteina total de los extractos obtenidos por M1 y
M2, se sometieron a una comparacion de medias por el andlisis estadistico de t de
student y Tukey determinando presencia o ausencia de diferencias estadisticamente
significativas entre cada tratamiento evaluado (Tabla 1) en cada variable, permitiendo

seleccionar el método de mayor concentracion de proteinas totales.

El andlisis de la optimizacion de M1y M2 se realiz6 a través de un andlisis de
ANOVA  (programa SPSS 10.0) considerando las réplicas realizadas en cada
tratamiento (m, t y v) en ambos métodos, permitiendo definir las condiciones Optimas de

extraccion.

7.3. Evaluacion de actividad antimicrobiana de EPHM1, EPLM1 y EPLM2.

7.3.1. Actividad antibacteriana.

Los in6culos bacterianos se prepararon por resiembra desde cultivos en medio s6lido C.
Rivas (Patente IMPI MX/10892) pH 7.0 a tubos de ensayo que contenian 5 mL de caldo
de cultivo C. Rivas. Estos tubos se incubaron a 37 °C x 18—24 h.
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En placas de Petri conteniendo medio sélido C. Rivas, se inocularon con 100 uL de una
suspension bacteriana de 1 x 106 UFC mL_1 (que corresponde 0.5 de la escala de Mc
Farland). Posteriormente se realizaron orificios con una pipeta Pasteur en el agar, en los
cuales se les depositaron 50, 200 y 800 ug rnL_1 de EPHM1, EPLM1 o EPLM2 en
medio C. Rivas. Como control negativo y positivo se utilizaron 25 pL de medio C. Rivas

y gentamicina respectivamente (32 mg rnL_l); las placas se incubaron a 37 °C/48 h.

Posteriormente a la incubacion se midieron los halos inhibicién con ayuda de un Vernier

y los resultados se expresaron en cm (Vega et al., 2013).

7.3.2. Actividad antifingica.

La preparacion del inéculo de C. albicans se llevé a cabo igual que lo descrito con
anterioridad para actividad antibacteriana, pero para los hongos filamentosos se sigui6 la
metodologia de Padrén er al. (2003). Una asada de micelio se depositd en una caja Petri
con medio solido C. Rivas a pH 5.5 y se incubd a 30 °C de 7—-14 d. Posteriormente se

recuperaron las conidias por arrastre de superficie con ayuda de un hisopo, se filtraron y
se transfirieron a un tubo con 3 mL de H»O destilada estéril. Se realizé el conteo de

-1 . . 4
conidias mL en una cdmara de Newbauer y se ajustd la densidad a 1-2 x 10 UFC

1
mL .

Para el ensayo de actividad antifungica, se prepararon cajas Petri con medio sélido C.

Rivas y se inocul6 con 100 pL de cada cepa en su respectiva caja. Se hicieron orificios
con una pipeta Pasteur y se colocaron en cada pocillo 50, 200 y 800 ug mL_1 de
EPHM1, EPLM1 o EPLM2 en medio C. Rivas. Como control positivo y negativo se
colocaron 25 pL de ketoconazol disuelto en H>O estéril (32 mg mL_l) y medio C. Rivas

respectivamente.

40



Las placas se incubaron a 30 °C por 24 h para C. albicans y de 7—14 d para los hongos
filamentosos. Posteriormente se midieron los halos de inhibicién con un Vernier y los

resultados se expresaron en cm.

7.4. Reobtencion de EPLM2.

Una vez seleccionado el método 6ptimo por el cual se obtuvo una mayor concentracion
proteica y pureza, se prosiguié a reobtener el EPLM2 (Figura 5) para continuar con su

identificacion.

Adicionalmente con la finalidad de conservar los extractos obtenidos, se llevaron a
sequedad total mediante un equipo CENTRIVAP (Labconco®) a 4 °C. Finalmente, se

conservaron a -20 °C hasta su uso.

7.4.1. Rendimiento de EPLM2.

Se determind la masa de EPLM2 seco y se obtuvo el rendimiento de la extraccién

proteica con la siguiente férmula:

PE
Rendimiento (%) = 7 X 100

Donde:
PE = Peso obtenido después de la extraccion

PI = Peso inicial del material vegetal empleado.
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7.5. Identificacion de péptidos, proteinas y glicoproteinas en los extractos proteicos

de A. vera.
7.5.1. Hidrdlisis enzimatica de los extractos proteicos.

A los extractos proteicos (EPHM1, EPLM1 y EPLM2) se les realiz6 una hidrdlisis

enzimatica con tripsina, que consistié en cuatro etapas consecutivas. En la primera etapa,
. . -1
se tomaron 100 pL de la muestra del extracto proteico ajustada a 1.0 mg mL  de

proteina, equivalente a 100 ug de la misma y se les adicionaron 5 puL de ditiotreitol
(DTT; [Pro-Pure]), para posteriormente incubarse a 65 °Cx 45 min. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se agregaron 20 pL de yodoacetamida (derivatizacion),
incubdndose nuevamente por 45 min a temperatura ambiente en oscuridad. Para detener

la reaccidn, se agregaron 20 uL. de DTT y se incubaron por 45 min a TA; transcurrido
1
este tiempo, se afiadieron 5 pL de tripsina (PROMEGA® [1.0 pg mL ]) para finalmente

ser incubados a 37 °C por 16 h. La reaccién enzimdtica se detuvo agregando 10 puL de
acido trifluoroacético (TFA) y posteriormente los extractos digeridos se centrifugaron

por 10 min a 10 000 rpm a 4 °C.

7.5.2. Separacion cromatografica e identificacion del EPHM1 y EPLMI.

De los hidrolizados de EPHM1 y EPLMI1 se inyectaron 2 uL en el sistema de
nanocromatografia modelo nanoAcquity (Waters) utilizando como fase estacionaria una
columna BHE (75 pm x 150 mm y 1.7 pum de tamafo de particula). En este sistema de
separacion, se utilizé6 como fase mévil un gradiente de Agua: ACN (97:3 a 40:60 por 30

min).

La deteccion de los péptidos se realizé en un espectrometro de masas (ortogonal
cuadrupolo-tiempo de vuelo modelo Q-TOF Premier), configurado con una interfase

nano electrospray.
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7.5.2.1. Procesamiento de datos.

El proceso de bioinformadtica para la secuenciacion e identificacion se llevé a cabo con el
software ProteinLynx Global server ver 2.5, el cual usé el algoritmo MASCOT para la
obtencion de la secuencia de aminodcidos de los péptidos, y para la alineacién con las

secuencias proteicas se uso la base de datos de Arabidosis thaliana en formato FASTA.

7.5.3. Separacion cromatografica e identificacion del EPLM2.

7.5.3.1. Fraccionamiento y concentracion.

Los EPLM2 se resuspendieron en 100 uL. de NH4HCO3 100 mM. Posteriormente, 50

uL de dicha solucion fueron tomados e inyectados en el equipo HPLC marca Waters

modelo Alliance 2695 XE a una columna Atlantis C-18, Sy, 4.6 x 75 mm, a 45 °C
aplicando un gradiente 95/5 HyO/ACN durante 25 min. Las proteinas fueron detectadas

y colectadas a 280 nm con un detector de arreglo de fotodiodos marca Water modelo
996. Las fracciones colectadas fueron concentradas en un equipo CENTRIVAP

(Labconco®) hasta llevar casi a sequedad, para posteriormente ser resuspendidas en 100

uL de NH4HCO3 100mM.

7.5.3.2. Separacion e identificacion.

El sistema utilizado fue un equipo nanoAcquity con un esquema de conexiones para la
realizacion de separaciones 2D con la modalidad On line (Figura 6). Bajo este esquema
se realizé una estrategia para la obtencion de 5 fracciones y una fraccion de lavado. Cabe
mencionar que se inyectd un blanco de ACN 100% después de cada muestra para evitar

efectos de arrastre entre muestra Yy muestra.
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Tabla 2. Concentraciones de ACN utilizadas para la separacidon cromatogréafica de

EPLM2.
Fraccion % de H,O % de ACN
1 88.9 11.1
2 85.5 14.5
3 82.6 17.4
4 79.2 20.8
5 55 45
6 35 65

Se inyecté 1.0 uL del EPLM2, considerando tener 1.0 pg de proteina en carga

aproximadamente. En esta se aplicaron seis gradientes con diferentes concentraciones de
ACN como fase B (Tabla 2) y usando HCOONH4 20 mM como fase A. Esta separacién

fue de contenido basico.

Ademas se empled una columna de trampa Symmetry C-18, 5 p, 150 p x 2 cm y una

columna analitica BEH, 1.7 u, 75 p x 25 cm, en la cual se usé como fase B ACN con
0.1% de CHO5. Dicha columna fue acondicionada a 40 °C y se conecto a la interface

nanoelectroSpray. Las condiciones de la separacién analitica, se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la separacion analitica empleadas en el EPLM2.

Tiempo (min) Agua/0.1% AF ACN Curva de gradiente

0 99 1 0
5 90 10 6
45 50 50 6
50 50 50 6
65 40 60 6
75 95 5 6
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Finalmente tras la separaciéon del EPLM2, las fracciones fueron dirigidas al
espectrometro de masas (ortogonal cuadrupolo-tiempo de vuelo modelo Q-TOF
Premier), configurado con una interfase nano electrospray. Las condiciones de

deteccion en dicha interfase se describen en la Tabla 4.

Inject Valve

Needie XBridge C,q

150pm x 10cm

Plug

Symmetry C,,
180pm x 2cm

BEH Cyy
75um x 15¢cm

JWH i@ oz & ~
MS =
SR il =

Retention Time

Figura 6. Diagrama de conexiones del sistema nanoAcquity acoplado al sistema de
espectrometria de masas q-TOF premier XE, empleada para la separacion e
identificacion del EPLM2
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Tabla 4. Condiciones de deteccion utilizadas en la interfase nano electrospray en el

espectrometro de masas, para la identificacion del EPLM2.

Condiciones Valores
Voltaje de capilar (V) 4000
Voltaje de cono de extraccion (V) 40.0
Voltaje de cono de muestra (V) 5.0
Guia de iones 5.0
Temperatura de la interface (°C) 100
Flujo de nitrégeno (L h™") 1.7
Voltaje del detector MCP (V) 1800

7.5.3.3. Procesamiento de datos.

Todas las fracciones fueron exportadas en formato RAW para ser procesadas con el
software ProteinLinx Global Server ver 3.0 usando la base de datos Uniprot y

el algoritmo MASCOT.

7.6. Ensayo de letalidad sobre Artemia salina de EPLM2

El ensayo de letalidad sobre A. salina se realiz6 segun lo descrito por Meyer et al.
(1982), con algunas modificaciones. En un eclosionador de vidrio de 25 x 15 c¢cm con
tapa y dividido en dos secciones por la mitad, con una seccién oscura, se colocaron 0.1 g
de huevecillos de A. salina en 300 mL de agua de mar simulada (40 g de sal de mar
[Coralife Scientific Grand Marine Salt] y 6 g de levadura aforando a 1 L de agua
destilada pH 7.8) con aireacién continua (bomba de acuario ELITE 799) y con luz
blanca irradiada de una ldmpara de 11 W a 20 cm del eclosionador. Finalmente se cerr

con la tapa y se incubaron por 48 h.

Una vez eclosionados, se colocaron 10 nauplios de A. salina en el 2° estadio en una
microplaca de 96 pozos en un volumen de 100 uL. de agua de mar. Posteriormente se

colocaron las concentraciones a probar en un volumen de 100 pL. Las soluciones de
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EPLM2 de A. vera (50, 150, 300, 500, 800 ug), asi como la de K,Cr,O7 (control

positivo), fueron preparadas en agua de mar. Los nauplios de A. salina estuvieron
expuestos a las soluciones de los extractos proteicos durante de 24 h bajo las mismas

condiciones.

Después del tiempo de incubacion, se contabilizaron los nauplios vivos en cada pozo.
Los resultados fueron expresados como DL50 (Dosis letal que causa la muerte del 50%
de los miembros de una poblacién) mediante el anédlisis de PROBIT en el paquete
estadistico SPSS 10.0. El criterio de toxicidad fue el asignado por Nguta y Mbaria

(2013). El extracto proteico serd no téxico si la DL50 muestra una concentracién mayor

a 1000 ug mL_l.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Obtencion de extractos proteicos puros de Aloe vera.

El proceso de optimizacién permitié la obtencion de una concentracion media de 7 y 8.6

-1 . . P
mg mL  de proteinas totales en los extractos mediante el M1 en hoja y liofilizado

. -1 . e
respectivamente y 16 mg mL ~ por el M2 en liofilizado.

Dentro del proceso de optimizacion del M1 se verificé la eficiencia de extraccion tanto
en hoja como en liofilizado mediante un monitoreo por UV-Vis y por espectrometria de
masas, ambas enfocadas en verificar la integridad de las membranas de 3 kDa empleadas
en la ultima etapa con la finalidad de purificar, asi como de la pérdida de proteinas en el

proceso de filtracion a través de las mismas.

En cuanto al monitoreo por UV-Vis, las lecturas a 280 nm tanto para hoja, como para
liofilizado, arrojaron un espectro de absorcion donde se muestra una sefial caracteristica
a dicha longitud de onda. Sin embargo en el caso de la extraccion proteica en hoja con

una sola filtracion a través de la membrana de 3 kDa, se obtuvo una concentracién de
. . -1 - . .
proteinas totales media de 1.19 mg mL , observando una sefial con un pico maximo de

absorcién desplazado (Figura 7a). Lo anterior, aunado a la baja concentracion obtenida
por este método en la primera etapa, impedia continuar con el enriquecimiento y la
evaluacion bioldgica de los mismos, por lo que como parte de la optimizaciéon del
mismo, se opté por una segunda filtracion a través de las mismas membranas,
permitiendo obtener un espectro en donde se observa que la sefial a 280 nm se encuentra

mds cercana en su pico maximo de absorcion (Figura 7b) y la concentracién proteica

. . , -1
media se increment6 a 2.32 mg mL .

Finalmente, buscando una mayor pureza en los extractos proteicos por el M1 se procedid

a realizar una cromatografia de intercambio i6nico.
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Tras llevarse a cabo la cromatografia en los extractos de hoja y someterlo a una lectura a
280 nm, el espectro de absorcién mostré nuevamente una clara sefial a 280 nm con una
mayor pureza permitiendo visualizar un pico mdximo de absorcién mds definido a la
longitud de onda establecida. Sin embargo, se obtuvo una baja concentracién media de
proteinas totales que oscila en 0.14 mg mL"', disminuyendo considerablemente la

concentracion proteica comparada con las lecturas anteriores (Figura 7c¢).

En este sentido, aunque la cromatografia de intercambio i6nico permitié la obtencién de
un extracto proteico més puro, la concentraciéon del mismo disminuye considerablemente

a tal grado de perder alrededor del 88.24% de lo recuperado inicialmente.

En el caso de los extractos proteicos obtenidos a partir de liofilizado por el M1,
mostraron un comportamiento similar a los extractos de hoja. Tras una primera filtracién
por las membranas de 3 kDa la sefial caracteristica a 280 nm se encuentra desplazada en
el pico miximo de absorcion demostrando una menor pureza en el extracto y
permitiendo obtener una concentracion media de proteinas totales de 2.13 mg mL!
(Figura 7a). De igual manera que para los extractos de hoja de acuerdo a lo anterior, era
imposible continuar con el enriquecimiento y la evaluacion biolégica de los mismos, por
lo que se realiz6 una segunda filtracion a través de las mismas membranas, obteniendo
un espectro en donde se observa que la concentracion proteica aumentd hasta 4.22 mg
mL", representando cerca de un 98.12% de incremento en funcién a una sola filtracién
para liofilizado y un 81.9% y en referencia a lo obtenido en la misma etapa para hoja.
Aunado a lo anterior, se observé una mayor pureza en el extracto a partir de liofilizado

al obtener el pico mdximo de absorcién mas cercano a 280 nm (Figura 7b).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa de estandarizacion, las filtraciones a
través de la membrana de 3 kDa resultan importantes dentro de la etapa de purificacion.
Si bien se demostré un enriquecimiento del extracto proteico a través de las mismas,
también se garantiza una recuperaciéon con una mayor pureza, representando un punto

critico dentro del proceso de purificacion de los extractos.

Por otro lado, tras llevarse a cabo la cromatografia de intercambio idnico en el extracto a

partir de liofilizado y someterlo a una lectura a 280 nm, el espectro de absorcién mostr6d
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nuevamente una sefial caracteristica a 280 nm con una mayor pureza ya que su pico

maximo de absorcién se encuentra mads definido a la longitud de onda establecida

(Figura 7c¢). Pese a la pureza lograda en esta etapa, la concentracién proteica media

. . . -1
disminuy6 considerablemente oscilando en los 0. 09 mg mL . Aunque la cromatografia

de intercambio i6nico permitié la obtencién de un extracto proteico mds puro, la

concentracion disminuyd considerablemente representando una pérdida del mismo, de

alrededor de 95. 77% respecto a lo recuperado en la primera etapa. De acuerdo a lo

anterior, se optd por descartar la realizacién de una cromatografia de intercambio i6nico

dentro de la etapa de purificacién en el M1.
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Absorbancia

HOJA

b)

T

Absorbancia

)

. TR

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)
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LIOFILIZADO

b)

\

Absorbancia

)

\‘-\‘%———
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Figura 7. Espectro UV-VIS del EPHM1 y EPLMI1 de A. vera (A =280 nm).
a) Extracto proteico tras una filtracion a través de la membrana de 3 kDa; b) Extracto
proteico tras una segunda filtracion a través de la membrana de 3 kDa; ¢) Extracto
proteico después de una cromatografia de intercambio i6nico.
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El monitoreo realizado por UV-Vis para el M1 en la etapa de purificacién con las
membranas de 3 kDa y con la cromatografia de intercambio i6nico, muestra que los
extractos proteicos obtenidos a partir de liofilizado reflejan una mayor pureza en las tres
etapas de purificaciéon monitoreadas. Ademds, el manejo del liofilizado con respecto a la
hoja se facilité permitiendo una mejor optimizaciéon para el mismo, aunado a la baja

pérdida que representa su manipulacion.

En cuanto al monitoreo de la eficiencia de extraccién del M1 por espectrometria de
masas, primeramente el estindar de ASB fue sometido a una digestion enzimética para
posteriormente ser dirigido al espectrometro de masas con la finalidad de garantizar que
las condiciones empleadas para la identificacion eran las adecuadas, asi como la
sensibilidad del equipo. Como se puede observar en el espectro de la Figura 8, tras
llevar a cabo la primera etapa de identificaciobn como monitoreo por espectrometria de
masas, el equipo permitié la identificacion del estdndar con un total de 58 péptidos
asociados, por lo que se procedid a verificar la integridad de las membranas de 3 kDa,
asi como de la pérdida de proteinas a través de las mismas mediante la identificacion de

los extractos.

En el caso del monitoreo por espectrometria de masas de los extractos a partir de hoja,
no se logro la identificacion de péptidos presentes en el mismo. Sin embargo, el espectro
obtenido a partir del EPHMI1 con una mezcla de proteinas, las cuales se hicieron pasar a
través de la membrana de 3 kDa permiti6 la identificacién de las proteinas presentes en
dicha mezcla. Si bien en el EPHMI1 no se lograron observar péptidos o proteinas, el
espectro permiti0 comprobar que a través de la membrana de 3 kDa se garantiza la

recuperacion de proteinas mayores a ese tamaiio.
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Descripcion mW (Da) pl (pH) Péptidos asociados Cobertura (%)

Albimina Sérica 69248 58 38 524
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Figura 8. Espectro de masas obtenido para el estdndar de ASB.

Por otro lado, en el monitoreo por espectrometria de masas en el extracto a partir de
liofilizado, se obtuvo un espectro en donde se identifica claramente las proteinas
presentes en la mezcla con las que se hizo pasar el EPLMI1 a través de la membrana de 3
kDa. Ademads, se pudo identificar dos péptidos presentes en el mismo asociados a la
enzima eterol O-aciltransferasa 1 y una glicoproteina de matriz. Lo anterior nuevamente

corrobora que a través de la membrana se recuperan proteinas mayores a 3 kDa.

De acuerdo al monitoreo por UV-Vis y por espectrometria de masas, se determiné que a
partir del liofilizado se puede obtener un extracto proteico de mayor pureza, a una mayor
concentracion y la identificacion de las proteinas posibles, por lo que se opté por

continuar enriqueciendo el extracto proteico unicamente con el liofilizado de A. vera.

En la bisqueda de la obtencion de un mejor rendimiento proteico, se procedié por probar
el M2 para liofilizado llevando a cabo un monitoreo por UV-Vis en el EPLM2. Las
lecturas a 280 nm permitieron obtener un espectro de absorcion en donde se observa
claramente una sefial caracteristica a la longitud de onda establecida, ademds de que el

pico maximo de absorcién se encuentra mds cercano a la misma (Figura 9), obteniendo
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. ) -1 cL .
una concentracion media de 16.55 mg mL . Este resultado arrojé informacién

importante respecto a la obtencidn de un extracto proteico de mayor pureza y una mayor
concentraciéon de proteinas totales, con una menor manipulacién evitando pérdidas
importantes del mismo. Por lo anterior, se procedid a establecer y seleccionar el método
que permitiera la obtencién de un extracto con una mayor concentracion de proteinas

totales a partir de liofilizado.

Absorbancia

& \

Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro UV-VIS del EPLM2 de A. vera (A = 280 nm).

Tras continuar con la extraccion proteica de liofilizado por el M1 y M2 y proceder con
. . . -1
las lecturas de los mismos a 280 nm, se obtuvieron las concentraciones en mg mL ~ para

cada una de las repeticiones de extraccion realizadas, considerando las condiciones
modificadas (peso de material vegetal, tiempo de agitacion y solucion de extraccion A)

para cada método (Tabla 5).
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Con la finalidad de estandarizar y optimizar el método por el cual se obtuviera la mayor

concentracion de proteinas totales a partir de liofilizado, asi como las condiciones

Optimas de extraccion, se analizaron los resultados con un pardmetro estadistico

descriptivo de t de student, prueba de Tukey y un ANOVA.

. . -1 .
Tabla 5. Concentraciéon media de proteinas totales (mg mL ) para los diferentes
tratamientos y seleccion de los pardmetros de mayor contenido de éstas por M1 y M2
de hoja y liofilizado del gel de A. vera (n =5).

METODO 1 METODO 2
Parametros evaluados Concentracion de proteina total (mg mL-1)
Hoja Liofilizado Liofilizado
ml 59 8.6 15.4
m2 5.0 7.8 14.9
Peso de material vegetal (g) m3 5.1 7.4 14.7
m4 4.9 7.9 13.0
mS 5.2 7.9 13.2

Se seleccion6 m1 debido a la mayor obtencién de proteinas totales
para los liofilizados por los M1 y M2.

t1 7.1 8.7 15.4
17 6.4 8.2 14.8
Tiempo de agitacion (h) 3 6.3 7.9 15
t4 6.1 7.7 15.3
t5 5.8 7.9 14.9

Se selecciond t1 debido a la mayor obtencién de proteinas totales
para los liofilizados por los M1 y M2.

vl 7.3 8.6 16.0
v2 7.9 8.0 15.6
Solucion de extraccion A (mL) v3 8.5 7.9 15.8
v4 7.4 8.1 15.0
vS 7.0 8.0 154
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En base a los resultados obtenidos para M1 y M2, se obtuvo una concentracién media
maxima de 8.6 (DE £ 0.1140) y 15.4 (DE + 0.0894) mg mL_1 respectivamente en el

tratamiento m1l en relaciéon a la variable de peso de material vegetal (Tabla 5). La
comparacion de esta variable entre el M1 y M2 en funcién de las medias de

concentracion de proteina total obtenidas de las cinco repeticiones para cada tratamiento,

C e -1
muestra que m1 es significativamente mayor para M2 [t (7.5)=104, p= 2.8 X 10 3 (Ic
95% 6.6-6.9)].

En base a lo anterior, se continu6 con el tratamiento ml en ambos métodos para

proceder con el andlisis de la siguiente condicion: tiempo de agitacion.

La respuesta concentracion en los extractos proteicos en funcién del tiempo de agitacion

utilizando m1, mostré una concentraciéon media méxima de proteinas de 8.7 (DE +
0.1140) y 15.4 (DE % 0.0894) mg mL_1 al t1 para el M1 y M2 respectivamente (Tabla

5). Mediante el anélisis estadistico de comparacién de medias, se identific6 una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de concentracién de proteina
total de M1 y M2, siendo mayor para el M2 [t (7.5)=103, p=3.34 X 10_13 IC 95% 6.5-
6.8)].

De acuerdo a las concentraciones proteicas maximas obtenidas en funcién de las
condiciones modificadas, se continué con el tratamiento m1 y t1 en ambos métodos para

evaluar la siguiente condicién: volumen de solucién de extraccion A.

En funcién del volumen de solucién de extraccion A, para el M1 y M2 se mostré una

concentracion proteica maxima media de 8.6 (DE = 0.1140) y 16.0 (DE % 0.1949) mg
-1 . . . . . .
mL ~ respectivamente al vl (Tabla §). Se identificé una diferencia estadisticamente

significativa entre la media de M1 y M2 mediante la comparacién de medias, resultando

mayor para M2 [t (6.4)= 74, p=1.07 X 10" (IC 95% 7.23-7.7)].
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Figura 10. Gréfico de perfil de las medias marginales estimadas de
concentracion de proteinas totales en funcion de la variable peso de
material vegetal en EPLM1 y EPLM2.
ml=1g m2=25g;, m3=5g; md4=8 g; m5= 10 g.

Mediante la prueba de Tukey (a 0.05) se demostro si existia diferencia significativa
en las concentraciones medias obtenidas para cada tratamiento en funcién de la
variable de peso de material vegetal para ambos métodos. En la Figura 10, se puede
observar que bajo el tratamiento m2 y m3 de liofilizado, la concentracién media de
extracto proteico resulta estadisticamente igual, asi mismo para el tratamiento m4 y
mS. Sin embargo el tratamiento m1 de liofilizado muestra una clara diferencia en la
concentracion media para ambos métodos, ademds de que se visualiza sin

interaccion con respecto a los otros cuatro tratamientos.

Ademais revel6 que de acuerdo a las medias de concentracion proteica observadas en
la variable de tiempo de agitacion, se tiene s6lo dos grupos homogéneos con una o

de 0.05.



Uno de los grupos corresponde al tiempo t4, t3, t4 y t2 de agitacién que resultan
estadisticamente iguales, mientras que el otro grupo corresponde a tl, el cual refleja
una notable diferencia en su concentracién media para ambos métodos resultando el

mejor para M2 con una mayor concentracién proteica.

En funcién del volumen de solucidon de extraccion A, la prueba de Tukey (a 0.05)
establecié que el tratamiento volumen de solucién de extraccion A v4, vS, v2 y v3
no presentan una diferencia significativa, mientras que el tratamiento vl mostrd
diferencia estadisticamente significativa, ademds de presentar una mayor

concentracion por el M2.

De acuerdo al andlisis estadistico, se seleccion6 el M2 en base a la mayor

concentracion de proteinas totales en los diferentes pardmetros evaluados (Tabla 6).

Tabla 6. Concentraciéon media de proteinas totales (mg mL_1 + DE) de EPLM1 y
EPLM2, en funcién de las variables 6ptimas modificadas (m1, t1 y v1)

Peso de material Tiempo de Solucién
Vegetal agitacion amortiguadora
M1 8.6 £0.1140 8.7+0.1140 8.6 +£0.1140
M2 15.4 £0.0894 15.4 £ 0.0894 16.0 £ 0.1949

Para establecer las condiciones Optimas de extracciéon en el M2, se realizd un
andlisis de ANOVA para comparar las posibles diferencias entre los diferentes
tratamientos (m1, m2, m3, m4, mS5) respecto a las cinco repeticiones evaluadas de

la variable peso de material vegetal. Se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los diferentes tratamientos [F (4)= 52, p=2.5 X 10-10], siendo el

. . ) -1 .
tratamiento predominante el m1 con una media de 15.4 mg mL  de proteina total

(Figura 11a).

Respecto al tiempo de agitacion se determiné una diferencia significativa entre los
diferentes tratamientos (t1, t2, t3, t4, tS) respecto a las cinco repeticiones evaluadas
[F (4)= 8, p= 0.0004], siendo el grupo predominante el t1 obteniendo una mayor

concentracion de proteina total (Figura 11b).

Finalmente en la variable de volumen de solucion de extraccién A, se observd una
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (v1, v2, v3, v4, v§)
respecto a las cinco repeticiones evaluadas [F (4)= 8, p= 0.0004], siendo el grupo

predominante el vl con una mayor concentracioén de proteina total (Figura 11c).

Esto permitié determinar los tratamientos en los cuales se presentd una mayor
concentracion, estableciendo las condiciones éptimas de la extraccién en el M2: ml,

tl, vl.

Otro pardmetro evaluado fue la absorbancia a 280 nm para la seleccién del método
de mayor concentracién de proteinas totales. El M2 presenté un extracto de mayor
concentracion de proteinas totales, con una sefial caracteristica de proteinas y de

mayor pureza comparada con el M1, esta se muestra en la Figura 12.

El EPLM1 mostré también una sefal caracteristica de la presencia de proteinas a
280 nm con el punto maximo de absorcidon desplazado. El equipo utilizado fue

equipo NanoDrop (ThermoScientific), éste permite determinar el rendimiento en mg
-1 - . .
mL  de las proteinas extraidas utilizando como estindar de referencia ASB y

ademds estd adaptado para determinar la pureza de proteinas purificadas,

estableciendo un radio ~1.8-2.00 para indicar la misma.
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Figura 11. Gréfico que muestra las diferencias estadisticamente significativas en
funcion a la comparacién de las medias de concentracion de proteina total de los
diferentes tratamientos para las tres variables evaluadas en el M2; a) peso de
material vegetal, b) tiempo de agitacién y ¢) volumen de solucién de extraccién A.

El incremento en la “pureza” del espectro UV-Vis del EPLM1 vs EPLM2
utilizando como precipitante al fenol, éste favoreci6 una mayor remocioén de
sustancias interferentes disminuyendo la interaccién molecular entre las proteinas y
otros componentes como los azucares (Faurobert et al., 2007) brindando la ventaja
al M2 en cuanto al porcentaje de recuperacion y de concentracién de proteinas

totales.

59



16.59

mg mL! EP

10 E /\
,f\\\ I
ﬂ T . e/
/ \ A ;

/ \

Absorbancia
A .
Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Ml M2

Figura 12. Comparacidén de la concentracion media de proteina total de
liofilizado de gel de A. vera obtenidos por M1 y M2, con sus respectivos
espectros de absorcién a 280 nm.

Por lo anterior y basados en las condiciones para la obtencion de un extracto de
mayor concentracion de proteinas totales, se continu6 con el enriquecimiento del

extracto utilizando unicamente el M2.

8.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana de EPHM1, EPLM1 y
EPLM2.

La evaluacién antibacteriana se llevd a cabo tanto para el EPHM1, EPLMI,
como para el EPLM2. EPHM1 y EPLMI1 no mostraron actividad contra las

bacterias evaluadas. Sin embargo para el caso de EPLM2, éste mostré actividad
inhibitoria del crecimiento contra S. aureus a 800 pg mL con un halo de

inhibicién de 0.8 cm (Figura 13).
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A la fecha, no existen reportes de proteinas o extractos proteicos de A. vera con
actividad contra S. aureus, sélo se tiene reporte de actividad contra la misma, de

extractos etandlicos y metandlicos de la planta (Ajabnoor, 1990; Pecere et al., 2000).

De acuerdo a lo anterior, serfa necesario establecer con certeza el responsable de la
actividad mostrada por el EPLM2, permitiendo de esta manera la obtencién de una
nueva molécula con actividad anti- S. aureus. El determinar la actividad inhibitoria
del mismo, permitiria establecer el o los componentes farmacoldgicamente activos.
Aunado a lo anterior, es importante reconocer a los otros componentes quimicos que
pueden influir en su actividad (coadyuvantes), por ejemplo, modulando su
biodisponibilidad o la estabilidad, asi como materiales inactivos o inertes e inclusive
en ocasiones constituyentes potencialmente alergénicos o toxicos, tal como lo
menciona Franz y Vlietinck (2001). Puntos criticos dentro de la bisqueda de nuevas
alternativas a los farmacos actualmente disponibles, aunado a la biodisponibilidad

que presentan las proteinas y péptidos.

; S. qureus

EPLM2
Halo de inhibicién de crecimiento (cm)
Microorganismo Concentracién del EPLM2 (ug mL-)
50 200 800
Staphylococcus aureus 0 0 0.8
Bacillus subtilis 0 0 0
Bacillus cereus 0 0 0
Salmonella typhimurium 0 0 0
Salmonella typhi 0 0 0 ; C. alicans
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0
Candida albic ans 0 0 1.0
Trichophyton rubrum 0 0 0 EPLM2
Trichophyton mentagrophytes 0 0 0
= Trichophyton tonsurans 0 0 0

Figura 13. Actividad antimicrobiana expresada en cm (halos de inhibicién) a una
concentracién de 800 pg mL™" de EPLM2. C+= Control positivo: gentamicina; C- =
Control negativo: Medio C. Rivas.
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En cuanto a la evaluacion antifingica, los resultados muestran que el EPLM1 no

mostré actividad contra los hongos evaluados, en tanto que EPLM2 mostr
.. e . . -1
actividad inhibitoria del crecimiento contra C. albicans a 800 ug mL = con un halo

de inhibicién de 1 cm y no exhibi6 actividad inhibitoria para el resto de los hongos
filamentosos (Figura 13). En este sentido, ya existe el reporte de una proteina con
dicha actividad. Das et al. (2010) reportaron una proteina de A. vera de 14 kDa con
actividad antifingica contra C. paraprilosis, C. krusei y C. albicans. Ademas,
Doddanna et al. (2013) reportaron actividad contra C. albicans para extractos

alcohdlicos a partir de A. vera.

Si bien se ha reportado una proteina con actividad contra C. albicans, en este caso
no se establece que dicha proteina sea la misma, responsable de la actividad
mostrada por el EPLM2. Por lo tanto, seria necesario evaluar individualmente a las
proteinas presentes en el extracto para corroborar dicha informacién, ademds de

determinar la posible presencia de coadyuvantes.

8.3. Reobtencion de EPL.M2.

Dentro del proceso de reobtencién del extracto proteico por el M2, se logrd

recuperar 852.9 mg aproximadamente (n = 52).

Del total de EPLM2 recuperado, parte del mismo fue destinado a la evaluacion
bioldgica y la otra parte se utilizé para la identificaciéon de péptidos en el mismo.

Los EPLM2 fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.

Se obtuvo una concentracion media de 16.59 mg mL_1 de EPLM2 (DE + 1.2529) a

las condiciones 6ptimas seleccionadas, que corresponde a 32.8 mg de extracto
proteico recuperado, representando un 3.2% de rendimiento. De acuerdo a lo

anterior, el M2 result6 ser 2.6 veces mds eficiente que el M1. Murillo et al. (2014),

. -1
reportaron un rendimiento de 146.70 y 96.92 mg g de proteina total para
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colénquima y parénquima de A. vera respectivamente sin someterse a estrés salino
con NaCl. El porcentaje de recuperacion obtenido en este trabajo se encuentra por
debajo de lo reportado por Murillo et al., lo anterior atribuido a que la extraccién y

determinacion de proteinas realizadas por dichos autores fue a partir de tejido seco
que fue homogeneizado en una solucién amortiguadora de extracciéon (KHoPOy,

EDTA, polivinilpirrolidona), y una centrifugacion de la mezcla y la recuperacién el
sobrenadante en donde se cuantificé las proteinas totales por el método de Bradford.
En este trabajo es importante sefialar que la cuantificacién de proteinas totales fue

realizada para el extracto proteico resultado de un proceso de purificacion.

8.4. Identificacion de péptidos, proteinas y glicoproteinas en los extractos

proteicos de A. vera

Las secuencias reportadas para EPLM1 y EPLM2 poseen una confiabilidad

superior al 90%.

En el EPLMI1 no bioactivo se logré identificar la presencia de un par péptidos
dentro del proceso de estandarizaciéon del M1 en la etapa de monitoreo de la
eficiencia de extraccion. Dichos péptidos presentan una actividad relacionada con el
metabolismo de lipidos y con los mecanismos de transporte a través de la membrana
y en el trifico intracelular y para los cuales seria recomendable realizar su
aislamiento y evaluar su actividad contra los microorganismos ensayados,

determinando de esta manera su actividad efectiva.

A partir de EPLM1 se permitié la visualizacién de los péptidos obteniendo
informacién de los mismos. Dichos péptidos fueron ontolégicamente alineados con
la enzima eterol O-aciltransferasa 1 y una glicoproteina de matriz, respectivamente.
La primera de ellas con la secuencia

SAAMLAVFALSAVVHEYALAICLSYFYPVLFVLFMFFGMAFNFIVN, esta
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asociada al catabolismo de esteroles por lo que se dice que topolégicamente tiene un
dominio transmembrana. La base de datos relacional reporta interaccién directa con
proteinas de la familia de Lipasa 3 y con la peptidil-prolil-cis-trans- isomerasa de
cloroplasto. Chen et al. (2007) y Ang et al. (2003), han reportado el aislamiento de
esta enzima de Arabidopsis thaliana demostrando una notable actividad en el
metabolismo de esteroles en la mejora de la calidad de las semillas. Cabe mencionar
que no existen reportes de su actividad antimicrobiana. Hay reportes de que la
enzima participa en los procesos inflamatorios en la respuesta inmune a la infecciéon

ocasionada por muchos microorganismos tales como P. aeruginosa.

La segunda proteina aislada a partir de EPLMI1, es reportada como una
glicoproteina de matriz 2, también alinea fuertemente con una supuesto activador
RAB GTPasa (NP_001118517.1) de A. thaliana, la cual participa ampliamente en
los mecanismos de transporte a través de la membrana y en el trafico intracelular.
Funciona como canal i6nico formando parte de las proteinas estructurales de la
membrana, pero no se ha reportado ninguna actividad antimicrobiana (Ang et al.,
2003). Seria necesario evaluar su actividad contra los microorganismos involucrados

en este estudio.

Para el M2 con fenol (EPLM2) ha permitido la identificaciéon de 15 secuencias de
péptidos alineados a diferentes proteinas. Del total de las secuencias identificadas,
segun la literatura tres de ellas resultaron no estar asociadas a alguna actividad para
ningtn organismo ([STRING Consortium, 2016; KEGG, 2016] Tabla 7. P5, P8 y
P12); esto representa un drea importante de desarrollo dentro de la investigacion
protedmica puesto que se hace necesario realizar la evaluacién de las mismas para
atribuirles una actividad biolégica o bien, determinar asociaciones con otros

organismos.

Ademads, dentro del proceso de identificacién resultaron tres secuencias mds de
proteinas no caracterizadas a partir de Arabidopsis thaliana; la primera de ellas de
132 aminodacidos (Tabla 7. P1) presenta similitud a una proteina de Brassica rapa,

sin embargo no se asocia actividad a ninguna de ellas. La segunda de 232
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aminodcidos (Tabla 7. P7) presenta homologia con los dedos de zinc, permitiendo
la estabilizacion de los pliegues conformacionales de la misma proteina. Se le asocia
a un funcionamiento modular en la interaccion del ADN, ARN, proteinas y
moléculas pequenas. La tercera de 167 aminodcidos (Tabla 7. P10), presenta
similitud a proteinas provenientes de diferentes organismos por ejemplo de
Arabidopsis lyrata, Brassica rapa, Vitis vinifera, Sorghum bicolor, Zea mays, Oryza
sativa Japonica por citar algunas, sin embargo tampoco se les ha atribuido actividad

en ninguno de ellos (STRING Consortium, 2016; KEGG, 2016).

También se identifico la secuencia
MEVNILAFIATALFILVPTAFLLIIYVKTVSQND (Tabla 7. P2); ésta, tiene una
probable actividad dentro del centro de reaccién fotosintética en las plantas, de
manera especifica como la subunidad M dentro del fotosistema II (STRING
Consortium, 2016; KEGG, 2016). Se ha reportado que este centro representa un
complejo de varias proteinas, pigmentos y otros cofactores que tienen como funcion
el llevar a cabo reacciones que garanticen la obtencion de energia para las plantas
por medio de la fotosintesis; de manera general, se dice que la energia de la luz
absorbida se utiliza para extraer un electrén de una molécula de clorofila en el centro
de reaccion y transferirlo, a través de varios pigmentos diferentes, al aceptor de
electrones primarios Qg (quinona), el cual estd adherido débilmente a un sitio sobre
la cara citoséOlica de la membrana. (Jarvi et al., 2016). El fotosistema II de plantas
verdes (plantas superiores y algas verdes) contiene aproximadamente 20
subunidades proteicas, conocidas como PSBA-Z, en funcion del nombre de los
genes que las codifican, dando una masa molecular aproximada de 320 kDa y
encontrandose fisiolégicamente en forma de dimero (Hankamer er al., 2001). Se
tiene el reporte de que la mayoria de las proteinas del fotosistema II son intrinsecas
de membrana, con una estimacion total de unas 35 hélices transmembranales; un
gran numero de dichas proteinas poseen una baja masa molecular que oscila entre 3-
6 kDa, con funcién especifica no totalmente conocida (Shi y Schroder, 2004). En
este sentido, Balsera et al. (2004) reporté una proteina de la subunidad M del
fotosistema II de 3.8 kDa en Spinacia oleracea a la cual no se le pudo atribuir una

funcién conocida, sin embargo parece ser importante para la formacion de dimeros
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del fotosistema II , los cuales permiten llevar a cabo las reacciones de transferencia
de electrones provocadas por excitaciones moleculares, generalmente procedente
directamente de la luz solar y de trazar los caminos especificos de los electrones
durante y después de la absorcién de la luz. Sin embargo, la secuencia identificada
no ha sido reportada para A. vera pero se sugiere que estd involucrada en reacciones
que conlleven transferencia de electrones, como es el caso de la absorcién de la luz,

favoreciendo la reaccion de fotosintesis en la planta.

Aunado a lo anterior, se identifico la secuencia
NIEAVREEIPWTQPCVCHAVCVEGGMALAAVTALFSGYIDPQTTVVICEGLF
FAWWMCGIYSGLFR (Tabla 7. P4), con un total de 5 péptidos asociados. A dicha
secuencia se le relaciona con la familia de proteinas con motivos PLACS de 244
aminodcidos, los cuales se encuentran presentes tanto en hongos, algas, plantas,
como en animales superiores (STRING Consortium, 2016; KEGG, 2016). Pese a
que forman parte del genoma de las plantas, el conocimiento sobre la funciéon de
estas proteinas es aun limitado. Se sabe que en la mayoria de ellas, su estructura
consta de dos alfa-hélices que abarcan la membrana celular, por lo que son
consideradas como proteinas intrinsecas de membrana. De manera especifica en las
plantas, ya existen reportes que describen a algunas proteinas con motivos PLACS
las cuales han sido involucradas dentro del proceso de desarrollo fisiologico de las
plantas, especificamente en la determinacién del tamafio del fruto mediante la
regulacién del nimero de células (Jiménez et al., 2012). Ademds se ha reportado que
juegan un papel probable en el transporte de metales pesados dentro de la planta,
tales como cadmio o zinc, inclusive se indica que podrian actuar como
transportadores de estos cationes divalentes mediante la formacién de
homomultimeros, de hecho se le asocia de manera funcional con la proteina CW7
que posee un dominio de unién al zinc y que se expresa en plantas superiores
estando involucrada en la reestructuracion de la cromatina, el reconocimiento de la
metilacidn, la regulacion epigenética y principios del desarrollo embridnico (Song et

al., 2015).
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En este sentido, aun cuando se ha reportado esta familia de proteinas en plantas, no
existen reportes de dicha secuencia en A. vera, por lo que se infiere que posee una
funcion de transporte dentro de la misma, favoreciendo por ende el desarrollo de la

planta.

Ademas se identifico, la secuencia
SADVAAAPVVKEKPITDKEVTIPTPVAEKEEVAAPVSDEK (Tabla 7. P11) que
se asocia a la proteina PATL1 (573 aminoacidos), la cual se encuentra involucrada
en trafico a membrana uniéndose a moléculas hidrofobicas y promoviendo la
transferencia de las mismas entre los distintos sitios celulares, siendo clave para la
construccion de la placa celular durante la citocinesis en las plantas (Osugi et al.,
2012). Se tiene el reporte de un estudio del genoma de Arabidopsis, en donde se
sugiere que PATLI es reclutado desde el citoplasma a la placa de células en
expansion y maduracién, apuntando a la implicacién de los fosfoinositidos en la
biogénesis de las células de la placa (Peterman et al., 2004). También se tiene el
reporte de que PATLI1 fue clonado y caracterizado a partir de calabacin (Cucurbita
pepo), el cual fue expresado en toda la planta, demostrando también que es una
proteina de membrana periférica que apoya en los eventos de trafico de membrana
(Peterman et al., 2006). Con lo anterior, se reporta una segunda secuencia de
péptidos asociadas a la facilitacion de transporte para A. vera, sin embargo ya existe
el antecedente de Hamman y Vijoen (2008) quienes reportaron que el gel de A. vera
presenta una actividad facilitadora del transporte posiblemente atribuida a
macromoléculas. Si bien ya ha sido reportada dicha actividad, no se ha caracterizado

a los responsables de la misma.

También se identificé la secuencia
FFSLSLVLCFLLWMASPTESNSKDAVEAASGLTNDGANAATGWDNHGWFY
ISV R (Tabla 7. P14) con un total de 12 péptidos asociados, relacionada con una
proteina de membrana transportadora (translocador) de ATP/ADP (511
aminodcidos). La secuencia que se reporta no estd aln caracterizada y aunque ya
existen reportes de varias proteinas de la misma naturaleza, la informacién con la

que se cuenta acerca de su funcidn, es atn limitada (STRING Consortium, 2016;
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KEGG, 2016). En este sentido, se tiene el reporte de la ameba Protochlamydia
amoebophila en donde se estudié dicha proteina desde el principio de la produccion
de energia (Trentmann et al., 2007). Ademds algunas bacterias poseen un
metabolismo de nucledtidos restringido, la cual se caracteriza por su incapacidad
para sintetizar nuevos nucledtidos o regenerar los ya presentes (Stephens et al.,
1998; Horn et al., 2004; Andersson et al., 1998), con lo cual tratan de compensar

dicha limitacion con el uso de proteinas transportadoras de ATP/ADP, ya sea para la
captacion neta de nucledtidos, la importaciéon de NAD " 0 el intercambio de ATP y

ADP; sin embargo no se ha explicado satisfactoriamente atin como se mantiene la
absorcion neta requerida de energia mientras el ATP y ADP externo compiten en el
sitio de unién (Tjaden et al., 1999). Se sugiere por lo tanto, que el A. vera hace uso
de dichos transportadores con la finalidad de compensar su limitacion en la sintesis
de nucledtidos. De hecho, se tiene reporte de la misma proteina con dos isémeros
(AINTT1 y AtNTT?2) en la planta modelo Arabidopsis, mostrando que las plantas
que carecian de estos transportadores, se encontraban en un estadio de desarrollo
mas atrasado, ademds de que exhibian un fenotipo clorético y lesiones necréticas
espontdneas (Reiser et al., 2004; Reinhold et al., 2007), por lo que se infiere que esta
proteina de membrana estd implicada de la misma manera en dichos procesos para el

A. vera.

Por otro lado se identifico la secuencia
YIETVVTGSMGQYVPMLNYYCNDLPLVSTTYGSSETTFGINLDPLCKPEDVS
YT FMPNMSYFEFIPMDGGDK (Tabla 7. P6) a la cual se le asociaron 10 péptidos
con la enzima PBS3, que cataliza la conjugacion de aminoacidos especificos (por
ejemplo, Glu y, posiblemente, His, Lys, y Met [STRING Consortium, 2016; KEGG,
2016]). Se tiene el reporte que en Arabidopsis, PBS3 disminuy¢ el crecimiento de la
cepa virulenta de Pseudomonas syringae, indicando que una de las funciones de
PBS3 es la restriccion de la difusion de patdgenos virulentos (Okrent et al., 2009).
Se sabe que el salicilato (SA, 2-hidroxibenzoato) es una fitohormona conocida por
su papel como mediador critico de las respuestas de defensa de las plantas. En

respuesta a patégenos, tales como P. syringae, SA se sintetiza y activa la expresion
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génica generalizada. En este sentido se reporta que PBS3 cataliz6 la conjugacion de
aminodcidos especificos, sugiriendo un mecanismo general para la rdpida regulacion
para este microorganismo (Jagadeeswaran et al., 2007). Por lo tanto se deduce que la
sébila produce esta enzima para la modulacién de defensa de ella misma. Pese a que
no existen reportes de dicha actividad contra los microorganismos evaluados en este
trabajo, se infiere que dicha proteina es una de las probables responsables de la
actividad antimicrobiana mostrada por el EPLMZ2. Sin embargo, seria necesario
corroborar que su mecanismo sea similar al ya reportado, ademds de evaluarla de

manera individual sobre cada microorganismo.

También se 1dentifico la secuencia
TLNAYPPATSATSTFEAAVATLHLGVSYANNAAGFAGEAAKENPQLK
(Tabla 7. P9) con 5 péptidos asociados. Dicha secuencia fue relacionada a la enzima
de 174 aminoédcidos denominada como pectina metilesterasa/invertasa (STRING
Consortium, 2016; KEGG, 2016). Esta enzima exhibe un dominio que se ha
implicado en la regulacion del desarrollo de la fruta, el metabolismo de hidratos de
carbono y la extensiéon de la pared celular. También se dice que puede estar
implicado en la inhibicién de patégenos microbianos, por la presencia de dos
puentes disulfuro y una conformacion principalmente alfa-helicoidal (Srivastava et
al., 2012; Giovane et al., 2004). A nivel postraduccional, la actividad de estas
enzimas son cominmente reguladas por diversos mecanismos como la fosforilacion,
glicosilacidn, y la interaccion con inhibidores especificos (Bode y Huber, 1992). De
manera especifica en las plantas, las invertasas convierten la sacarosa de transporte
en fructosa y glucosa, de hecho se tienen reportes en donde se ha demostrado que
tiene efectos sobre el crecimiento y el desarrollo de las mismas, jugando un papel
importante en la respuesta a estrés (Cheng et al., 1996; Ehness et al., 1997; Roitsch
et al., 2003).
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PROTEINA

proteinas

SECUENCIA

PEPTIDOS
ASOCIADOS

Tabla 7. Secuencias identificadas en el EPLM2 de A. vera asociadas a diferentes

% COBERTURA

P1
P2

P3

P4

Ps

P6

P7

P8

P9
P10
P11
P12

P13

P14

P15

No caracterizada

De membrana

De tolerancia a estrés

De membrana

No reportada

Enzima

No caracterizada

No reportada

Enzima
No caracterizada
De membrana

No reportada

Enzima

De membrana

De tolerancia a estrés

MGSLVVNGAALLALLWENVFVVNYVA
AREGVTFGKDEEEK
MEVNILAFIATALFILVPTAFLLITY VKT
VSQND
LLELPSSIGNAINLQNLLLDDCSSLLELP
SSIGNATNLVYMNLSNCSNLVELPLSIG
NLQK
NIEAVREEIPWTQPCVCHAVCVEGGM
ALAAVTALFSGYIDPQTTVVICEGLFFA
WWMCGIYSGLFR
EVGEKETEIDKEVGQGDSDIFDGNKDM
ELNKEVAESTIGV AESEKDKEVTESEKD
KEVAESEIGVPESEK
YIETVVTGSMGQYVPMLNYYCNDLPL
VSTTYGSSETTFGINLDPLCKPEDVSYT
FMPNMS YFEFIPMDGGDK
QVDIPAAMINEMGQENDGDPKEKDGD
LEKDGDQEKDPKEKDPKEKDPKEKDP
K
TEEPSLTEQDPENVEEEESEEEEKEEEE
KEEEEEEEGEEEEEEEEEEEEKEEEENV
GGEESSDDSTR
TLNAYPPATSATSTFEAAVATLHLGVS
YANNAAGFAGEAAKENPQLK
QVNREIEANIQVTREIESQIGNCSETESA
LSVKEAELTK
SADVAAAPVVKEKPITDKEVTIPTPVAE
KEEVAAPVSDEK
GSERERERERERERERERERERERERER
ERERERERERERERERERER
QSGSGISWLFPFVDGHPPLGWYDTVAY
LVLPVLLIASQYVSMEIMKPPQTDDPAQ
K
FFSLSLVLCFLLWMASPTESNSKDAVE
AASGLTNDGANAATGWDNHGWFYISV
R
EANNVASQSQNNNNCGAREFDLPKPVL
VDEREGHVVEEHEMKDEDDVEEGENL
PPGSYEILQLEK

5
4

31

10

15

35

12

12

10

46.5116
100

47.7723

48.7705

40.3252

37.0435

53.2468

40.8392

58.2857
26
35.461

58.8235

53.0093

50.9595

38.5714

La pectina metilesterasa se encarga de catalizar la esterificacion de metilo del

homogalacturonano, los cuales corresponden a polimeros altamente heterogéneos y a

componentes de las pectinas, siendo un importante constituyente de la pared celular

primaria (Vorwerk et al., 2004). Se tiene el reporte de la actividad de dicha enzima en

el desarrollo de raices, la elongacién del tallo y la maduracion del fruto; ademas se le

implica en la interaccioén planta-patégeno al servir como un receptor para patégenos,
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de manera especifica se tiene referencia del virus del mosaico del tabaco (Brummell
y Harpster, 2001; Chen et al., 2000; Chen y Citovsky, 2003). Lo anterior sugiere que
la sabila produce esta enzima con fines de desarrollo y defensa, por lo que podria ser
otra de las proteinas posiblemente responsables de la actividad exhibida en el

EPLM2.

Otra de las secuencias identificadas asociada a una enzima, es la
QSGSGISWLFPFVDGHPPLGWYDTVAYLVLPVLLIASQYVSMEIMKPPQTDD

PA QK (Tabla 7. P13) con 12 péptidos relacionados con la translocasa ALB3 (462
aminodcidos) presente en la membrana tilocoidal de los cloroplastos, la cual realiza
un papel homologo al de Oxalp en la membrana mitocondrial externa (Woolhead et
al.,2001). Se dice que esta enzima es necesaria para la insercion de algunas proteinas
de unién a clorofila capaces de captar luz (LHCP) y para la biogénesis de los
tilacoides. En Arabidopsis se estudi6 un homdlogo de ALB3 (ALB4), el cual se
propuso para ser participe en la estabilizacion del complejo de ATP sintasa, sin
embargo se demostré que ALB3 y ALB4 coinciden significativamente en su funcion,
aunado a que se requieren ambas proteinas para la insercion eficiente de citocromo F,
asi como otras subunidades de los complejos de proteinas portadoras de pigmento
(Trosch et al., 2015). Por otro lado, existe evidencia de una interaccion entre ALB3 y
la translocasa cpSecY, atribuida a las interacciones por la region C-terminal de
ALB3, dicha interaccién es tal vez un indicio de que el papel de ALB3 se extiende
m4ds alld a un papel mas amplio que implica proteinas de membrana de los tilacoides

(Aldridge et al., 2009).

Ademas se identificé la secuencia SIGNATNLVYMNLSNCSNLVELPLSIGNLQK
con un total de 9 péptidos asociados (Tabla 7. P3). Dicha secuencia se relaciona a
una proteina de resistencia a enfermedades causada por patdgenos, clase TIR-NBS-
LRR por sus siglas en inglés (Toll/Interleukinl receptor-nucleotide binding site
leucine-rich repeat [STRING Consortium, 2016; KEGG, 2016]). En este sentido, se
sabe a detalle que las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados para
reconocer y protegerse contra patégenos. Dicha resistencia, con frecuencia se rige

por el reconocimiento especifico entre los genes de resistencia a patdégenos y a
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resistencia a enfermedades en las plantas, la cual por lo general se acompafia de una
respuesta de hipersensibilidad que conduce a la restriccion del crecimiento de
patégenos. En este sentido, la secuencia identificada en A. vera estd asociada a la
familia de genes NBS-LRR conocidos por dar resistencia a enfermedades y es una
de las familias génicas con mayor presencia en los genomas del reino Plantae. Estos
genes poseen un sitio de unién a nucledtidos (NBS) y una region rica en residuos de
Leucina (LRR) y de manera especifica se le asocia un papel dentro del
reconocimiento de patégenos y la sefializacion de la respuesta de defensa. Respecto
al dominio NBS, se dice que contiene varios motivos conservados que se encuentran
tipicamente en ATP o en proteinas de unién a GTP y también presentes en varios

reguladores que son estructuralmente relacionados de la apoptosis de los animales

(Traut, 1994).

Se tiene el reporte de que la familia NBS-LRR se puede dividir en dos subfamilias
basadas en dominios estructurales N-terminales. Una de ellas es la denominada TIR-
NBS-LRR o TNL que codifica un dominio con similitud a los dominios de
sefalizacion intracelular del Toll de Drosophila y al receptor de interleucinal de
mamifero (con similitud en secuencia de aminodcidos de 42 y 41%
respectivamente), lo cual indica que el dominio TIR estaria actuando en las vias de
transduccion por la similitud que presenta con dichos dominios citoplasméticos;
ademds, podria estar implicado en el reconocimiento especifico del patégeno e
involucrado en la induccién de muerte celular. (Meyers et al., 1999; Pan et al.,
2000). Se tiene el reporte de que dichos dominios ya han sido motivo de clonacién a
partir de numerosas especies de plantas que les confiere resistencia a una amplia
gama de patégenos de plantas (bacterias, hongos, oomicetos, virus y nematodos
[Dangl y Jones, 2001; Meyers et al., 2002; DeYoung e Innes, 2006]), inclusive ya se
han propuesto mecanismos como la duplicacién, la recombinacidén ectdpica, la
conversion de genes, entre otras con la finalidad de contribuir a la estructura de
dicho dominio y aportar ciertas caracteristicas especificas de resistencia
(Michelmore y Meyers, 1998; Young, 2000; Sun et al., 2001). Sin embargo, a la
fecha no se ha trabajado directamente en A. vera, aunque si se tiene reporte en la

planta del tabaco frente al virus del mosaico, en el lino frente M. [lini o en

72



Arabidopsis frente al hongo Peronospora parasitica, por lo que se dice que en A.
vera se presenta con la misma actividad. Esta secuencia identificada no se asocia
directamente contra los microorganismos evaluados, sin embargo se podria deducir
que el efecto reportado para microorganismos patégenos en las plantas, seria el
mismo causado para los evaluados en este trabajo. Para confirmar lo anterior, seria

necesario evaluar el péptido sobre los mismos microorganismos.

Finalmente se identificé la secuencia
EANNVASQSQNNNNCGAREFDLPKPVLVDEREGHVVEEHEMKDEDDVEEG
EN LPPGSYEILQLEK (Tabla 7. P15) con un total de 10 péptidos asociados,
relacionada con una proteina sensible a rizotoxicidad por protones (STOP1, por sus
siglas en inglés sensitive to proton rhizotoxicity 1; 499 aminodcidos), la cual
desempefia un papel fundamental en la tolerancia a los principales factores de estrés
en los suelos d4cidos, tales como protones H' y el aluminio Al (STRING
Consortium, 2016; KEGG, 2016), ademds de que se requiere para la expresion de
genes en respuesta al estrés acido (por ejemplo ALMTI1 y MATE). Se tiene el
reporte en Arabidopsis, en donde a partir de semillas mutadas con etil
metanosulfonato se aislé un mutante hipersensible a rizotoxicidad por H*, en donde
a través de una clonacion posicional se determiné que el gen mutado codifica para
una proteina de dedos de zinc tipo-Cys2His denominada STOPI, tratdndose de una
mutacién sin sentido en el dominio de dedos de zinc de dicha proteina, dicha
mutacion no presenta sensibilidad a cadmio, cobre, lantano, manganeso, ni a cloruro
de sodio, pero causa hipersensibilidad a rizotoxicidad por AI’* (Sawaki et al., 2009).
Por otro lado, Hoekenga et al. (2006) sugieren que STOPI1 juega un papel
importante en la tolerancia a aluminio en suelos dcidos en Arabidopsis ya que su
andlisis del transcriptoma demostré que varios genes son regulados negativamente
en este mutante, lo cual indicaba que este factor de transcripcidn estaba involucrado
en la via de transduccion de sefiales a través de la regulacion de la expresion génica
en la respuesta a H" y aluminio, sin verse implicado en el mecanismo de variacién
fenotipica de tolerancia a los mismos. De igual manera, en el eucalipto se
identificaron una serie de genes para la tolerancia a Al** en el cual se incluye un gen

similar a STOPI reportado en Arabidopsis (Sawaki et al., 2014). Con lo anterior se
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infiere que el A. vera posee una proteina similar a STOPI, la cual le proporciona
tolerancia a estrés causada por la acidez en el suelo, proporcionando una
herramienta util para su produccién molecular. Aunado a esto, derivado del
resultado del alineamiento obtenido con BLAST el porcentaje de similitud es del
100% con una probabilidad de alineamiento al azar de 7x10-36. Por lo cual es
posible que esta proteina de A.vera tenga homologia con la proteina de rizotoxicidad

reportada en Arabidopsis

8.4. Ensayo de letalidad sobre Artemia salina de EPLM2

Mediante el ensayo de letalidad sobre Artemia salina, se obtuvo una DLsy de
594.405 ug mL™" con una X* de 14.188 (Figura 14) para el EPLM2 utilizando el
método de PROBIT en el programa SPSS 10.0.

Hamidi et al. (2014) reportaron mediante el ensayo de letalidad sobre Artemia salina

1
que el extracto de A. vera posee una CL5g de 3.59 mg mL , la cual compararon con

la DL5p de 120.65 mg kg_1 obtenida por modelos experimentales con ratones

resultando extractos toxicos y muy téxicos segun los criterios de Meyer et al. (1982)

y Gosselin ef al. (1984) respectivamente.
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Figura 14. Grafico de letalidad sobre A. salina del EPLM2 de A. vera en funcién
de los ug mL_l.

Tabla 8. Criterios de toxicidad segliin Nguta y Mbaria (2013) para extractos de

plantas.

Dosis (ug mL™) Toxicidad

<100 Alta
100-500 Moderada
500-1000 Baja

> 1000 No téxico




Si bien existen reportes de extractos de A. vera con alta toxicidad, no existen
reportes de la misma para fracciones proteicas por lo que de acuerdo a lo reportado
por Nguta y Mbaria (2013) para extractos de plantas, el EPLM2 es considerado de
toxicidad baja (Tabla 8). Lo anterior atribuido a que el gel de la planta de la sdbila
puede contener algunos compuestos citotoxicos que se pueden manifestar en una
concentracion baja segun lo ya reportado en una evaluacion sobre Artemia napuliii

(Cock y Sirdaarta, 2011).
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de extractos proteicos
obtenidos a partir de A. vera y se identificaron algunos componentes que podrian ser

los responsables de esta actividad.

e En el método 1 (M1) donde se utilizé un buffer extractante (NaNOs,
KH,PO, y NaN3) a pH 7, permitié la obtencién de extractos proteicos de
hoja (EPHM1) y liofilizado de gel (EPLM1) de A. vera, mientras que por el
método 2 (M2) donde se utiliz6 otro buffer extractante (Tris-HCI, sacarosa,
SDS y de B-mercaptoetanol) a pH 8 y una solucién saturada de fenol, se
obtuvo un extracto proteico del liofilizado de gel de A. vera (EPLM2),
siendo este ultimo el que contenia mayor concentracion de proteinas totales

y mayor pureza comparada con los obtenidos por M1.

e ElI EPLM2 presentd wuna concentracion de proteinas totales
significativamente mayor respecto al EPLMI, en relacién a los pardmetros
evaluados de: peso de material vegetal (ml), tiempo de agitaciéon (tl) y
volumen de solucién de extracciéon A (vl), determinando como condiciones
Optimas de extraccion, 1 g de liofilizado, 6 h de agitacién en bafio de hielo y

250 mL de solucidon de extraccion A.

e En el proceso de reobtencion del EPLM2, se logré obtener un rendimiento
de 3.2 %, siendo este mayor comparado con el rendimiento obtenido previo a
la optimizacion del M2 (1.4%) y muy por encima de lo reportado para la

planta (0.01%).

e En la evaluacion de la actividad antimicrobiana de EPLH1, EPLM1 vy
EPLM2, solamente el dltimo mostré actividad sobre S. aureus y C. albicans.
Este es una fuente prometedora de moléculas con actividad anti—S. aureus y

—C. albicans.



El EPLM1 nos permitié la visualizacién de dos péptidos que fueron
ontologicamente alineados con la enzima eterol O-aciltransferasa 1 y una
glicoproteina de matriz. La primera de ellas esta asociada al catabolismo de
esteroles por lo que se dice que topoldgicamente tiene un dominio
transmembrana, mientras que la segunda es reportada como una
glicoproteina de matriz 2, asociada a un supuesto activador RAB GTPasa, la
cual participa ampliamente en los mecanismos de transporte a través de la

membrana y en el trafico intracelular.

En EPLM2 se identificaron un total de 15 péptidos que fueron asociados
con proteinas de membrana, las cuales poseen posibles actividades asociadas
de transferencia de electrones (absorcion de la luz), desarrollo fisioldgico de
las plantas (tamafio del fruto mediante la regulacién del nimero de células) y
transporte de ATP/ADP. Ademads se identificaron secuencias a las que se les
asocia con el proceso dentro de la tolerancia al estrés en suelos; también se
identificaron secuencias que fueron asociadas a enzimas relacionadas a la
absorciéon de luz y a la protecciéon contra patdégenos, obteniendo la

caracterizacion de nuevas proteinas con posible actividad antimicrobiana.

El extracto bioactivo EPLM2 exhibié baja toxicidad sobre el modelo de

nauplios de A. salina de acuerdo a lo reportado por Nguta y Mbaria (2013
[500-1000 pg mL™] con una DLsy de 594.405 ug mL™.
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10. PERSPECTIVAS

Continuar con la bisqueda especifica de las proteinas contenidas en EPLM2
responsables de la actividad antimicrobiana mediante diferentes ensayos con
cada fraccién recuperada y reportada en este trabajo, sobre todo aislar
aquellas que de acuerdo a la base de datos STRING y KEGG, fueron

asociadas a la proteccidon de microorganismos patégenos.

Continuar con la identificacidn y caracterizacion completa de los péptidos y

proteinas en el EPLM2 de A. vera.

Sintetizar y modificar nuevas secuencias proteicas potencializando su

actividad y/o favoreciendo su estabilidad quimica.

Determinar el mecanismo molecular de la actividad presentada por parte de

los péptidos o proteinas, apoydndose de herramientas protedmicas.
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Resumen

Las enfermedades infecciosas son un problema de Salud Ptiblica que se agrava con microorganismos resistentes. Esto conduce
al desarrollo de nuevos farmacos. Recientemente surgié el estudio de actividades farmacoléqgicas de protelnas de fuentes
naturales. En esta investigacion se realizo la extraccion de proteinas del gel de Aloe vera y su evaluacion antimicrobiana. Se
obtuvieron extractos proteicos de A. vera por dos métodos: Extracto 1 (EP1) precipitacion con (NH,),50, y extracto 2 (EP2)
extraccion con fenol. El rendimiento para el método 2 (0.33 % recuperacion). Andlisis por espectrometria de masas EP1 permitio
identificar un péptido y una proteina de 5 y 31 kDa, relacionada con glicoproteinas de Arabidopsis thaliana. EP2 mostré
actividad contra Staphyllococcus aureus y Candida albicans. A. vera es una fuente prometedora de proteinas con actividad
anti-S. aureus y -C. albicans.

Abstract

Infectious diseases remain a public health problem that is exacerbated by the presence of resistant organisms leading to
development of novel drugs. Study of pharmacological proteins from natural sources recently emerged. In this research
extraction of proteins from gel of Aloe vera and antimicrobial evaluation were done. Protein extracts from Aloe vera were
obtained by two methods: extract 1(EP1) by precipitation with (MH,);50, and (EP2) by phenol extraction. The yield for
method 2 (0.33 % recovery). Analysis by mass spectrometry of EP1 identified with a high degree of confidence, peptide 5
and 31-kDa protein, whose identity has been associated with the glycoproteins of Arabidopsis thaliana. EP2 exhibited
inhibitory activity against Staphylococcus aureus and Candida albicans. A. vera extract comprises a promising source of
protein with anti-5. aureus and anti-C. albicans activity.

Palabras clave: Aloe vera, proteinas, actividad Key words: Aloe vera, protein, antimicrobian activity.
antimicrobiana.

Correspondencia: Fecha de recepcion: 05 de marzo de 2015

Dra. Catalina Rivas Morales Fecha de recepcion de modificaciones: 17 de junio de 2015
Laboratorio de Quimica Analitica

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn

Pedro de Alba s/n, Cd. Universitaria. San Nicolds de los

Garza, Nuevo Leon, México

Tel. 81 8329 4000 Ext. 3652 Fax 81 8352 5011

E-mail: catalinarivas®@ yahoo com.mx

104



Introduccion

Las infecciones de las vias respiratorias bajas son la principal
causa infecciosa de defuncién. Tan solo 1 de cada 100 muertes
cormesponde a nifios menores de 15 afos. En los paises de
ingresos bajos, aproximadamente 4 de cada 10 muertes ocurren
en nifios menores de 15 anos, y tan solo 2 de cada 10 muertes
coresponden a personas de 70 afos o mds. La causa
predominante de defuncion son las enfermedades infecciosas:
en conjunto, las infecciones de las vias respiratorias bajas, la
infeccion por el VIH/sida, las enfermedades diarreicas, el
paludismo v 1a tuberculosis causan casi una tercera parte de 1as
muertes en es0s paises.!

Segtin un informe de la Organizacién Panamericana de 1a Salud,
que actia como Oficina Regional de 1a Organizacion Mundial
de la Salud en las Américas hay una elevada resistencia por
parte de algunos mucroorganismos. Ejemplo de ello,
Escherichia coli resulta resistente a las cefalosponnas de tercera
generacién y a las fluoroquinolonas, dos clases importantes ¥
muy utilizadas de farmacos antibacterianos. La resistencia de
Klebsiella pnewmoniae a las cefalosporinas de tercera
generacion también es elevada y generalizada. En algunos
entomos, hasta un 90 % de las infecciones por Staphylococcus
aureus son resistentes a la meticilina, lo cual significa que el
tratamiento con los antibidticos habituales no funciona. En este
liltimo caso, se calcula que las personas infectadas por 5. aureus
resistentes a la meticilina tienen una probabilidad de morir un
64 % mayor que las infectadas por cepas no resistentes 2

En México las infecciones cansadas por bacterias son una de las
principales causas de enfermedades en la poblacién, lo cual ha
provocado que se destaque por 1a prevalencia de las mismas. Se
calcula que 450 000 casos de infeccion relacionada con la
atencidn sanitaria cansan 32 muertes por cada 100 000
habitantes por afio 34

Otro padecimiento frecuente es la micosis superficial en piel y
piias’ la mayoria cavsada por dermatofitos. De éstos las
especies mds frecuentemente encontradas son: Trichophyton
rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophyfes, Microsporum canis y
Epidermophyton floccosum, destacandose a T. rubrum como el
microorganismo de mayor incidencia en nuestro pais® A lo
anterior se suma que algunos microorganismos han desarrollado
resistencia a distintos farmacos, ademas de que en México
existen sesgos en la prevalencia de las inmunodeficiencias
primarias debido al subregistro de los casos, producto del
desconocimiento de los médicos sobre estos trastornos > Con
lo anterior, surge la necesidad de 1a biisqueda de alternativas
para el control de estas enfermedades; una de ellas es el empleo
de plantas medicinales.

Aloe vera es una de las especies vegetales medicinales mas
importantes en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de diversos padecimientos como: tos, diabetes,
erisipela, inflamacidn e infeccién de 1a piel. dolor de estémago
y como vermifugo ® Esta planta es cominmente conocida como
sabila y ha capturado el interés por sus multiples actividades
biologicas.

Recientemente se ha incrementado el estudio de l1a quimica v
actividades farmacoldgicas presentadas por las proteinas,
péptidos v glicoproteinas provenientes de fuentes naturales *- 10
Koikeet al. (1995) reportaron una lectina aislada del A. vera de
35 kDa con actividad de estimulacion mitdtica de linfocitos,
activacion del complemento, alternativa, antiinflamatoria,
antidlcera v antitumoral, ademis de presentar actividad
mitogénica !! Yagi et al. (1997) reportaron una glicoproteina de
29 kDa que aumenta la proliferacion de las células dérmicas
normales en el humano.!? Choi et al. (2001) reportaron una
glicoproteina que nombraron G1GIMIDI2 de 5.5 kDa aislada
de A. vera con actividad proliferativa y de migracién celular!® y
Das et al. (2010) reportaron una proteina de 14 kDa aislada de
A. vera, la cual mostrd actividad antifingica contra C.
paraprilosis, C. krusei y C. albicans}* El et al. (2010)
Teportaron un octapéptido de A. vera con actividad antitumoral
y antioxidante 1%

El proposito de este esmdio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos proteicos del liofilizado de gel de A.
vera.

Material y método

Material biologico

Planta: Liofilizado del gel de hoja Aloe vera proporcionado por
la empresa Aloe Jaumave, S A de CV. Jaumave, Tamaulipas
Meéxico.

Bactenias: Staphylococecus aureus (ATCC 25923), Bacillus
subtilis (ATCC 20), Bacillus cereus (ATCC 14579), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), Salmonelila typhi (ATCC 6539) v
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619).

Hongos: aislados clinicos de Candida albicans, Trichophyton
rubrum, T. menfagrophytes y T. tonsurans.

Extraccion de proteinas del liofilizado de gel de A. vera

La extraccion de las proteinas se Ilevd a cabo a partir del
liofilizado de gel de A. vera mediante dos métodos. Para el
método 1 (M1) se siguid la técnica reportada por Costa ef al_,
(1998)!° con modificaciones: 5 g del liofilizado de A. vera se
resuspendieron en 250 mL de una solucion amortignadora A
(NaNO;, KH,PO,; v NaN; [CTR, JT. Baker y Spectmum
respectivamente] y a pH 7) bajo agitacion constante a 180 rpm
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por 6 h en bafio de hielo. La suspensién resultante se paso a
través de una membrana de poro de 1 y 045 um ¥y
posteriormente se concentrd a presion reducida. El concentrado
obtenido se centrifugd a 3600 pm x 30 min a 4 °C y el
sobrenadante recuperado se precipitd con (NHy),SO; (J.T.
Baker) al 80 % (p/v). El precipitado se 1avo con acetona (CTR)
v se resuspendid en la solucién amortiguadora B (Utea,
NH4HCO; v EDTA [1.T. Baker, CTR y CTR respectivamente]).
El sobrenadante producto de la resuspension, fue ultrafiltrado a
través de una membrana de corte de 3 kDa v se obtuvo el
extracto proteico 1 (EP1). Este procedimiento se repitié 5 veces.

Para la obtencion del exmacto por el métedo 2 (M) se
utilizaron 5 g de liofilizado de gel de A. vera, que se
resuspendieron en 230 ml de una solucion amortignadora C
(Trs-HC1 [J.T. Baker], sacarosa, SDS y de [i-mercaptoetancl
[Sigma], a pH 8) y se manmuvieron en agitacicn constante a 180
pm por 6 b en bano de hielo, para posteriormente mantenerlo
a4 °C por 12 h. Al término se realizd una centrifugacion para
eliminar material insoluble, posteriormentz se hizo una
extraccién fendlica con una solucidn satrada en una relacin
1:3 solucion A. vera: femol (Sigma) y posteriormente se
centrifugd a 3600 rpm a 4 °C x 30 min. La solucion fendlica se
Tecuperd y se precipitd con CHyCOONH, (Monterrey, Reactivo
Analitico) 0.1 M en MeOH-H.O (30:30), se agitd y se dejo en
reposo durante la noche a —20 oC, despufs se centrifugd
nuevamente. El precipitado se recuperd y se lavd 3 veces con
acetona v fmalmente s= mesuspendié en la solucion
amortiguadera B, obteniendo asi el exmacto proteico (EP2). Se
realizaron 5 réplicas.

La conceniracion de proteinas de los extractos proteicos EP1 y
EP? se cuantificé por espectrofotometria UV-Vis en el equipo
Nadodrop (ThermoScientific) a una longid de onda de 280
nm. Los EPs se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Determinacidn de la masa molecular

A los extractos proteicos EP1 y EP2s se les realizd una
hidrélisis enzimatica con tpsing, que consisio en cUaws etapas
consecutivas. En la primera etapa, a 100 gL del EP1 o EP2 se
les adicionaron 3 pL de Ditotreitol (DTT, Pro-Pure]) y se
mcubaron a 63 °C » 43 min; en 1a segunda v tercera etapas se
afiadieron 4 pL de C.H,INO (Pro-Pure) ¥ 20 pL de DTT,
Iespectivamente v se incubaron a temperatira ambiente » 43
min; finalmente a ambas digestiones se les adiciond ripsina, en
una relacién 1:20 (proteina: wipsina [Promega]) v se incubaron
a3’ Cx18h

De los hidrolizados de EP1 v EP2 se invectaron 2 L en el
sistema de nanocromatografia modelo nanoAcquity (Waters)
utilizando como fase estacionaria una columna BHE (75 EBm x
150 mm y 1.7 Bm de tamafio de particula); como fase mavil se
utilizd un gradiente de Aguar ACN (97:3 a 40:60 en 30 min).

R FARMACEUTIOAS

La deteccion de los péptidos se realizd en un espectrémetro de
masas (ortogonal cuadrupolo-tiempo de vuelo modelo Q-TOF
Premier), configurado con una interfase nano elecirospray. El
proceso de bioinformatica para 1a secuenciacién e identificacion
se 1levd a cabo con el software ProteinLynx Global server ver
2.5, en el cual se uso el algoritmo MASCOT para la obtencion
de la secuencia de aminodcidos de los péptidos v para la
alineacidn con las secuencias proteicas se uso la base de datos
de Arabidosis thaliana en formato FASTA.

Evaluacion de actividad antimicrobiana

Actividad antibacteriana'®

Los mdculos bacterianos s prepararon por mesiembra desde
cultivos en medio salido C. Rivas (Patente IMPT MIU10892) a
tubes de ensayo que contenian 5 ml de caldo de cultive C.
Fivas. Estos ubos se incubaron a 37 3C » 18—-24 h.

En placas de Pemi conteniendo medio solido C. Rivas se
inocularen con 100 pL de una suspension bacteriana de 1 x 106
UFC mL-' (que comesponde 0.5 de la escala de Mc Farland).
Posteriormente se realizaron orificios con una pipeta Pasteur en
el agar, en los cuales se les depositaron 30, 200 y 800 pg ml-*
de EP]1 o EP? en medio C. Rivas. Como control negativo y
positive se wilizaron 25 xL de medio C. Rivas y pentamicina
respectivaments (32 mg ml-'); las placas se incubaron a 37 °C
® 48 h, posteriormente se midieron los halos inhibicicn con
ayuda de un Vernder v los resultados s2 expresaron en cm.'*

Actividad antifingica™

La preparacion del indeulo de €. albicans se llevo a cabo de
acuerde a lo marcado anteriormente para  actvidad
andbacteriana, en tanto que para 1os hongos filamentosos, una
asada de micelio se deposité en ina caja Petd con medio solido
C. Rivas y se incubd a 30 °C de 7-14 d. Posteriormente se
recuperaron las conidias por amrastre de superficie con ayuda de
un hisopo, se filtraron y se ransfirieron a un wboe con 3 ml de
H20 destilada estéril. Se realiz el conteo de conidias ml-'en
una cimara de Neubauer y se ajustd la densidad a 1-2 = 10¢
UFC mL-t.

Para el ensayo contta hongos, se prepararon cajas Petd con
medio solido C. Rivas y se inoculd con 100 pL de cada cepa en
50 respectiva caja. Se hicieron orificios con una pipeta Pasteur y
5e colocaron en cada poecillo 50, 200 y 800 pg mL-' de EP1 o
EP2 en medio C. Rivas. Como control positivo y negativo s
colocaron 25 gL de ketoconazol disuelto en HoO estéril (32 mg
ml') y medio C. Rivas respectivamente. Las placas se
incubaron a 30 %C por 24 h para C. albicans y de 7-14 d para
los hongos filamentosos. Posteriormente se midieron los halos
de inhibicidn con un Vermnier v los resultados se expresarcn en
cm.*
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Resultados v discusion

Exiracciin de preieinas del llsfiliznds de gel de A. vera

En la extmecidn por el b1 se obtove wn rendimiznbe promedio
de 6.2 mg ([0E = 1.36) de FF1 que comesponde a un porceataje
de recupemcidn de 001 % ¥ por el b2 5= obiwes un rendimiento
medic de 149 mg de EP2 {DE = 1.24) v que comesponde & un
poscemnge de (3 %; de ial forma o) B2 resulic ser 24 veces
miis eficienie que & M1 Rurills & g, epodarca un
rerdimienio de 14670 v 9692 mg g! de profeima ioial pam
coléngquima v parénquima de A vera respectivamente sin
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1 Introduccion

Las proteinas son uno de los constituyentes primarios de los organismos vivos. Incluso
en las plantas, donde los carbohidratos son los componentes estructurales mas abundantes,
las proteinas se encuentran presentes en aquellas partes que son responsables del
crecimiento y la reproduccién. La estructura fundamental de las proteinas es relativamente
sencilla; son largas cadenas de aminodcidos unidos entre si por enlaces amida, también
llamados enlaces peptidicos, entre el grupo carboxilo de un aminoédcido y el grupo amino de
otro. Estas cadenas se denominan polipéptidos. Una proteina puede estar constituida por una
unica cadena polipeptidica o por varias asociadas entre si y estdn constituidas por unos
veinte amino4cidos diferentes (Ege, 2004).

Los efectos benéficos a la salud por parte de las proteinas, podrian ser atribuidos a
numerosas secuencias de péptidos que poseen actividades antimicrobianas, antioxidativas,
antitrombdticas, antihipertensiva, inmunomodulatoras, entre otras. La actividad se basa en la
composicién inherente y la secuencia de sus aminodcidos, asi como de su estructura. El
tamafio de las secuencias activas puede variar de dos a veinte aminodcidos, y algunos
péptidos son conocidos por sus propiedades multifuncionales (Korhonen & Pihlanto, 2003;
H Meisel & FitzGerald, 2003; Shimizu, 2004).

Los péptidos de plantas, moléculas menores de 10 kDa, pueden ser divididas esencialmente
dentro de dos categorias: péptidos bioactivos y péptidos degradadores que resultan de la
actividad de enzimas proteoliticas (Fricker, Lim, Pan, & Che, 2006).

Los péptidos bioactivos han sido definidos como fragmentos especificos de proteinas que
tienen un impacto positivo en las funciones del cuerpo y que finalmente pueden, influenciar
en la salud (Kitts & Weiler, 2003).

En las plantas, muchas de las proteinas ubicadas en el compartimiento extracelular y la
endomembrana estdn glicosiladas, es decir, un grupo aziicar se une de forma covalente a una
proteina para formar una glicoproteina, lo cual trae como consecuencia un gran impacto
tanto es sus propiedades fisicoquimicas como para sus funciones bioldgicas. Las
glicoproteinas, participan en la formacién de la pared celular, diferenciacién de tejidos,
embriogénesis y adhesion sexual en algunas especies de plantas (Berg, Stryer, Tymoczko, &
Macarulla, 2008; Ren, Bretthauer, & Castellino, 1995).

Las secuencias glucidicas de las glicoproteinas son muy variadas, segin los tipos
moleculares y las especies estudiadas. Sin embargo, las secuencias mejor conocidas
presentan analogias en las zonas préximas a la unién con la proteina. Si bien las distintas
cadenas glucidicas de una glicoproteina son aparentemente iguales, se han encontrado
ligeras modificaciones estructurales entre ellas. La composicion de la fraccién proteica es
variable de unas glicoproteinas a otras. No esté claro cuéles son los aminoacidos implicados
en la unién con la cadena glucidica, sin embargo las funciones tan diversas de las
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glicoproteinas son resultado directo de sus estructuras (Herndndez Rodriguez & Sastre
Gallego, 1999).

Los carbohidratos estdn presentes en un porcentaje en peso mucho menor en las
glicoproteinas que en los proteoglicanos, de hecho muchas de las glicoproteinas se forman
por la unién de carbohidratos a proteinas solubles. La naturaleza hidrofilica y polar de los
azucares pueden cambiar dramdticamente las caracteristicas quimicas de la proteina a la cual
estan glicosilando (Berg et al., 2008; Noiva, 2010).

Las plantas representan una fuente importante de proteinas y péptidos con numerosas
actividades bioldgicas no sélo como parte de su metabolismo, sino también benéficas para
el ser humano.

Los péptidos y proteinas han sido aislados de las raices, semillas, flores, tallos y hojas de
plantas y han demostrado diversas actividades.

2 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas organicas, constituidas bdsicamente por carbono (C),
hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno (N); aunque pueden contener también azufre (S) y
tésforo (P) y, en menor proporcidn, hierro (Fe), cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (I), entre
otros (Calvo Bruzos, Gémez Candela, Royo Bordonada, & Lépez Nomdedeu, 2012). Estas
moléculas corresponden a las estructuras primarias dentro del metabolismo de los seres
vivos, junto con los carbohidratos y lipidos. En general, las proteinas pueden clasificarse de
acuerdo a:

1. Sus propiedades fisicas y/o quimicas: grupos de proteinas basados en su tamaiio,
estructura, solubilidad o grado de basicidad.

2. El tipo de moléculas al que pueden unirse: lipoproteinas (grupo prostético lipidico),
nucleoproteinas (grupo prostético nticleo proteico), cromoproteinas (grupo
prostético pigmento), metalo proteinas (grupo prostético metélico) y glicoproteinas
(grupo prostético carbohidrato).

3. La funcién en la célula: pueden ser agrupadas en tres clases generales basadas en su
funcidn, las cuales corresponden a proteinas estructurales (proteinas de membranas,
paredes celulares o citoesqueletos), proteinas de almacenamiento y enzimas.

De acuerdo a ésta tltima clasificacion, en las plantas, las proteinas de almacenamiento son
encontradas en forma abundante en las semillas, sirven como fuentes de nitrégeno y de
aminoacidos que son utilizados durante su germinacién. Durante su desarrollo, las semillas
sintetizan relativamente grandes cantidades de reservas alimenticias que son acumuladas en
tejidos de almacenamientos tales como el cotiledéon o endosperma. Estos materiales de
reserva son los que permitirdn el crecimiento y desarrollo de la plantula, hasta que ésta
pueda establecerse como una unidad fotosintetizadora y comenzar su vida autétrofa
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independiente. Entre estas sustancias de reserva se incluyen lipidos, carbohidratos,
proteinas, y varios componentes inorgdnicos (Duranti, 2006).

Las proteinas de reserva, denominadas de este modo por creerse que no desempeifian funcién
metabdlica o estructural alguna, estdn acumuladas en cuerpos especificos, cuerpos proteicos,
que se encuentran al azar en el citoplasma. Durante la germinacidn, estas sustancias son
hidrolizadas y transportadas al eje embrionario en crecimiento, produciendo un cambio en
las estructuras. Durante esta etapa, los cuerpos proteicos sufren un aumento de tamaio, y las
proteinas empiezan a ser desnaturalizadas por las enzimas proteoliticas (Duranti, 2006;
Hong et al., 2008).

En general, las proteinas de origen vegetal presentan muy diversas actividades biol6gicas no
s6lo como parte de la estructura de la planta o como parte fundamental de almacenamiento,
ademds en la defensa contra diferentes plagas. Dichas proteinas son actualmente motivo de
estudio por sus posibles aplicaciones dentro de la agricultura. Ademas, el enfoque de la
proteémica dentro de los productos naturales ha tomado importancia por su potencial
aplicacidon dentro la biotecnologia.

Las propiedades antimicrobianas de proteinas y péptidos de diferentes fuentes han sido
estudiadas por cerca de 4 décadas, debido al incremento en la resistencia de los
microorganismos a los farmacos disponibles. Los péptidos y proteinas expresan su actividad
antimicrobiana ocasionando lisis por unién y ruptura de la membrana de los
microorganismos, otros penetran la membrana e interactdan con el interior de la célula u
ocasionan la formacién de poros produciendo fuga del contenido intracelular y por ende,
causando su muerte (X. Huang, Xie, & Gong, 2000).

Los péptidos y proteinas han sido aislados de raices, semillas, flores, tallos y hojas de
plantas y han demostrado actividad contra fitopatégenos, asi como contra bacterias
patégenas para los seres humanos (Pelegrini & Franco, 2005; Selitrennikoff, 2001; Terras
et al., 1995).

3 Péptidos

Los péptidos funcionales o bioactivos han sido definidos como tales, desde hace casi dos
décadas. Desde aquel tiempo, se definieron como secuencias de aminodcidos inactivos en el
interior de la proteina precursora, que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su
liberacién mediante hidrolisis quimica o enzimética(Hans Meisel, 1998). Sin embargo, unos
afios después, (Kitts & Weiler, 2003) retomaron el concepto para definirlo como fragmentos
especificos de proteinas que tienen un impacto positivo en las funciones del cuerpo o
condiciones y que pueden finalmente, influenciar en la salud. Generalmente estas moléculas
son de un tamafo pequefio que va de 3 a 20 aminodcidos, aunque en ocasiones puede
exceder esa longitud(Shahidi & Zhong, 2008). Inclusive se sabe que al administrarse por via
oral al ser humano, estas moléculas pueden ejercer efectos sobre los diversos sistemas, tales
como el circulatorio, digestivo, inmunolégico y nervioso (Korhonen & Pihlanto, 2003; H
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Meisel & FitzGerald, 2003). En este sentido, se cuentan con reportes cientificos de que
estas moléculas pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via
circulacién sistémica, pudiendo ejercer funciones especificas a nivel local, en el tracto
gastrointestinal y a nivel sistémico; por tanto, se dice que los péptidos bioactivos podrian
influir en el metabolismo celular del ser humano y actuar como vasorreguladores, factores
de crecimiento, inductores hormonales y neurotransmisores (Roberts & Zaloga, 1994).

Mais tarde mencionan que los péptidos bioactivos forman parte de la respuesta innata
provocada por la mayoria de los organismos. La mayoria de los péptidos bioactivos
producidos en las plantas poseen propiedades microbicidas, también forman parte de la
sefalizacion celular. Mencionan que la accién bioldgica de péptidos bioactivos inicia con la
unién a la membrana diana seguido por permeabilizacién de la membrana y ruptura (Salas,
Badillo-Corona, Ramirez-Sotelo, & Oliver-Salvador, 2015).

Desde entonces, las proteinas de diferente origen (animal y vegetal) han sido utilizadas para
el aislamiento de péptidos con diferentes actividades bioldgicas para el ser humano, asi
como su empleo en la biotecnologia (Korhonen & Pihlanto, 2003). Inclusive dada la
importancia que han tomado los péptidos por sus multiples actividades, desde el 2006 se
tiene el reporte de estudios donde se dedicaron a obtener péptidos modificados, disefiados a
partir de péptidos naturales, con el fin de incrementar la actividad de estos ultimos
(Martinez Augustin & Martinez de Victoria, 2006).

Pese a la tecnologia que se aplica sobre estas moléculas, para la optimizacidon de un efecto
benéfico para el ser humano, actualmente estas moléculas siguen siendo estudiadas, siendo
ya reportadas algunas de ellas con diversas actividades.

En la actualidad, algunas cepas de microorganismos patégenos han desarrollado resistencia
a los antibidticos convencionales y actualmente disponibles. Esto refleja una gran amenaza a
la salud de las personas, por lo que el desarrollo de nuevos tipos de antibidticos es una
manera eficaz para resolver el problema que se ha generado por parte de los
microorganismos. Un gran grupo de compuestos naturales de bajo peso molecular con
actividad antimicrobiana ha sido aislado de plantas y animales, como lo son los péptidos con
la mayor generalizacién, los cuales representan una nueva generacion de antimicrobianos y
precisamente entre una de las actividades mds estudiadas para péptidos, es la
antimicrobiana.
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TABLA 1. Proteinas y péptidos con actividad biologica.

Proteina o pé

Actividad bioldgica

Referencia

Tioninas (defensinas)
ciclotidas (ricas en
glicina)  albiminas
28

heveina

Heveina (Ac-AMP1 y

Ac-AMP1)

Circulinas = AB ¥y o146idas

ciclopsicotrida

Cn-AMP1 (876 Da) Cocos
nucifera

Cy-AMP2 (45774

Da) Cycas revoluta

Ginkbilobina (4213.8 Ehilme il

Da)

Kalata B2 (2979.4 %f}f;‘f“”d’“

Da)

Pg-AMP1 (6029.4  Psidium

Da) guajava

Defensinas, lectinas

Glicoproteina (28 Wztha/ma

kDa) somnifera
(tubérculo)

Glicoproteina  Mj- o

AMPs (8 Da) Mzrabllls
Jjalapa

Proteina (14 kDa) Aloe vera

500 proteinas Hojas de arroz
Lectina (8.7 kDa) Allium
chinense
Proteasas M36, Onygena
M35, M43,y S8) corvina
Frataxina subcelular  Arabidopsis

Antibacteriana

Inhibicién de Bacillus megaterium 'y
Sarcina lutea en concentraciones de
40 y 250 g/mL, respectivamente
Inhibicion Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Escherichia
coli, Pseudomonas  aeruginosa,
Proteus  vulgaris 'y Klebsiella
oxytoca en concentraciones
micromolares
Antibacteriana contra Gram
positivas y Gram negativas

Antibacteriana contra Gram
positivas
Antibacteriana contra Gram
negativas

Antiftingica contra fitopatégenos

Antifingica contra fitopatégenos:
Aspergillus  flavus, Fusarium
oxysporum, F. verticilloides

Antibacteriana contra Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis

Antifungica contra F. culmorum.

Antiftingica contra Candida
paraprilosis, Candida krusei y
Candida albicans

Unidén, enzimatica, facilitador de

transporte, inhibidor, constituyente
estructural, catalitica

Aglutinante 60 mg/mL

Potencial anticancerigeno

Proteasas

Bbiosintesis del grupo hemo vy
azufre (Fe-S) en la region

(Daly, Rosengren,
& Craik, 2009;

Pelegrini &
Franco, 2005;
Selitrennikoff,

2001; Witkowska,
Bartys, & Gamian,
2008)

(Martins
1996)

etal.,

(Tam, Lu, Yang,
& Chiu, 1999)

(Mandal
2009)

etal.,

(H. Wang & Ng,
2000)

(Jennings, West,
Waine, Craik, &
Anderson, 2001)
(Pelegrini et al.,
2008)

(Yan et al., 2015)

(Girish etal.,
2006)
(Cammue etal,
1992)

(Das et al., 2011)

(Cao et al., 2014)

(Xiao et al., 2015)

(Y. Huang, Busk,
Herbst, & Lange,
2015)
(Turowski
2015)

etal.,
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Lectina (35 kDa) Aloe vera
Purotionina Trm'c um
aestivum
Peptidomiméticos
Péptidos Pp-AMP1 y
Pp-AMP2
Stellaria
SmAMP3 media L.
Péptidos ricos en .
cisteina (NCR) e
Beta-defensinas O'reo.chromls
niloticus
Péptidos antifiingicos
Iturina A Bacillus
Péptidos
antimicrobianos
sintéticos (AMPS)
Péptido derivado
de RhoA
Leche y los
Péptidos productos
lacteos
Péptidos Gluten de trigo
Hidrolizados
de gelatina, de
Péptidos clara de huevo

y  productos
lacteos, etc.

mitocondrial

Estimulacion mitética de linfocitos,
activacion del complemento,
alternativa, antiinflamatoria,
antidlcera y antitumoral, ademds de
presentar actividad mitogénica.
Capacidad de inhibir el crecimiento
de algunos fitopatégenos tales como
Pseudomonas solanacearum,
Xanthomonas campestris y
Corynebacterium michiganense

Antibacteriana

Actividad contra varios
fitopatégenos, incluyendo Erwinia
carotovora, Agrobacterium
radiobacter, Clavibacter
michiganensis 'y Curtobacterium
flaccumfaciens, en una

concentracion de 13-25 mg/mL
Antifingica a una concentracién
micromolar

Promueve la importacion de
péptidos NCR y proporciona
proteccién contra microorganismos.

Potenciador de respuesta inmume
Insecticida, antiftingico

Antiftingico

Antimicrobiana

Antiviral

Inmunomoduladores

Estimulacién postprandial de
liberacién de insulina

Antioxidantes

(Koike et al.,
1995)
(Fernandez de

Caleya, Gonzalez-

Pascual, Garcia-
Olmedo, &
Carbonero, 1972)
(Citterio et al.,
2016)

(Witherup et al.,
1994)

(Rogozhin et al,
2015)

(Guefrachi et al,
2015)

(Dong et al.,
2015)

(Faruck, Yusof, &
Chowdhury, 2015)

(Kawagoe et al,
2015)
(Datta etal.,
2015)

(Ortega-Berlanga
et al., 2015)
(Gauthier, Pouliot,
& Saint-Sauveur,

2006; Mulero
Canovas, Zafrilla
Rentero,
Martinez-Cacha
Martinez, Leal
Hernandez, &
Abellin Aleman,
2011)

(Fukudome,
Shimatsu,
Suganuma, &

Yoshikawa, 1995)
(Davalos, Gomez-

Cordoves, &
Bartolome, 2004;
Gibbs, Zougman,
Masse, &



Mulligan, 2004;
Gobbetti,
Stepaniak, De
Angelis, Corsetti,
& Di Cagno,
2002;
Graszkiewicz,
Zelazko, Trziszka,
& Polanowski,
2007; Kim, Byun,
Park, & Shahidi,
2001; Venereo
Gutiérrez, 2002)

Todas las caracteristicas que

determinaron, indicaban que Ia

P((:llillslil:i;f:acetila do 12511(;251 densis actividad estabilizada dentro de la (Vittori, Martin, &
? APMP) Miller APMP pertenece a la familia Sabater, 2012)
peroxidasa secretora bdsica con
varios usos biotecnolégicos
Péptidos ?Z;ZZZHS Actividad membrano tréfica (Cito (Kulikova et al,

toxica). 2015)

. (Warren, Kasun,
Oryza sativa 'y

Péptido secuencia Triticum Reduccioén de la actividad in vitro de  Leonard, &
SVTIHHLGGGS wrariu la poligalacturonasa. Kirkpatrick, 2016)
Proteasas
recombll}antes Onygena Actividad de degradacion (Y. Huang etal,
pertenecientes a la .

corvina 2015)

familia Queratina S8

4 Proteomica: un nuevo enfoque de estudio.

El término proteoma fue acuilado desde 1994 y es el equivalente lingiiistico al concepto de
genoma. Este término se define como el grupo completo de proteinas que son expresadas
por el genoma completo durante el tiempo de vida de una célula. Actualmente la tendencia
en el drea protedbmica es hacia el estudio de proteomas completos, interactomas,
fosfoproteomas, secretomas y busqueda de biomarcadores que a diferencia de los métodos
basados en DNA y RNA, la ventaja de los marcadores protedmicos es su diversidad.
Recientemente se ha desarrollado la proteémica para el estudio de los productos naturales,
siendo las plantas una de las matrices mas estudiadas dentro de ésta drea. Han sido
codificados entre 20-30000 genes en el genoma de las plantas de las cuales, casi 1000
corresponden a proteasas, y mas de un centenar pertenecen a las 15 familias conocidas de
proteasas ricas en cisteina las cuales se sintetizan como pro-enzimas (Brown, 2008).

De acuerdo a lo anterior, las plantas han evolucionado para sintetizar una variedad de
compuestos nocivos para hacer frente a circunstancias desfavorables, entre los cuales se
encuentran un gran grupo de proteinas toxicas que juegan un papel critico en la defensa de
la planta contra los depredadores y los microorganismos. Hasta ahora, una amplia gama de
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proteinas perjudiciales ha sido descubiertas en plantas incluyendo lectinas, proteinas
inactivadoras de ribosomas, inhibidores de la proteasa, ureasas, péptidos antimicrobianos y
toxinas formadoras de poros. Para desempeifiar su papel en la defensa de las plantas, estas
proteinas presentan diversos grados de toxicidad para animales, insectos, bacterias u
hongos. Numerosos estudios se han llevado a cabo para investigar los efectos tdxicos y
modo de accidn de estas proteinas vegetales con el fin de explorar su posible aplicacién. De
hecho, a causa de sus actividades bioldgicas, proteinas vegetales tdxicas son también
consideradas como herramientas potencialmente ttiles en la proteccion de cultivos y en
aplicaciones biomédicas, tales como el tratamiento del cdncer. Los genes que codifican
proteinas vegetales toxicas se han introducido en los genomas de los cultivos utilizando
tecnologia de ingenieria genética con el fin de aumentar la resistencia de la planta frente a
patégenos y enfermedades (Dang & Van Damme, 2015).

En la era post-gendémica, muchas herramientas se han desarrollado para acelerar la
investigaciéon de las funciones de los genes. Las proteinas fluorescentes han sido
ampliamente utilizadas como etiquetas de proteinas para estudiar su localizacién subcelular
en las plantas. En este sentido, se han generado varios marcadores con fluorescencia de
organulos en dicotiledéneas. Sin embargo, en el modelo de la planta de arroz, faltaban las
lineas de marcador fluorescente u orgdnulos utiles y fiables por lo que (Wu et al., 2016)
desarrollaron ocho marcadores de orgdnulos basados en las buenas practicas agrarias del
arroz transgénico y crearon un conjunto de vectores de enlace basados en DsRed para
combinar con las lineas de marcador. La co-localizacién de lineas de marcador GFP-fusién
y las proteinas DsRed de fusién proporcionaron una plataforma conveniente in vivo o in
vitro para el andlisis de la localizacion subcelular de las proteinas de arroz.

Ademis recientemente (Li etal., 2015) compararon las propiedades bioquimicas vy
enziméticas de cuatro proteinas oxalato oxidasa (OsOx1-4) purificadas a partir de las hojas
de plantas transgénicas del arroz. Las enzimas oxalato oxidasas representan un grupo de
moléculas importantes dentro del metabolismo de las plantas ya que producen la oxidacién
de los oxalatos, provocando una menor biomineralizacién en las plantas y por ende, su
incapacidad de adaptacién hacia ciertos ambientes. Dichos autores, mencionan que la
alineacién de sus secuencias de aminodcidos revelé divergencia principalmente en los
péptidos de sefializacion. La masa de OsOx01 resulté muy similar a la del OsOx03, pero fue
menor que la del OsOx02 y OsOx04, mientras que la subunidad de la primera (OsOx01) fue
menor que la de OsOx03. El OsOx01 y OsOx04 tuvieron una alta actividad enziméatica a pH
8,5 resultando cercano al pH 6ptimo (4,0); el OsOx03 no tuvo mucha variabilidad en el pH
6-9. El OsOx 02 y OsOx03 mantuvieron su actividad enzimdtica al calentarse por una hora a
70° C, mientras que OsOx01 y OsOx04 perdieron el 30% de su actividad. Esto permitié
establecer algunas condiciones para la actividad enzimdtica de las proteinas ya
mencionadas, proporcionando de esta manera informacién valiosa para la produccién de
plantas transgénicas.

Se conoce que la traduccion es uno de los procesos que requieren de mayor energia en una
célula viva y por lo tanto estd regulado cuidadosamente. Dicha actividad, estd estrechamente
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vinculada con el control del crecimiento y el mecanismo de regulacién del mismo en las
plantas. El ribosoma eucariota, el centro de estos procesos importantes, se compone de cerca
de ochenta proteinas diferentes (dependiendo de la especie) y cuatro grandes RNAs reunidos
en dos subunidades altamente conservadas. En las plantas y en menor medida en las
levaduras, las R-proteinas estidn codificadas por mds de un gen transcrito activamente. Con
frecuencia los genes no codifican proteinas idénticas y estdn reguladas por las condiciones
de crecimiento y desarrollo, por tanto, los ribosomas poseen un contenido heterogéneo de
proteinas. La importancia fisiol6gica de regulacion y de esta heterogeneidad es aun
desconocida. Sin embargo actualmente se sabe que los ribosomas citosélicos de Arabidopsis
thaliana son grandes complejos que contienen cerca de 81 proteinas ribosomales (R-
proteinas) distintas, cuatro ARN ribosémicos (ARNr) y proteinas asociadas (no-
ribosomales), ademds de que en las plantas las r-proteinas de los ribosomas citosélicos estin
codificadas por diferentes genes. (Hummel efal., 2015) realizaron una investigacién
proteémica de la traduccidn activa de los ribosomas citosélicos en diferentes etapas de
desarrollo de la planta A. thaliana, ya que las distinciones en las secuencias de los miembros
de la familia de genes que codifican a las R-proteinas, son una fuente de variacién entre los
ribosomas. Estos autores identificaron un total de 70 diferentes R-proteinas marcando una
base importante para futuras investigaciones sobre la estructura dindmica y la funcién de los
ribosomas de plantas.

Se ha reportado también, que la traduccién mitocondrial implica una compleja interaccién
entre caracteristicas y funciones, que aunque se han reconocido los componentes basicos de
la traduccién mitocondrial, se han identificado muy pocos factores proteicos que ayuden a
los ribosomas para la codificacion (ARNm) en plantas superiores. (Haili et al., 2016)
identificaron una proteina (Mtl1) de la misma planta modelo A. thaliana, demostrando que
es esencial para la traduccién de la subunidad mitocondrial NADH deshidrogenasa 7.
Ademids, establecieron que la proteina Mtll es fundamental para entender la
multifuncionalidad de las proteinas como parte del metabolismo de las plantas y los
mecanismos que rigen la traduccién del ARNm y el empalme de intrones en las
mitocondrias de plantas.

En el mismo afio, Panstruga, Baumgarten, & Bernhagen, encontraron que el genoma de A.
thaliana alberga tres genes, de los cuales dos estdn principalmente expresados en 6rganos
aéreos, mientras que el tercer gen muestra la acumulacién de transcripcion inducible por
estrés. El producto de este ultimo gen probablemente se localiza en los peroxisomas. La
prediccién de la estructura sugiere, segin los autores, que las tres proteinas denominadas
como MDL (MIF-HsDDT) de Arabidopsis se asemejan a la estructura secundaria y terciaria
de MIF humano. Ademas se tiene que las proteinas similares a MIF se encuentran en todas
las especies del reino vegetal, con una complejidad cada vez mayor conforme avanza
evolutivamente los taxones vegetales. Finalmente, predijeron que las proteinas vegetales
MDL carecen de actividad oxidorreductasa, pero posiblemente compartan la actividad con
la tautomerasa humana MIF/DDT.
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Igualmente la replicacion del ADN y la transcripcién regulan el desarrollo de plantas que
son dependientes de la accesibilidad a la cromatina. Las proteinas pertenecientes a la familia
de dominio AgeNet/Tudor son conocidas como histonas con modificacién de "lectores" y se
clasifican como proteinas de remodelacion de la cromatina. Las modificaciones de las
histonas y remodelacién de la cromatina tienen profundos efectos sobre la expresion génica,
asi como en la replicacién del ADN, sin embargo, el como de estos procesos estdn
integrados estos procesos, no ha sido completamente dilucidado. (Brasil efal., 2015)
analizaron la familia de proteinas de dominio AgeNet/Tudor en el reino vegetal y estudiaron
la organizacidn de esta familia durante la evolucién de las plantas. Dentro del desarrollo de
este estudio, caracterizaron un miembro de proteinas de A. thaliana con nombre AIP1, que
alberga dominios AgeNet/Tudor y DUF724. Demostraron que AIP1 interactia con ABAPI,
un regulador de replicaciéon del ADN y la transcripcion de genes en la planta, con una
modificacién de las histonas de la planta "lector" (LHP1) y con las histonas no modificadas.
De acuerdo con los autores AIP1 se expresa en los tejidos reproductivos y determina la
temporizacion, retrasos y regulacién del desarrollo de la flor, sentando de esta manera la
posible intervencién dentro de la regularizacién del desarrollo de las plantas.

Dentro de la clasificacion de las proteinas de acuerdo con su funcién se encuentran también
las enzimas, que aunque se han reconocido ampliamente y ya han sido estudiadas desde un
enfoque biotecnoldgico en plantas, recientemente han sido estudiadas como indicadores de
crecimiento vegetal. En este sentido, Trichoderma atroviride es un hongo simbidtico que
interactda con las raices y estimula el crecimiento vegetal y la defensa. Las plantulas de
Arabidopsis cultivadas con T. atroviride han mostrado una raiz alterada y una mayor
biomasa compardndolas con las plantas cultivadas axénicamente. Estos efectos se
relacionaron con la actividad incrementada de la proteina mitogen-activada quinasa 6
(MPK6) ya que las raices primarias mutantes de MPK6 mostraron inhibicién del
crecimiento por 7. atroviride. Se sabe que T. atroviride produce etileno (ET), el cual
aumenta con L-metionina, por lo tanto se ha demostrado que 7. atroviride altera el sistema
de raices MPK®6, asi como su modulacién de la actividad, la produccién de ET y la accién
de auxina (Contreras-Cornejo et al., 2015).

Ademais se tiene el reporte de una proteina ligasa hect ubiquitina (UPL) que se caracteriza
por que contiene un dominio hect conservado de aproximadamente 350 amino4cidos en el
extremo C terminal. Actualmente se sabe que algunas UPLs pueden estar involucradas en el
desarrollo de tricomas y la senescencia de las hojas en Arabidopsis. Esto ha permitido
asociar la funcién de las mencionadas proteinas especialmente en las plantas rosdceas (Xu,
Xing, Cui, Chen, & Wang, 2016).

La formacién de érganos laterales en las plantas estd muy bien regulada por factores de
transcripcién y hormonas tales como auxinas y brasinoesteroides. Bajo esta premisa,
identificaron al péptido denominado como TAX1 como el primer péptido de una planta con
una actividad de sefializacion, el cual influye en la separacidn lateral de 6érganos e implica la
existencia de una cascada de sefiales que regulan el desarrollo de la planta modelo
Arabidopsis. Estos autores confirman que la formacion de érganos estd regulada por la
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transcripcion y por hormonas como auxinas y brasinoesteroides. Ademads establecieron que
el péptidos de sefalizacion encontrado (TAX1) es rico en cisteina, sin embargo la sobre
explotaciéon de la misma causé menor brote y un menor desarrollo de las raiz primaria
(Colling et al., 2015).

Otra planta de interés comercial es la Nicotiana tabacum. En este caso, la proteina 4/1 es de
funcién desconocida pero estd codificada por un gen de una sola copia en la mayoria de las
plantas superiores. Se ha demostrado que la proteina 4/1 de N. tabacum (proteina Nt-4/1)
posee una estructura alfa-helicoidal y se ha expresado predominantemente en los tejidos
conductores. (Morozov et al., 2015) realizaron el andlisis de genes 4/1 y las proteinas
codificadas de las plantas rastreras, sugiriendo que dichas proteinas son probablemente
importantes para el desarrollo de plantas pero no necesarias para una funcién metabdlica
primaria en las mismas.

Se tiene bien establecido por otro lado, que los genomas de las plantas codifican varias
secuencias pequefias de RNAs que funcionan en distintas vias de silenciamiento. Sin
embargo, la abundancia y diversidad de clases pequeiias de ARN varia entre las especies de
plantas, lo que sugiere la coevolucién entre adaptaciones ambientales y mecanismos de
silenciacidon de genes. La biogénesis de los pequefios RNAs en las plantas se sabe, pero
actualmente se estd empezando a descubrir su regulacion y actividad compleja. (Borges &
Martienssen, 2015) mostraron la biogénesis de los pequefios ARN de plantas, como
microRNAs, RNAs secundarios y RNAs heterocromaticas, asi como sus diversas funciones
celulares y de desarrollo, en particular en las transiciones reproductivas, la importancia
gendmica y para mutacion.

Asimismo se tiene el reporte de proteinas con zinc, las cuales se caracterizan por la
presencia de tres residuos de cisteina y un residuo de histidina, desempefiando papeles
importantes en el procesamiento del ARN en las plantas. Las proteinas con zinc han
mostrado capacidades para funcionar en tolerancia de estrés. (Chen et al., 2015), analizaron
dichas proteinas en Zea mays, Oryza sativa, y Sorghum bicolor. Estas, se dividieron en
cuatro grupos basados en el anélisis filogenético y reportaron inversiones, multiplicaciones
y supresion, demostrando que esto sucede en el transcurso de la evolucidon ademds de que
investigaron los patrones que se producen dentro del proceso evolutivo de algunos pares de
genes que confieren tolerancia al estrés abidtico.

Actualmente se sabe que la region bdsica de leucina (bzip) es uno de los factores de
transcripcién (TF) importante en familias vegetales, asociadas también con respuestas a
estrés abidtico. (Que et al., 2015) clasificaron 10 factores bZIP en la zanahoria con base en
sus dominios de unién al ADN. Se analizaron las que actian como reguladores en cis y
estados plegables de estos 10 factores. Los autores sugieren su importancia durante el curso
de la evolucién de las plantas. Ademds de que actian en elementos cis y el estado de
plegado de las proteinas, son importantes para la uniéon al ADN y podrian afectar a la
expresion génica. De acuerdo con los autores seis genes mostraron respuestas a estrés
abiético.

121



Igualmente se sabe que los cambios intracelulares en iones de calcio (Ca**) en respuesta a
diferentes estimulos bidticos y abidticos, son detectados por diversas proteinas de sensor en
la célula vegetal. La calmodulina (CaM) es una de las proteinas de deteccién de Ca** més
ampliamente estudiada y ha demostrado estar implicada en la transduccidn de sefiales por
presencia de Ca™. Una serie de proteinas de unién a CaM también han sido implicados en
las respuestas al estrés en las plantas, destacando el papel central desempefiado por la CAM
en la adaptacién a las condiciones ambientales adversas. La identificacion y caracterizacion
de proteinas CaM modulada en relacién a diferentes estreses abidticos podria, llegar a ser
esencial para una comprension mas profunda de los mecanismos moleculares implicados en
la tolerancia al estrés abidtico en plantas. Inclusive se ha demostrado que CaM puede
modular varias actividades de quinasas y fosfatasas, proporcionando asi mayor versatilidad
a las vias de transduccién de sefales de estrés asociada. (Virdi, Singh, & Singh, 2015)
proponen a CaM como un integrador de diferentes vias de sefalizacidon de estrés, que
permite a las plantas mantener la homeostasis entre los diferentes procesos celulares y sus
implicaciones en el aumento de la tolerancia al estrés abidtico en plantas.

Adicionalmente se sabe que las plantas han evolucionado un gran nimero de factores de
transcripcién (TF), los cuales se han enriquecido a través de genes duplicados, destacando
sus funciones en redes reguladoras complejas. Los genes similares a AP2 / EREBP
constituyen una gran familia de factores de transcripciéon en plantas y participan en el
desarrollo y las respuestas al estrés. Para sondear la conservacion y divergencia de los genes
AP2 / EREBP, (Zeng et al., 2015) analizaron los patrones de duplicaciéon de la familia
Brassicaceae e identificaron las proteinas de Arabidopsis que interactian con las proteinas
AP2 / EREBP. Encontraron que muchos duplicados AP2 / EREBP son generados en un
estadio temprano en la historia Brassicaceae pero que se pierden rdpidamente, pero muchos
otros fueron retenidos en todas las especies de Brassicaceae probadas, lo que sugiere
divergencia temprana funcional seguida de conservacién persistente. Los autores suponen
que la interaccion de las proteinas AP2 participa en muchas funciones del desarrollo y las
respuestas al estrés, incluyendo la fotomorfogénesis, el desarrollo de flores, patogenia,
respuestas a la sequia y al frio, al 4cido abscisico y la sefializacién de la auxina.

Uno de los factores de mayor importancia dentro del estrés abidtico, es la oxidacién o
también denominado como estrés oxidativo debido al exceso de especies de radicales de
oxigeno (ROS), los cuales contribuyen al desarrollo de diferentes enfermedades. El uso de
antioxidantes puede prevenir estas enfermedades al contrarrestar los niveles de ROS.
(Torres-Fuentes, Contreras, Recio, Alaiz, & Vioque, 2015) identificaron y secuenciaron
algunos péptidos con actividad antioxidante. Las principales secuencias que determinaron
fueron ALEPDHR, TETWNPNHPEL, FVPH y SAEHGSLH las cuales, segin los autores,
son parte principal de una proteina de semilla. La mayoria de los péptidos que fueron
identificados contenian histidina a lo que se le ha demostrado una actividad antioxidante.
Estos resultados muestran que los péptidos antioxidantes representan un foco de interés para
las industrias alimentarias y farmacéuticas para el desarrollo de nuevos productos
nutracéuticos y alimentos funcionales.
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Por otro lado las rizobacterias, son promotoras del crecimiento de plantas (PGPR) que
facilitan el crecimiento y mejoran la resistencia sistémica inducida (ISR) de las plantas
contra una variedad de problemas ambientales. (Kwon et al., 2016) realizaron un andlisis
integrador en el proteoma, transcriptoma y metaboloma de la raiz y brotes de Arabidopsis
para investigar respuestas a la conocida cepa Paenibacillus polymyxa (P. polymyxa) E681.
Se reporta que los pesos de raices secas y brotes frescos incrementaron, mientras que la
longitud de la raiz se redujo mediante con el tratamiento con P. polymyxa E681. Mediante el
enfoque 2DE en conjunto con el andlisis MALDI-TOF/ TOF revelaron un total de 41
proteinas (17 puntos en la raiz, 24 puntos en brote) que son expresadas diferencialmente en
respuesta a P. polymyxa E681. Mediante procesamiento bioldgico y andlisis de la
bioinformética basada en la funcién molecular dieron lugar a su clasificacién en siete grupos
diferentes de proteinas. De éstos, 36 proteinas que incluyen el metabolismo de aminodcidos,
antioxidantes, fotosintesis, defensa y respuesta al estrés y proteinas relacionadas con las
hormonas vegetales fueron enriquecidas, mientras que cinco proteinas incluyendo tres
hidratos de carbono y un aminodcido estaban relacionados con el metabolismo, y una
proteina identificada que resulté desconocida. Los autores sugieren que P. polymyxa E681
podria funcionar como un promotor de crecimiento inducido por el metabolismo, ademas de
ayudar a la defensa de las plantas en contra de hongos patégenos mediante la activacién de
proteinas relacionadas con la defensa.

Recientemente se ha demostrado que los transcritos primarios de algunos péptidos
(miPEPs), son codificados por miRNA y son capaces de aumentar la transcripcién de su
miRNA asociado. (Couzigou, Lauressergues, Becard, & Combier, 2015) discuten la
posibilidad de utilizar miPEPs como una nueva herramienta para el andlisis funcional de los
miembros individuales de las familias miARN en plantas, incluso en plantas no modelo lo
que podria evitar la transformacién transgénica y minimizar la interpretacién de artefactos.
También plantean varias preguntas fundamentales y cruciales que deben ser la direccién de
una comprension mds profunda de los mecanismos celulares y moleculares que subrayan la
actividad reguladora de miPEPs.

Por otro lado, el ABC (transportador de unién a ATP) corresponde a la familia de
transportadores en las plantas superiores en donde se sabe que son altamente distribuidos, en
comparacion con los de los mamiferos. Algunos miembros del transportador ABC vegetal,
de la subfamilia B (ABCB) presentan una especificidad muy alta por cierto sustrato en
comparacion con sus homoélogos de mamiferos que a menudo se asocian con fenémenos de
resistencia. (Aryal, Laurent, & Geisler, 2015) exponen las funciones destacadas de
transportadores ABC de mamiferos y plantas y resumen su funcién sobre la regulacién post-
transcripcional con un enfoque en la fosforilacién de protefnas. Segtn los autores, tomados
en conjunto, parece que los transportadores ABC muestran una regulacién evolutiva
conservada, pero al mismo tiempo compleja por la fosforilacion de proteinas, que
aparentemente es estrechamente conectada con las interacciones proteina-proteina.

Como se ha descrito anteriormente los microorganismos, principalmente bacterias, han
desarrollado resistencia a multiples farmacos. Los péptidos antimicrobianos (AMP)
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derivados de animales y plantas emergen como una posible alternativa terapéutica, donde se
propone la sustitucién del antimicrobiano convencional. Se tienen algunos ejemplos de
péptidos antimicrobianos, no solo de origen vegetal, tal es el caso de los anuros los cuales
son una de las fuentes naturales mas ricas de AMP. (Nacif-Marcal et al., 2015) trabajaron
varios ciclos de clonacién de ADNc de la piel de la rana arboricola brasilefia (Hypsiboas
semilineatus) que condujeron al aislamiento de una secuencia que codifica un precursor
nueva AMP. El AMP Hs-1, tiene 20 residuos de aminodcidos, la mayoria en hélice alfa y
con un peso molecular de 2144.6 Da. Este péptido mostré una actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-positivas pero no mostré ningin efecto contra bacterias Gram-
negativas, lo que sugiere que Hs-1 puede tener una selectiva accién para las bacterias Gram-
positivas.

Asimismo se ha estudiado la actividad de protefnas con actividad antimicrobiana desde un
enfoque proteémico. Se tiene el reporte de que proteinas pequefias ricas en cisteina
derivadas de patégenos (SSCP) son conocidas por ser una fuente comin de efectores de
hongos que provocan la resistencia o susceptibilidad de plantas hospedantes. Este grupo de
proteinas no han sido bien estudiadas pese a que son la causa principal de fusariosis de la
espiga (FHB), una enfermedad devastadora de trigo. (Lu & Edwards, 2016) reportaron un
andlisis exhaustivo de SSCPs codificadas en el genoma de este hongo y la seleccién de las
proteinas efectoras a través de la proteémica y la secuencia de la transcripcién. Identificaron
un total de 190 SSCPs en el genoma de Fusarium graminearum en base a la presencia de
secuencias N-terminales del péptido sefial, tamafio y el contenido de cisteina (>2%) de la
proteinas maduras. La secuencia de andlisis sugirié que 17 SSCPs conservan dominios
funcionales, incluyendo dos homdlogas a Ecp2, un efector conocido producido por el
Cladosporium fulvum, un patégeno del tomate. El método basado en secretoma-in vitro que
los autores proponen, puede ser aplicable para la identificaciéon de efectores candidatos en
otros patégenos ascomicetos de plantas de cultivo.

Por otro lado, durante la nodulacién de las leguminosas suele presentarse infecciones en los
pelos radiculares. Dicha infeccién requiere una reorganizaciéon del citoesqueleto de actina
para permitir el establecimiento de estructuras de infeccién producidos por plantas llamados
hilos de infeccién. (Qiu et al., 2015) identificaron un gen necesario para la infeccién en los
pelos radiculares de Lotus japonicus por Mesorhizobium loti, denominado Scarn (SCAR-
nodulacién). Aunque la proteina Scarn estd relacionada con SCAR2 y SCAR4 proveniente
de Arabidopsis thaliana, identificaron otras proteinas-Scarn en las legumbres, inclusive los
andlisis de filogenia hicieron que sugiriera que Scarn puede haber surgido a partir de una
duplicacién de genes y adquirido funciones especializadas en simbiosis nédulo de la raiz.

Adicionalmente, se sabe que Apolygus lucorum es una de las plagas agricolas mads
importantes con amplia gama de huéspedes con hdbitos de alimentacién cripticos en China.
El comportamiento quimio sensorial juega un papel importante en muchas etapas cruciales
en la vida de A. lucorum, tales como la deteccion de sefiales de feromonas sexuales durante
la época de reproduccién y fragantes olores durante la floraciéon de la planta huésped. Las
proteinas de unién a odorantes (OBP)-estin implicadas en las etapas iniciales de
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reconocimiento bioquimicos en la percepcién semiquimica. (Yuan et al., 2015) utilizaron un
enfoque basado en transcriptomica para identificar potenciales OBP en A. lucorum.
Identificaron en total 38 genes putativos de OBP, en donde el andlisis filogenético revel6
que las proteinas OBP de A. lucorum estin mas estrechamente relacionados con las
proteinas OBP de otras chinches. La mayoria de los ortdlogos tenian patrones de expresion
similares, lo que indica fuertemente que estos genes tienen la misma funcién en el olfato y
gusto lo cual tiene un implicacién importante en cultivos.

De igual manera, Ralstonia solanacearum es uno de los fitopatdgenos mads letales del
mundo. Debido a su amplia gama de huéspedes, puede causar la enfermedad de
marchitamiento en muchas especies de plantas de interés econémico. (Elhenawy et al.,
2016) identificaron una O-oligosacariltransferasa (O-OTasa) responsable de la proteina de la
O-glicosilacién en R. solanacearum. Mediante un andlisis de la glicoproteomas revelaron
que 20 proteinas, incluyendo pilinas de tipo IV son sustratos de este sistema de
glicosilaciéon. Aunque identificaron muiltiples formas de glucano, la mayoria de los
glicopéptidos se modificaron con un pentasacirido compuesto de HexNAc- (Pen) -Hex3,
similar a la subunidad antigeno O del lipopolisacdrido presente en multiples cepas de R.
solanacearum. Ademds, los autores llevaron a cabo un andlisis proteémico comparativo,
que permitié revelar que la pérdida de la glicosilacién no estd asociada con cambios
proteoma.

Ademds, se ha estudiado las plantas modificadas genéticamente que expresan proteinas
insecticidas. Uno de los estudios reportados es contra Bacillus thuringiensis (Bt), los cuales
ofrecen opciones valiosas para el manejo de las plagas de insectos con beneficios
ambientales y econdémicos. El maiz (Zea mays) hibrido ha tenido éxito en el control del
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). (Bernardi et al., 2015) optaron por realizar un
tamizaje, seguida por la posterior seleccion del maiz MON 89034, el cual lo utilizaron para
seleccionar una cepa de S. frugiperda capaz de sobrevivir contra Bt, tal como en el caso del
maiz MON 89034, que expresa las proteinas CrylA.105 y Cry2Ab2. De acuerdo con los
autores, la falta de una resistencia significativa a Cry2Ab2, la combinacién de maiz MON
89034 con pricticas de gestion apropiadas sigue ofreciendo un control eficaz de S.
frugiperda en Brasil.

En contraste con los mamiferos que poseen inmunidad adaptativa, las plantas dependen de
su inmunidad innata basada en la inmunidad patrén desencadenada (PTI) y la inmunidad
provocada por efector (ETI) para la defensa contra patdégenos. De acuerdo con (Balmant
et al., 2015) las especies reactivas del oxigeno, conocidas por jugar un papel crucial en el
PTI y ETI, pueden perturbar la homeostasis redox celular y conducir a cambios en las
proteinas sensibles a redox a través de la modificacion de los grupos sulthidrilo de cisteina.
Aunque la regulacion redox es importante en distintos procesos biolégicos, se sabe poco
sobre las proteinas redox y cémo funcionan en el PTI y ETIL Dichos autores utilizaron
tecnologia protedmica para identificar las similitudes y diferencias de las modificaciones de
la proteina redox en los genotipos susceptibles de resistencia en tomate y en respuesta a la
infeccién por Pseudomonas syringae. Sus resultados en cuanto a los cambios redox los
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compararon y corrigieron con los cambios en el nivel de proteinas. Identificaron un total de
90 proteinas redox con funciones en hidratos de carbono y metabolismo de la energia,
biosintesis de cisteina, sacarosa y brasinoesteroides, biogénesis de la pared celular,
biosintesis del almidén, en el desarrollo de la cuticula, el metabolismo de lipidos, la
protedlisis, ciclo del 4cido tricarboxilico, proteina de direccionamiento a vacuola, y la
oxidacién-reduccion.

Adicionalmente se tiene reporte de una proteina antifiingica que fue denominada
ginkbilobina, la cual fue purificada y clonada a partir de las semillas de Ginkgo biloba. Los
homodlogos de esta proteina pueden ser detectados en todas las plantas de semillas y el
helecho Selaginella heterosporic. Dichos homdlogos se conservan con respecto a ciertos
dominios, fracciones peptidicos y zonas de cisteina especificas. Se considera que
ginkbilobina puede activar la muerte celular actina-dependiente (Gao et al., 2015).

Por otro lado, (Santamaria, Arnaiz, Diaz-Mendoza, Martinez, & Diaz, 2015) analizaron el
papel potencial de CIA, un pro-péptido que actia como regulador de las proteasas de
cisteina con actividad contra artrépodos, coledpteros y dcaros. Comprobaron que las plantas
de Arabidopsis transgénicas generaron y expresaron diferentes fragmentos de HvPap-1, un
gen que contiene la secuencia de pro-péptido que posee actividad acaricida. Los autores
establecieron que los pro-péptidos pueden controlar las plagas de &4caros y que dicha
molécula podria ser aplicada como proteinas de defensa en los sistemas biotecnoldgicos.

Ademds de lo anteriormente descrito, se tienen actividades muy variadas que han sido
reportadas desde un enfoque proteémico. En este sentido, se sabe que la prevencién de la
aparicion y desarrollo de la inflamacién es una estrategia terapéutica importante para el
tratamiento de la lesiéon pulmonar aguda (ALI). Se ha demostrado que una gran cantidad de
alimentos naturales y plantas tienen una potencial actividad anti-inflamatoria. La
mangiferina, una xantona C-glucosil natural, se obtiene principalmente de las céscaras y
almendras de frutos de mango y de la corteza del arbol Mangifera. Se han desarrollado
microesferas magnéticas modificadas con mangiferina-(MMS) sobre la base de la quimica
modular para capturar las proteinas de mangiferina. Por espectrometria de masas y
acoplamiento molecular, se identificé una proteina de 70 kDa de proteina con un choque
térmico de 5 (Hspa5), y tirosina 3-monooxigenasa (ywhae) como proteinas de unién de
manguiferina. Mediante un ensayo ELISA, la manguiferina indicé que ejercié un efecto
anti-inflamatorio mediante la unién Hspa5 y ywhae para suprimir vias de sefializacion
MAPK (J. Wang et al., 2015). Por otro lado, se ha estudiado el mecanismo de enfriamiento
en Physcomitrella patens, determinando proteinas que estdn activas. La proteina RSP se
localiza en grano, junto con el fotosistema II (PSII), pero la proteina LHCSR se encuentra
principalmente en las membranas del estroma expuesto junto con el fotosistema I (PSI), y su
distribucién no cambia tras el tratamiento con luz. Cuando se utiliza la proteina fluorescente
como un patrén interno, ésta permite la evaluacion independiente de PSI y PSII en cuanto al
rendimiento de fluorescencia. De acuerdo con (Pinnola eral., 2015), debido a la
contribucién de la LHCII, P. patens tiene una concentracion de PSI dos veces mds grande
con respecto al de las plantas superiores. Por lo tanto, LHCII que es muy abundante en las
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membranas del estroma, puede ser empleado como blanco de enfriamiento por LHCSR. La
toxina fotoactivada, cercosporina, producida por especies de Cercospora tiene una toxicidad
casi universal a las células debido a su produccién de especies de oxigeno reactivo,
incluyendo oxigeno singulete. Por esa razén, especies de Cercospora, que son altamente
resistentes a su propia toxina, son buenos candidatos para identificar genes para la
resistencia a la misma y a las especies reactivas de oxigeno que produce. Se tiene el reporte
de que el factor de transcripcion de clister zinc CRG1 (cercosporina gen de resistencia 1) es
crucial para la resistencia por parte de las especies de Cercospora contra cercosporina
(Beseli, Noar, & Daub, 2015). Adicionalmente se tienen reportes del estudio proteémico
para una aplicacién de calidad de algunos vegetales. Asi, se tiene el reporte de Phyllostachys
vivax, el cual es un bambi ornamental con hojas perennes. El tallo de esta planta puede
exhibir un fondo de color amarillo dorado, marcado al azar con rayas verdes estrechas y
amplias, pero a veces es de color verde claro con rayas amarillas. (Xia efal., 2015)
identificaron el mecanismo molecular que causa esta variacién y encontraron que los niveles
de expresion de EST, incluyendo PvESTs-F641 (JZ893845), PVESTs-F681 (JZ893885) y
PvESTs-F798 (JZ894002), fueron significativamente mayores en las muestras verdes que en
las muestras de color amarillo, mientras que PvESTs- R200 (JZ894906), PvESTs-R541
(JZ895247), PvESTs-R333 (JZ895039) y PVESTs-R266 (JZ894972) se encontraron en un
nivel superior en las muestras de color amarillo. Los autores teorizan que las ESTs juegan
un papel en la variacion de color en las plantas, ademas la insuficiencia de proteina en la
membrana fotosintética y lipidos en los tejidos de color amarillo podrian provocar la
disfuncién del cloropolasto y pueden dar lugar a la aparicién de color amarillo en ciertas
plantas.

Igualmente se tiene el reporte de los microARN (miRNA), los cuales representan una
familia de pequeiios ARN no codificantes que juegan un importante papel regulador en
diversos procesos bioldgicos. Uno de estos procesos, es el de maduracién de frutos en
distintas plantas modelo. Sin embargo los miRNAs que se relacionan con el proceso de
maduracién de los frutos del pldtano o también conocido como banano, siguen siendo
desconocidos. (Bi, Meng, Ma, & Yi, 2015) investigaron la prevalencia de miARN de frutos
de banano en respuesta a etileno o al tratamiento con 1-MCP usando un enfoque en
secuenciacién y andlisis bioinformdtico combinado con la validacién mediante RT-PCR
cuantitativo. Fueron identificados un total de 125 miRNAs conocidos y 26 nuevos miRNAs
a partir de tres bibliotecas. Descartaron algunos genes como factores de transcripcion y otras
proteinas funcionales implicadas estrechamente en el desarrollo y la maduracién en otras
especies de plantas, pero reportaron un total de 82 miRNAs expresados diferencialmente,
los cuales estdn estrechamente asociados con el proceso de maduracién. Un ndmero
limitado de hongos puede causar la enfermedad de marchitamiento en las plantas a través de
la colonizacién del sistema vascular, el mas conocido es Verticillium dahliae y Fusarium
oxysporum. Mediante secuenciacién de todo el genoma y el uso de tamizajes protedmicos,
(de Sain & Rep, 2015) identificaron algunas proteinas generalmente ricas en cisteina y
enzimas que inducen necrosis. Aplicando experimentos de supresién de genes los autores
proporcionan pruebas de que algunas de estas proteinas son necesarias para la
patogenicidad, mientras que el papel de otras proteinas secretadas sigue siendo enigmatica.
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Por otro lado, el sistema inmune de la planta puede reconocer algunas proteinas secretadas o
sus acciones, lo que resulta en la resistencia a enfermedades.Otro de los compuestos que son
ampliamente conocidos por sus usos dentro de la industria, es el gosipol. Este compuesto
corresponde a un polifenol que se produce en las plantas de algodén como defensa y
proteccién contra plagas y patdégenos. La biosintesis de éste implica el acoplamiento
oxidativo de hemi-gosipol y dos atropisémeros debido a la rotacién impedida alrededor del
enlace central binaftilo. Tal es su importancia econdmica, que (Effenberger et al., 2015)
identificaron los factores de produccién de gosipol en la formacién de algodén, para
investigar su potencial para la sintesis de biarilo asimétrico. Dentro de su estudio, dichos
autores encontraron una proteina dirigente de Gossypium hirsutum (GhDIR4) para conferir
selectividad al acoplamiento de hemi-gosipol en presencia de la lacasa y O, como un agente
oxidante. Finalmente con su estudio, lograron obtener el gosipol en mds del 80% de exceso
enantiomérico en comparacién con gosipol racémico, en ausencia de la proteina GhDIR4.
Con esto, la identificacion de GhDIR4 puso de relieve el papel tan importante de las
proteinas dentro del metabolismo secundario vegetal y eventualmente, como en este caso, la
posibilidad de elevar la produccién de un compuesto de interés para la industria.

5 Conclusion

Las proteinas y péptidos son motivo de estudio en diversas disciplinas dado que se ha
demostrado que no tnicamente presentan actividad estructural, sino que pueden presentar
actividad bioldgica favorable para el ser humano o para la planta. Siendo los péptidos los
mas estudiados, ya que el propio fragmento puede presentar una actividad no relacionada
con la proteina de origen.

La actividad bioldgica de estos compuestos es muy variada, desde antimicrobianos contra
bacterias Gram positivas, Gram negativas, fungicida, hasta inmunomoduladores y
anticancerigenos, asi como otros usos en el drea de la salud.

Actualmente, con las herramientas de la proteémica se han desarrollado estudios que
permiten la caracterizacién de proteinas y péptidos expresados por el genoma, con lo cual se
han identificado y clasificado respecto a su funcién. Asimismo, ha sido posible establecer
las interacciones entre estos compuestos y asi esclarecer las redes funcionales y su dindmica
en los procesos fisioldgicos y patoldgicos, lo cual permite en consecuencia, la identificacion
de marcadores para el diagndstico de enfermedades de humanos y plantas y su uso potencial
como nuevos farmacos debido a su actividad bioldgica reportada.

La sinergia entre la gendémica, bioinformatica y la proteémica, ha aportado avances
significativos a la ciencia médica, marcando un &4rea importante de estudio para
innovaciones futuras.
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ANEXO 1.- Cromatograma fracciones proteicas obtenidas a partir de EPLM2.
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ANEXO 2.- Cromatograma fraccion proteica 5 obtenida a partir de EPLM2.




ANEXO 3.- Ejemplo de espectro de masas de alta energia de la fraccion proteica 5
obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 4.

obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 5.- Ejemplo de espectro de masas de P1 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 6.- Ejemplo de espectro de masas de P2 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 7.- Ejemplo de espectro de masas de P3 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 8.- Ejemplo de espectro de masas de P4 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 9.- Ejemplo de espectro de masas de P5 obtenida a partir de EPLM2.

(SUIW) 3w uopuziEy
TSLE'bF
L

BYLE'FF

1L 6095

0 %
sz g
0 ¥
Il
SL R
e

00t>

(EQ) HtW
0545 ooos 000t ooog 000z

v |

XEWA “ WY TIAAG O LINOIAAAYSYYINOSIVLNTISHOD 4vaS]

0ooT 0

AW _ A1 LIAS Y HAAHSTINLYISTAIVYSYAMAIANT LS ATV TdATAN

_ 331 _ OITH |_
1

p'c abieyy "pOTL 6090 SSEW JosIMIEl

82 ~
([
a b
00T~

iX



ANEXO 10.- Ejemplo de espectro de masas de P6 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 11.- Ejemplo de espectro de masas de P7 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 12.- Ejemplo de espectro de masas de P8 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 13.- Ejemplo de espectro de masas de P9 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 14.- Ejemplo de espectro de masas de P10 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 15.- Ejemplo de espectro de masas de P11 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 16.- Ejemplo de espectro de masas de P12 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 17.- Ejemplo de espectro de masas de P13 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 18.- Ejemplo de espectro de masas de P14 obtenida a partir de EPLM2.
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ANEXO 19.- Ejemplo de espectro de masas de P15 obtenida a partir de EPLM2.
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