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RESUMEN

La importancia del estudio de los productos naturales se basa en sus multiples propiedades
bioactivas, entre ellas la capacidad antioxidante. Esta ultima puede ser estimada mediante
ensayos in vitro que son ampliamente usados, y ensayos in vivo que son usados con menos
frecuencia, debido a las dificultades de su implementacion e interpretacion. Por este
motivo, en esta investigacion se planted el estudio de antioxidantes usando a la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual se dividio en dos partes: la primera consistié en evaluar
la actividad antioxidante de los extractos acuosos de siete plantas silvestres mediante
ensayos in vitro e in vivo. El ensayo in vitro se basd en el uso de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y el ensayo in vivo, en la sensibilidad del mutante de S. cerevisiae
sod1 hacia el peroxido de hidrégeno. Las siete plantas silvestres colectadas en el cerro
Ccamarrara (4000 m.s.n.m. Cusco, Peru) fueron las siguientes: Plantago australis,
Baccharis latifolia, Ageratina sternbergiana, Stevia macbridei, Ageratina cuzcoensis,
Calceolaria myriophylla y Adiantum orbignyanum.

Los resultados obtenidos del ensayo DPPH demostraron un alto contenido de
antioxidantes en las hojas secas de las plantas analizadas, con valores de capacidad
antioxidante equivalente de acido ascorbico (AAEAC) que oscilan entre 20,6 y 72,7
mg/g. Asimismo, se determind la actividad antioxidante de los extractos acuosos en
ensayos con levadura, los que ademdas permitieron distinguir entre los efectos
intracelulares y extracelulares. Estos resultados demuestran la necesidad de impulsar la
investigacion de actividad antioxidante en sistemas in vivo que complementen los ensayos
in vitro tradicionales en extractos acuosos de plantas silvestres nativas de los Andes,

debido a su importancia como fuentes de compuestos antioxidantes.

La segunda parte de esta investigacion incluyd estudios in vivo de la capacidad
antioxidante de péptidos reportados por varios autores (derivados de hidrolizados de
proteinas) y péptidos aleatorios. Para ello, se clonaron en el plasmido de expresion
pRS416-GPD a las secuencias que codifican para los péptidos de interés, mediante
clonacion in vivo en células de levadura. La evaluacion de la actividad antioxidante de
los péptidos expresados fue realizada mediante ensayos de resistencia de los
transformantes al perdxido de hidrégeno. Posteriormente, los plasmidos construidos y
caracterizados en la levadura fueron recuperados y amplificados en células de
Escherichia coli lo que permitié su purificacién y andlisis por secuenciamiento de

nucledtidos. La optimizacion de este protocolo de clonacion y expresion fue



posteriormente aplicada para la construccién de una biblioteca de plasmidos, la que
permite la generacion de una gran diversidad de oligopéptidos aleatorios. Esta biblioteca
podria ser eficientemente aplicada para la identificacion de oligopéptidos con capacidad

antioxidante y otras de interés.

Los resultados reportados en este trabajo demostraron que el uso de la levadura S.
cerevisiae permite la eficiente caracterizacion y evaluacion de la actividad antioxidante
mediante el ensayo de resistencia al peroxido de hidrogeno. Es decir, que los estudios de
antioxidantes con S. cerevisiae demostraron ser un método complementario para evaluar

el efecto antioxidante de péptidos y extractos vegetales.

Palabras clave: actividad antioxidante, péptidos aleatorios, clonacién in vivo, sodl,

yapl.



ABSTRACT

The importance of the study of natural products is based on their multiple bioactive
properties, including antioxidant capacity. The later can be estimated through in vitro
assays that are widely used, and in vivo assays are used less frequently, due to the
complexity of the mechanism of action. For this reason, in this investigation the study of
antioxidants using Saccharomyces cerevisiae was proposed, which was divided into two
parts: the first consisted of evaluation the antioxidant activities of the aqueous extracts of
seven wild plants through in vitro and in vivo tests. The in vitro assay was based on the
use of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), and the in vivo assay, on the sensitivity of
yeast sod1 mutants towards hydrogen peroxide. The seven wild plants collected in the
Ccamarrara hill (4000 m.a.s.I Cusco, Peru) were the following: Plantago australis,
Baccharis latifolia, Ageratina sternbergiana, Stevia macbridei, Ageratina cuzcoensis,
Calceolaria myriophylla and Adiantum orbignyanum.

The DPPH assay revealed a high content of antioxidants in the dried leaves of all tested
plants, with ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (AAEAC) values ranging from
20.6 to 72.7 mg/g. The antioxidant activity was also demonstrated in tests with yeast cells,
which advantageously allowed distinction between intracellular and extracellular effects.
These in vitro and in vivo studies of antioxidant activity demonstrate the need for further
investigation of native Andean wild plants as important sources of water-soluble

antioxidant compounds.

The second part of this investigation included in vivo studies of the antioxidant capacity
of reported peptides (derived from protein hydrolysates) and random peptides. To do this,
the sequences coding for the peptides of interest were cloned in the pRS416-GPD
expression plasmid, by in vivo cloning in yeast cells. The evaluation of the antioxidant
activity of the expressed peptides was determined by resistance tests of the transformants
to hydrogen peroxide. Subsequently, the plasmids that had been constructed and
characterized in yeast were recovered and amplified in Escherichia coli cells, which
allowed their purification and analysis by nucleotide sequencing. The optimization of this
cloning and expression protocol was later applied in the construction of a plasmid library,
which allows the generation of a great diversity of random oligopeptides. This library
could be efficiently applied for the identification of oligopeptides with antioxidant

capacity and others of interest.



The results reported in this work demonstrated that the use of S. cerevisiae yeast allows
the efficient characterization and evaluation of antioxidant activity through the hydrogen
peroxide resistance assay. Further, the antioxidant studies with S. cerevisiae proved to
be a complementary method to evaluate the antioxidant effect of peptides and plant
extracts.

Keywords: antioxidant activity, random peptides, in vivo cloning, sod1, yapl.



I. INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos capaces, a través de varios mecanismos, de eliminar
los radicales libres, principalmente las especies reactivas de oxigeno (ERO). (Roohinejad
et al. 2017, Eruygur et al. 2019, Shafi et al. 2019, Santos-Sanchez et al. 2019). Entre los
compuestos con potencial antioxidante, estan los compuestos fenolicos, los carotenoides,
los péptidos, las vitaminas C y E (Pereira Nunes et al. 2012, Olugbami et al. 2015)

Las ERO como los aniones superoxido, el peroxido de hidrogeno, el radical hidroxilo, el
oxigeno singlete y los radicales peroxilo lipidicos son, normalmente, subproductos del
metabolismo celular (proceso aerdbico) y las responsables del estrés oxidativo. Por otra
parte, la radiacion solar es otro potente generador de las ERO, especificamente en la piel
cuando ésta es constantemente expuesta a la radiacion UV (Dunaway etal. 2018,
Kanlayavattanakul etal. 2018), la cual muchas veces da lugar al desarrollo de
enfermedades como el cancer, debido al ataque de moléculas clave como el ADN,
proteinas y lipidos (Sheih et al. 2009, He et al. 2018).

Es importante destacar que segun los reportes del Servicio Nacional de Meteorologia e
Hidrologia del Perd (SENAMHI), en la Gltima década, en nuestro pais se reportaron
valores promedio de indice de radiacion ultravioleta (IUV) de 8 durante el invierno y
hasta 18 (valor extremo) durante el verano (INEI 2018, CONIDA 2018, Lozano et al.
2016). Este hecho preocupante ha conducido a la basqueda de moléculas con potencial
antioxidante, ya que actualmente son considerados como importantes agentes de
fotoproteccion, a través de la absorcién o inhibicion de radicales libres producidos por la
radiacion UV (Kostyuk et al. 2017, Cruces et al. 2018).

La actividad antioxidante puede ser cuantificada a través de ensayos in vitro
(generalmente por el método de DPPH) o ensayos in vivo (Pereira Nunes et al. 2012). En
este sentido, recientemente se ha reportado el uso del mutante de Saccharomyces
cerevisiae sod1 (sod1) como biosensor del estrés oxidativo. EI gen SOD1 codifica para la
enzima superdxido dismutasa, que funciona ademas como un factor de transcripcién, y
por esto, su eliminacion confiere alta sensibilidad a un amplio rango de oxidantes. Dicho
rasgo permite la identificacion de antioxidantes mediante ensayos de crecimiento,
convirtiendo asi a la cepa sod1 en un biosensor (Zyracka et al. 2005, Swigcito et al. 2018).
De acuerdo a lo mencionado, la presente investigacion tuvo como finalidad el estudio de

antioxidantes usando la levadura S. cerevisiae, para ello el trabajo se dividio en dos partes.



La primera consiste en el estudio de antioxidantes provenientes de extractos acuosos de
especies vegetales, usando a la cepa de levadura sodl. La segunda parte consiste en el
uso de la levadura para la produccion y evaluacion de la actividad antioxidante de tres
péptidos reportados (derivados de hidrolizados de proteinas) y la construccion de una

biblioteca de plasmidos para la sintesis de péptidos aleatorios.



II. MARCO TEORICO

2.1.  Especies reactivas de oxigeno

El papel del oxigeno en los organismos aerdbicos es un tanto ambivalente y problemaético
porque, aunque es esencial para la generacion de ATP, también esta presente en los
enlaces quimicos de moléculas que son altamente reactivas, comdnmente conocidas como
especies reactivas de oxigeno (ERO), que pueden tener efectos perjudiciales sobre las
macromoléculas. Las principales ERO (Tabla 1) incluyen al oxigeno singlete y las formas
reducidas de oxigeno tales como el anion superoxido, el peroxido de hidrégeno y el
radical hidroxilo (Marschall y Tudzynski 2016). La produccion de las ERO puede ser (i)
enddgena, la cual incluye aquellos productos de las reacciones de transferencia de
electrones (que tiene lugar en la mitocondria, cloroplastos y peroxisomas), asi como
subproductos de la cadena respiratoria y de las reacciones enzimaticas, (ii) exdgena,
causada principalmente por la radiacion solar, ozono, contaminantes ambientales (Ziech
et al. 2011), etc. Es importante destacar que, cuando la generacion de las ERO excede la
capacidad de las células para metabolizarlas y desintoxicarlas, surge un estado de "estrés
oxidativo". Bajo este escenario se inician procesos fisiopatoldgicos que son catastréficos
para la funcion celular (Olson 2020), esto debido a que puede dafiar a macromoléculas
importantes como el ADN y promover asi la inestabilidad genémica (He et al. 2018, Kong
y Chandel 2020).

Tabla 1: Ejemplos de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Especies reactivas de oxigeno Formula
Superoxido 02"
Anion hidroxil "OH"
Peroxido de hidrogeno H202
Peroxilo ROO™
Radicales alcohoxilo RO’
Ozono Os
Oxigeno singlete 10,

(Fuente: Marschall y Tudzynski 2016)



2.2. Laradiacion UV y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

La radiacion UV, un potente generador de ERO, comprende tres subcategorias basadas
en su longitud de onda, UVA, UVB y UVC (Tabla 2). Entre éstas, las radiaciones UVA
y UVB son los biolégicamente relevantes ya que los rayos UVC, considerados
extremadamente dafiinos, son bloqueados por la capa de ozono estratosférico,
minimizando su impacto con la superficie terrestre (De Jager et al. 2017, Dunaway et al.
2018).

Tabla 2: Clasificacién y principales caracteristicas de la radiacién UV.

Categoria Caracteristicas Efectos positivos Sobreexposicion
No sufre . Bronceado, seguido de
. Necesaria para la
cambios . quemaduras.
UVA significativos al produccion de Endurecimiento
(320 — 400 nm) g vitamina D en .
atravesar la capa epidérmico.
humanos. iy
de ozono. Formacion de cataratas.
. Esencial para la Quemaduras solares.
Parcialmente .
UVvB filtrada por la produccién de Cataratas.
(290 — 320 nm) P vitamina D en Inicio del proceso
capa de ozono. . .
humanos. cancerigeno en la piel.
Absorbida casi Una exposicion
uvC completamente Usada como . P
.. accidental puede causar
(220 — 290 nm) por la capa de germicida.

quemaduras corneales
0zono.

(Fuente: Adaptado De Jager et al. 2017)

La piel humana al ser el 6rgano mas grande que cubre toda la superficie del cuerpo, puede
estar expuesta por largos periodos a la radiacion UV. La sintesis de melanina, pigmento
sintetizado por los melanocitos, es estimulada por la exposicion al sol, las fuentes
artificiales y la inflamacién, los cuales conducen a una hiperpigmentacion
posinflamatoria. Los melanocitos epidérmicos son, por lo tanto, susceptibles a las ERO,
cuya produccion es inducida a través de la exposicion excesiva al sol. La induccion de las
ERO por la radiacion UV se puede dar bajo diferentes mecanismos como (1) la alteracion
de la actividad de la catalasa, mediada por la radiacion UVC, que conduce a la formacion
de protones dispuestos a reaccionar con el oxigeno molecular para la formacion de las

ERO (De Jager etal. 2017); (2) la activacion de la ¢xido nitrico sintasa de los
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queratinocitos humanos para la liberacion de NO y peroxinitrito, mediada por la radiacion
UVB (Deliconstantinos et al. 1996); (3) alteracion del ciclo celular, proliferaciéon y
apoptosis a través de la activacion de las vias de sefializacion, mediada por la radiacion
UVA, como el caso de las MAPK (Mitogen-activated protein kinase); y (4) el efecto de
UVA sobre la proteina quinasa C, que conduce a un aumento en los niveles de las ERO
y la peroxidacion de lipidos tanto en fibroblastos jovenes como envejecidos (Bossi et al.
2008).

2.3.  Antioxidantes

Los antioxidantes son definidos como cualquier sustancia que elimina directamente las
ERO, actla indirectamente en el incremento de los mecanismos especificos de defensa,
o inhibe la produccion de ERO (Khlebnikov et al. 2007). Por estas razones, son una pieza
clave para mantener la homeostasis redox durante los procesos metabdlicos.

Los mecanismos de accion de los antioxidantes frente a los radicales libres, como las
ERO, son muchos y consisten en (1) eliminar las especies que inician la peroxidacion, (2)
quelar los iones metalicos de modo que no puedan generar especies reactivas como el
radical hidroxilo y asi evitar las reacciones de Fenton y Haber Weiss, (3) atenuar la
reactividad de radicales superdxido previniendo la formacion de peroxidos, (4) romper la
reaccion en cadena auto-oxidativa (Brewer 2011).

En las ultimas dos décadas se ha dado mucho énfasis a los antioxidantes naturales, esto
se debe a una tendencia general hacia el empleo de los ingredientes naturales en los
alimentos o especies vegetales. Como resultado, los antioxidantes nutritivos y no
nutritivos naturales (también conocidos como fitoquimicos) se han convertido en un area
importante de investigacién cientifica. Los cambios de estilo de vida en el mundo
industrializado moderno, por otra parte, han desencadenado una creciente conciencia
sobre la importancia de la inclusion de antioxidantes no nutritivos en nuestra dieta (Demo
et al. 1998, Shahidi y Zhong 2008, Olugbami et al. 2015).

Las plantas cuentan con una amplia gama de compuestos antioxidantes, de naturaleza
polar como no polar, siendo los compuestos fendlicos los principales constituyentes,
ademas de los tocoferoles que son eficientes antioxidantes liposolubles (Shahidi y Zhong
2015) y algunos aceites esenciales (Demo et al. 1998). Asi, diferentes metabolitos como
los compuestos fendlicos, los carotenoides, la vitamina D, la vitamina E y algunos
péptidos han sido reportados como principales componentes con actividad antioxidante

entre las especies vegetales (Olugbami et al. 2015, Rodriguez-Garcia et al. 2019), las



cuales cuentan con una gran variedad de actividades bioldgicas, como la fotoprotectora
(Dunaway et al. 2018), anticancerigena (Manganaris et al. 2014, Gupta et al. 2018),
citoprotectora (Lin et al. 2018), antimicrobiana (Behlil et al. 2019), entre otras.

Los compuestos fenolicos pueden retrasar la invasién microbiana en algunos productos y
prevenir el deterioro en otros, principalmente frutas y verduras. Esta propiedad hace que
los compuestos fendlicos sean adecuados para muchas aplicaciones de conservacion de
alimentos, tanto para extender la vida util como para convertirlos en alimentos
funcionales (Martillanes etal. 2017). Ademas, los compuestos fenodlicos tienen
aplicaciones potenciales en cosmética, ya que son buenas alternativas para el tratamiento
y prevencion del envejecimiento prematuro debido a sus efectos fotoprotectores y
antiinflamatorios. También se utilizan para prevenir o reducir la degradacion oxidativa
de los principios activos cosméticos y asi evitar la oxidacion del contenido graso del
preparado (de Lima Cherubim et al. 2020).

Existen varios métodos ampliamente estudiados para medir las capacidades
antioxidantes. Los métodos pueden evaluarse mediante pruebas in vitro e in vivo. El
ensayo de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) es uno de los méas
comunes debido a su simplicidad y alta eficiencia (Blois 1958, Liu et al. 2009), junto con
el ensayo de capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) que emplea el radical
catibénico 2,2'-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), entre otros
ensayos. Sin embargo, muchas veces estas estimaciones no se reflejan en situaciones in
vivo (Shahidi y Zhong 2015, Swigcito et al. 2018). Por esta razdn, es una buena opcion
utilizar S. cerevisiae como organismo modelo para determinar la actividad antioxidante
(Zyracka et al. 2005, Swiecito et al. 2018). Asi mismo, la investigacion con levadura
puede ser una etapa intermedia entre los estudios bioquimicos in vitro y los estudios en

animales y humanos.

2.3.1. Antioxidantes polares

Un método comun para determinar la capacidad antioxidante de los extractos de plantas
es medir la capacidad antioxidante hidrofila o lipofila total del extracto. Alternativamente,
se pueden extraer y caracterizar antioxidantes individuales. Por ejemplo, la vitamina C es
un antioxidante soluble en agua que neutraliza los radicales libres de superéxido, peréxido
de hidrogeno e hidroxilo. Asimismo, los compuestos fenolicos son hidrosolubles y
excelentes antioxidantes, ya que su estructura les permite donar facilmente atomos de

hidrogeno a los radicales libres. Por el contrario, también hay ejemplos de antioxidantes
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lipofilicos, como la vitamina E, los carotenoides y los compuestos fenolicos conjugados
(Surh 2002, Frary et al. 2008).

Se ha informado sobre la importancia de los fenoles polares en la estabilidad de los
aceites. Por ejemplo, en el caso del aceite de oliva, existe una correlacion entre la
estabilidad y el contenido de fenoles individuales (por ejemplo, hidroxitirosol) o totales;
De manera similar, algunas agliconas de oleuropeina (compuestos no polares) fueron
identificadas como agentes estabilizantes pero, su actividad no se ha investigado
experimentalmente a fondo debido a su inestabilidad oxidativa o dificultades en su

aislamiento (Boskou et al. 2006).

2.4.  Péptidos bioactivos con propiedad antioxidante

Los péptidos bioactivos constan, usualmente, de menos de 50 residuos y tienen funciones
diversas. Aunque algunos de estos péptidos son sintetizados como tal, muchos forman
parte de proteinas que pueden liberarse mediante hidrélisis enzimatica, fermentacion,
entre otros (Yang et al. 2019).

Los péptidos bioactivos tienen efectos biolégicos importantes y se han destacado por su
aplicacion en la mejora de la salud y su uso en la produccion de alimentos, medicamentos
y otros productos saludables. Ademas, se caracterizan por tener diversas funciones
fisioldgicas, lo que los convierte en opciones prometedoras para la produccién de
compuestos terapéuticos; estas propiedades dependen del tipo, cantidad, secuencia y
propiedades de sus aminoacidos (Akbarian et al. 2022).

En este sentido, recientemente se ha demostrado que algunos péptidos liberados a partir
de diversas proteinas de diferentes especies como Johnius belengerii (Kim et al. 2007,
Yang et al. 2019), Rana pleuraden (Yang et al. 2009), Eleusine coracana (Agrawal et al.
2019), muestran multiples propiedades bioldgicas, como antioxidantes, anticancerigenas,
entre otras (Agrawal et al. 2019, Sannasimuthu et al. 2019). Ademas, existe un interés
creciente en el descubrimiento de péptidos antioxidantes a partir de proteinas alimentarias
y su uso en alimentos funcionales y nutracéuticos en todo el mundo (Yang et al. 2019).
Los péptidos antioxidantes y antimicrobianos derivados de fuentes de proteinas naturales
como la harina de nuez, el pepino de mar y la sangre de Andrias davidianus, son
superiores a los compuestos sintéticos, ya sea en valor nutricional o seguridad y tienen,
por tanto, una buena perspectiva de mercado en la industria alimentaria. Adicionalemente,
se ha demostrado que los hidrolizados enzimaticos de proteinas de peces marinos son una

fuente prometedora de péptidos antioxidantes y antimicrobianos (Wang et al. 2018). Al



respecto, la Tabla 3 muestra una lista de diferentes secuencias de aminoacidos de péptidos

con reportada actividad antioxidante mediante ensayos in vitro como DPPH, ABTS, entre

otros.

Tabla 3: Péptidos reportados con actividad antioxidante demostrada mediante ensayos in vitro.

Fuente Secuencia Ensayo_s In vitro Referencia
realizados
Eleusine TSSSLNMAVRGGLTR DPPH, ABTSy (Agrawal et al.
coracana STTVGLGISMRSASVR radical hidroxilo 2019)
Rana DPPH, potencial (Yang et al.
pleuraden AMRLTYNKPCLYGT reductor de hierro 2009)
Odorrana | GLFSMILGVGKKTLCG (Yang et al.
andersonii LSGLW DPPHy ABTS 2016)
Arthrosp_lra GGTCVIRGCVPKKLM DPPH (Sannasimuthu
platensis etal. 2019)
Tergillarca MDLFTE DPPH (Yang et al.
granosa WPPD 2019)
JOhnius | oy /PERTHPACPDEN DPPH (Kim et al.
belengerii 2007)

(Fuente: Elaboracién propia, 2023)

2.5.  Saccharomyces cerevisiae

Es un organismo eucariota unicelular que se utiliza a menudo en diversos procesos
industriales y ha demostrado ser ideal para fines de investigacion, especialmente desde
que el secuenciamiento completo de su genoma (que consta de 6000 genes) se puso a
disposicion de la comunidad cientifica (Goffeau et al. 1996, Gddoa Al - sahlany et al.
2020). Hoy en dia, la levadura se utiliza como modelo para el estudio de procesos
bioldgicos fundamentales y como herramienta en diversos campos como el estudio del
envejecimiento, de las enfermedades neurodegenerativas, del cancer o del mecanismo de
sefializacion en plantas. Ademas, de su uso como biosensor para el estudio de
antioxidantes. (Zyracka et al. 2005, Swigcito et al. 2018).

Las aplicaciones de la levadura en la investigacion y el desarrollo biotecnolégico se han
diversificado y fortalecido con las estrategias de biologia sintética e ingenieria
metabdlica, las que permiten la creacion de nuevas fabricas celulares para generar

productos de valor afiadido como biocombustibles, productos quimicos, biomasa, etc.
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Hasta la fecha, solo un pufiado de estos productos se ha producido a escala comercial
debido al alto costo que demanda desarrollar una factoria celular robusta. Sin embargo,
la biologia sintética tiene el potencial de disefiar sistemas bioldgicos adecuados que
optimicen las rutas bioquimicas no nativas en la levadura y proporcionen un buen
rendimiento de produccién (Li y Borodina 2015). Por ejemplo, la produccion de péptidos
antibacteriales, resveratrol y sus derivados en S. cerevisiae (Gddoa Al-sahlany et al.
2020).

2.5.1. Implicancias de las superoxido dismutasa en enfermedades

La funcidn principal de las superoxido dismutasa es la desintoxicacion de los radicales
libres de superdxido en el entorno celular. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado varias funciones, como la activacion de la transcripcion de genes nucleares o
la actividad de proteinas de union a ARN (Eleutherio et al. 2021). Por otro lado, se sabe
que el plegamiento incorrecto y la agregacion de la superéxido dismutasa 1 estan
asociados con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas tales como la de
Parkinson, Alzheimer y la esclerosis lateral amiotréfica (Martins y English 2014). El
plegamiento incorrecto de las superdxido dismutasa, y su posterior acumulacion durante
la senescencia celular, a menudo se asocia con dafio oxidativo. Paraddjicamente, su
actividad dismutasa, que forma peroxido de hidrogeno como producto, puede hacer que
la superdxido dismutasa 1 sea mas susceptible a oxidarse que otras proteinas. Esto ultimo,
probablemente, debido a que la oxidacién selectiva de los residuos de coordinacion del
Cu (I1) lo que causa una pérdida de la actividad catalitica (Valentine et al. 2005, Martins
y English 2014).

2.6. Respuesta de Saccharomyces cerevisiae a especies reactivas de oxigeno

Las células estdn continuamente expuestas a numerosos agentes exdgenos y endogenos
que dafan el ADN. El dafio al ADN altera la replicacion y la transcripcién, provoca la
muerte celular y puede causar mutaciones. Se estima que los efectos nocivos mediados
por las ERO contribuyen a las condiciones degenerativas humanas, asi como el proceso
de envejecimiento. Aunque el nombre ERO se refiere a la naturaleza reactiva de los
atomos, las ERO abarcan un grupo de moléculas que son muy diferentes y con funciones
especificas, pero involucran reacciones con constantes de velocidad altas (Picazo y Molin

2021). Si bien se ha demostrado que la presencia de ERO es perjudicial para las células,



a su vez pueden actuar como moléculas de sefializacion inducidas por el estrés cuando
los niveles de ERO exceden el equilibrio.

En respuesta al estrés oxidativo, las células activan tanto los procesos de reparacion del
ADN vy los factores de transcripcion. Estos factores, a su vez, regulan los niveles de
expresion de las enzimas de procesamiento y captacion de las ERO. Por ejemplo, el
aumento de los niveles intracelulares de las ERO induce una de esas modificaciones
postraduccionales del factor de transcripcion Yapl, lo que conduce a la induccién de
muchos genes. Para mantener la estabilidad del genoma bajo el estrés inducido por las
ERO, las células han desarrollado multiples vias para reparar o responder a la presencia
de dafio en el ADN. En S. cerevisiae, estas vias incluyen la reparacion de inversion directa
(DRR), la reparacion por escision de bases (BER), la reparacion por escision de
nucleotidos (NER), la reparacion por desajustes (MMR), la sintesis por translesion (TLS)
y la recombinacién (REC). Si bien algunas de estas vias median en la reparacion del ADN
dafiado (inversion directa, BER, NER y MMR), otras funcionan para evitar el dafio de
modo que se tolere la lesion del ADN y pueda ocurrir la replicacion (TLS y REC). Todas
estas vias son individualmente importantes para la célula; pero los tipos de dafio en el
ADN se superponen para cada via (Rowe et al. 2008).

El peroxido de hidrégeno es una especie reactiva de oxigeno de gran estabilidad, es
bastante difusible y reactivo, por lo que debe eliminarse de las células para evitar las
reacciones de Fenton y Haber-Weiss que conducen a la formacién de radicales hidroxilo,
altamente reactivos. Asimismo, se considera que es el principal metabolito redox activo
en la deteccion, sefializacion y regulacion redox y la ERO més abundante en células de
mamiferos. Como molécula mensajera, el peroxido de hidrégeno se difunde a través de
las células y los tejidos, iniciando efectos celulares inmediatos, como la activacién de la
proliferacion y reclutamiento de las células inmunitarias en los tumores. Esto significa
que el perdxido de hidrégeno puede transportar la sefial redox desde el origen hasta el
sitio de destino, por lo que a bajas concentraciones de las ERO puede actuar como un
segundo mensajero involucrado en las vias de sefializacion y tener efectos beneficiosos.
Sies y colaboradores informaron recientemente dos nuevos conceptos: el “eustrés”
oxidativo (“eustress”, del griego: ‘eu’, que significa ‘bueno’, ‘bien’, ‘positivo’) para los
efectos beneficiosos del peroxido de hidrogeno y el radical superdxido; y el estrés
oxidativo para el dafio irreversible que puede resultar de niveles mas altos de perdxido de

hidrogeno y radical superdxido (Sies y Jones 2020, Picazo y Molin 2021).

10



Por su parte, Picazo y Molin (2021) encontraron que cinco factores de transcripcion se
activan tras la adicion de perdxido de hidrégeno a la levadura: Yapl, Skn7, Mafl, Hsfly
Msn2/4 (Picazo y Molin 2021). Entre todos los factores de transcripcion la que mas resalta
es Yapl, la cual se activa en condiciones de estrés oxidativo y su ausencia hace que las
células sean hipersensibles a los diversos agentes oxidantes (Rodrigues-Pousada et al.
2019). La Figura 1 muestra la respuesta de la levadura al estrés oxidativo. La regulacion
redox de Yapl por oxidantes, como el peroxido de hidrégeno, implica dos dominios ricos
en cisteina (CRD, por sus siglas en inglés “Cysteine-rich domains”) ubicados en los
extremos Ny C. El desplazamiento de Yapl entre el nlcleo y el citoplasma esta mediado
por la exportina Crm1/Xpol e importado por la importina Psel. En condiciones de estrés,
Yapl se acumula en el nucleo porque su sefial de exportacién nuclear (NES) esta
enmascarada por la formacion de un enlace disulfuro intramolecular entre las cisteinas
C303 y C598, evitando el reconocimiento de Crml (Rodrigues-Pousada et al. 2019,
Picazo y Molin 2021). En consecuencia, hay una mayor expresion de genes diana (TRX2,
TRR1, SOD1, SOD2, TSAL, AHP1 y SSA1) mediada por Yapl, tal como se muestra en la
Figura 2.

P M@ |
-

Activacion de genes diana

Cr‘mkl @ Y

Figura 1. Representacion esquematica de la regulacion de la localizacion del factor de
transcripcion Yapl.
En el panel superior se representa el desplazamiento de Yap1l entre el nlcleo y el citoplasma, que
se produce en condiciones fisioldgicas, entrando al nlcleo por la importina Psel y saliendo del
nucleo por la exportina Crm1. En el panel inferior se muestra la activacion de Yapl por peroxido
de hidrdégeno, que depende de las proteinas Hyrl/Gxp3/Orpl y Ybpl. El peréxido de hidrégeno
induce la formacién de un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina C303 y C598 de Yapl,
impidiendo el reconocimiento de la sefial de exportacion nuclear (NES) por Crm1 (representado
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en rojo el Yapl activado). Asi, el cambio conformacional conduce a la acumulacién de Yapl en
el ndcleo y a la posterior activacion del gen. Fuente: Rodrigues-Pousada et al. 2019.

Asimismo, se ha demostrado que el peroxido de hidrégeno no oxida directamente a Yapl
sino que es Gpx3 quien actda como sensor directo, transduciendo la sefial a través de la
formacion de un puente disulfuro entre el residuo de cisteina C36 de Gpx3 y la cisteina
C598 de Yapl (Figura 2). Después de este evento, mediante una reorganizacion del
puente disulfuro, Gpx3 se libera y se forma un enlace disulfuro intramolecular entre los
residuos de cisteina C303 y C598 de Yapl, lo que induce un cambio conformacional que
enmascara el sitio de reconocimiento del sistema de exportacion nuclear, favoreciendo su
acumulacion en el nucleo. En algunos casos, se requiere a la proteina Skn7 junto con la
proteina Yapl para regular la expresion génica. Asi mismo, el factor de transcripcion de
choque térmico 1, Hsfl, regula la transcripcion de genes que contienen un elemento de
choque térmico pentamérico (HSE) en condiciones normales. Sin embargo, cuando la
levadura es expuesta al peréxido de hidrégeno, Hsfl se une a los promotores de CUP1,
BTN2, SIS1, ERO1, SGT2 y SSA3 para aumentar su actividad transcripcional (Folch-
Mallol et al. 2004, Boisnard et al. 2009, Picazo y Molin 2021).

-
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Figura 2. Efecto del perdxido de hidrogeno en la expresion génica de S. cerevisiae.
Se representa la activacion de cinco factores de transcripcion en la levadura bajo un escenario de
estrés oxidativo con perdxido de hidrogeno. La regulacion de los genes de la respuesta

antioxidante mediada por Yapl depende de su acumulacion en el nicleo. En presencia de H.0,,
se produce la formacion de un enlace disulfuro entre un residuo de cisteina (puntos en color rojo)

.
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C36 de Gpx3y C598 de Yapl, el cual luego de una reorganizacion libera Gpx3 y forma un enlace
disulfuro intramolecular en Yapl (C598-C303), lo que impide la exportaciéon nuclear,
promoviendo la acumulacién en el nicleo. Yapl regula la expresién de varios genes diana (como
TRX2, TRR1, SOD1, SOD2, TSA1, AHP1 y SSA1) y muchas de ellas requieren de Skn7. Mientras
que Msn2/4 activa la expresion de varios genes, entre ellos CTT1, que codifica para la catalasa.
Fuente: Editado de Picazo y Molin 2021.

Los factores de transcripcion Msn2/4, tras la adicion de perdxido de hidrdgeno, son
transportados al nucleo para la activacion de varios genes como CTT1 (que codifica para
la catalasa citosélica) a través de un elemento de respuesta al estrés (STRE). La deteccion
de peroxido de hidrégeno por Msn2/4 se logra a través de una fosforilacion dependiente
de la proteina kinasa dependiente de AMP ciclico, PKA. Al igual que Msn2/4, cuando la
levadura esté expuesta a peroxido de hidrégeno, Mafl (un represor transcripcional de la
ARN polimerasa I11) se localiza en el ntcleo controlando la disponibilidad de los ARNt.
Adicionalmente, el factor de transcripcién Sfpl promueve la expresion de los genes de
proteinas ribosomales (RP). En condiciones normales, Sfpl se acumula en el nucleo y
promueve la expresion de los genes RP, sin embargo, bajo condiciones de estrés oxidativo
0 cambios en la disponibilidad de nutrientes, Sfpl abandona el nucleo causando una
disminucion en la transcripcion del gen RP. En este sentido, el peroxido de hidrogeno
desempefia un papel importante en diferentes etapas, desde la transcripcion hasta la
traduccion (Boisnard et al. 2009, Sideri et al. 2010, Picazo y Molin 2021).

Por otra parte, estan las enzimas superéxido dismutasa que juegan un papel crucial en la
proteccion de las células frente a diversos tipos de estrés (Figura 3), especificamente
contra las reacciones descontroladas con especies radicales basadas en el oxigeno y el
nitrogeno (Campanella et al. 2000, Balamurugan et al. 2018). En S. cerevisiae, existen
dos isoformas, una citoplasmatica codificada por el gen SOD1 y otra mitocondrial
codificada por el gen SOD2. En general, la contribucién de las superdxido dismutasa
citoplasmaticas a la capacidad antioxidante total de las células es mucho mayor que la de
las isoformas mitocondriales. Con base en lo anterior, la eliminacion del gen SOD1 reduce
mas severamente la resistencia de las células de levadura a muchos tipos diferentes de
estrés que la eliminacion de SOD2. Los ejemplos de tales factores de estrés celular
incluyen el estrés por congelacion y descongelacion, la radiacién UV, la deficiencia de
zinc y la exposicion a varios compuestos toxicos. La delecion de SOD1 conduce a una
mayor sensibilidad a los compuestos oxidantes en condiciones atmosféricas, por lo que

estos mutantes pueden usarse como biosensores de antioxidantes derivados de plantas

13



(Zyracka et al. 2005, Fukai y Ushio-Fukai 2011, Swigcito et al. 2018). De la misma
forma, la eliminacion del gen YAPL, resulta en un aumento en la sensibilidad al dafio

oxidativo y a otros agentes toxicos (Zhang et al. 2011).

I ——

Regulacion de
antioxidantes y genes
\de reparacion de ADN

nucleo

peroxisoma

Figura 3. Vias de generacion de ERO y rol de Sod1 frente al estrés oxidativo en S. cerevisiae.
Las superdxido dismutasa son enzimas criticas que mantiene la homeostasis de ERO en diferentes
compartimentos celulares. Existen dos isoformas una citoplasmatica (Sodl) y mitocondrial
(Sod2), las cuales son las encargadas de dismutar el radical superéxido (O3), generadas en la
mitocondria y el peroxisoma, en peroxido de hidrégeno. Asi, cuando la concentracion de ERO
(peroxido de hidrdgeno) es alta en el citosol, la célula se encuentra frente a un estrés oxidativo.
Sodl se transporta al ndcleo en respuesta al estrés oxidativo, donde actia como factor de
transcripcion, induciendo la expresion de antioxidantes y genes de reparacion del ADN (Cristina
etal. 2021, Shu et al. 2023).

Asi, de manera analoga a Yapl, la respuesta de Sod1 al estrés oxidativo en la levadura
implica su enriquecimiento en el nucleo, facilitado por el aumento de los niveles de
peroxido de hidrogeno (Figura 4). Esta translocacion esta regulada por la via de la quinasa
ATM/Mecl-Cdsl/Dunl, donde la quinasa ATM, un sensor oxidativo, se activa
directamente con el perdxido de hidrégeno. Tras la activacion de ATM/Mecl por el
peréxido de hidrégeno, Dunl/Cdsl se une a Sodl y lo fosforila en sitios especificos
(residuos de serina S60 y S99), promoviendo su localizacion nuclear. Una vez ahi, Sod1l
regula la expresion de genes diana, los cuales incluyen aquellos involucrados en la
resistencia al estrés oxidativo (como las tioredoxina peroxidasa citoplasmatica y
mitocondrial Tsa2 y Prx1), la reparacion de dafios en el ADN y el mantenimiento de la
estabilidad genomica, el estrés por replicacion del ADN y la homeostasis del hierro/cobre
(Tsang et al. 2014, Xu et al. 2022).
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Figura 4. Representacion esquematica de la regulacion del factor de transcripcion Sod1 frente al
estrés oxidativo en S. cerevisiae.

Sod1, un regulador de la homeostasis redox, funciona como un factor de transcripcion. Tras su
activacioén por H202, y su subsecuente fosforilacién mediada por ATM-Cds1 facilita la migracion
de Sod1 hacia el ntcleo. Una vez en el nlcleo Sod1l se une a promotores y regula la expresion de
genes implicados en las respuestas al estrés oxidativo, como antioxidantes que inhiben el efecto
toxico del H,O, Fuente: editado de Tsang et al. 2014, Xu et al. 2022.

Por lo antes expuesto, la levadura y, especialmente S. cerevisiae, es un organismo modelo
eucariota Unico para estudiar el estrés oxidativo y sus respuestas celulares. S. cerevisiae
se ha convertido en una herramienta muy poderosa para descifrar la complejidad de estas
respuestas biologicamente importantes, debido a que ofrece la relativa simplicidad de un
organismo eucariota unicelular, que permite la combinacion e integracion de factores

genéticos, bioquimicos y fisicoquimicos (Toledano et al. 2003).

2.7. Biblioteca de plasmidos que permiten la produccién de péptidos

La construccion de bibliotecas de plasmidos aleatorios que permiten la sintesis de
péptidos de diferentes secuencias es una herramienta esencial de gran utilidad debido a
su amplia aplicabilidad: investigacién bioldgica, desarrollo y produccion de farmacos y
cosmeéticos, etc. (Liu et al. 2003). En S. cerevisiae, este proceso puede ser completado de

manera rapida y eficiente utilizando técnicas de clonacion in vivo (Figura 5).
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Figura 5. Construccion de una biblioteca de péptidos aleatorios mediante clonacion in vivo en S.
cerevisiae.

El método para la generacion de la biblioteca de péptidos aleatorios consiste en la clonacién de

genes que codifican para péptidos aleatorios en un plasmido adecuado, mediante recombinacion

homologa entre las regiones flanqueantes (regiones en verde) durante la transformacién en S.

cerevisiae. (Fuente: Elaboracion propia, 2023)

Al mismo tiempo, el uso de métodos selectivos que involucran factores estresantes
especificos, como altas concentraciones de metales, peroxido de hidrégeno y cloruro de
sodio, entre otros, permite identificar genes especificos que codifican para péptidos con
caracteristicas de interés. El éxito de la seleccion dependera de la diversidad del conjunto
original de las secuencias codificantes clonadas, ya que la capacidad de identificar las
mejores secuencias esti directamente relacionada con el numero y la diversidad de
péptidos generados por la biblioteca (Bougioukou et al. 2009, Sieber et al. 2015).

Una forma de obtener péptidos aleatorios es usar codones "NNN" (N = cualquier base,
AJ/TIGI/C) en el fragmento de ADN a clonar. Sin embargo, su uso da como resultado una
amplia gama de codones redundantes, hecho que dificulta el proceso de seleccion. Una
alternativa para reducir la redundancia de codones en las bibliotecas aleatorias es la
utilizacion de codones NNK o NNS degenerados (K =T/Gy S = G/C) en lugar de codones
NNN. Esta reduccion es posible porque cuando se usa la estrategia NNN se generan 61
codones que codifican para los 20 aminoacidos, y tres codones de terminacion; mientras
que cuando se usa la estrategia NNK, se logra el mismo propoésito con la generacion de

solo 31 codones codificantes y uno de terminacién (Figura 6).
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64 codones 32 codones
NNN NNK

Figura 6. Uso de tripletes “NNK” para la disminucion de la redundancia de los codones

generados aleatoriamente.
Las figuras muestran los codones generados a partir del uso de las estrategias NNN (izquierda) y
NNK (derecha), donde “N” representa a cualquiera de las bases (A, T, G, 0 C); y “K” a las bases
T o G. En esta representacion, la lectura de los codones se realiza desde el interior hacia afuera
del cuadrante blanco y los aminoacidos codificados estan listados en la region celeste. El
hexagono rojo representa a los codones de terminacion (TAA, TAG, TGA). La disminucion en
los niveles de redundancia se ven reflejados en el nUmero de codones generados con cada
estrategia. Por ejemplo, si analizamos a los aminoéacidos fenilalanina (F) y leucina (L), estos son
normalmente codificados por dos y seis codones diferentes respectivamente; mientras que por la
estrategia NNK los correspondientes nimeros de codones baja a uno y tres. Adicionalmente, la
estrategia NNK permite reducir los tres codones de terminacion, a uno solo, TAG. Fuente: Kille
etal. 2013.

Con base a lo antes mencionado, al analizar la frecuencia de uso de codones de las
estrategias NNK y NNS en S. cerevisiae, podemos apreciar que la frecuencia de uso de
codones (por aminoacido codificado) para NNK es mayor que NNS. Por ejemplo, para el
caso de los codones que codifican para la fenilalanina el codén TTT tiene una frecuencia
de uso de 0,59 respecto a 0,41 del coddén TTC (Tabla 4). En este sentido, la estrategia
NNK utilizada en este trabajo de investigacion se basa en una reduccién significativa de
la redundancia y del tamafio de la biblioteca, asi como una mayor frecuencia de uso de
codones para S. cerevisiae.
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Tabla 4. Comparacion de los codones generados con las estrategias NNK (NNT/G) y NNS
(NNC/G) y las respectivas frecuencias de uso de codones en S. cerevisiae.

Segunda base
T c A G
T TCT TAT TGT T
(0,59) (0,26) (0,57) (0,62) L
TTC | M TCC Tac | TG | O c
T 0,41) (0,16) | ser (0,43) (0,38)
TTG | TTG | Leu | TCG | TCG TAG | TAG | [ TGG [ TGG | - [
(0,28) | (0,28) (0,10) | (0,20) 0,22) | (0,22) | >*P | 1,00) | @,00) | '™
cTT CCT CAT CGT T
(0,13) (0,31) (0,64) his [©14) L
CTC ccc CAC CGC c
C (0,06) | Leu (0,16) | Pro (0,36) (0,06) | Arg | — |
3 CTG | CTG CCG | CCG CAG | CAG | GIn [ CGG | CGG 18
e 0,11) | (0,11) 0,12) | (0,12) (0,31) | (0,31) (0,04) | (0,04) <
2 ATT ACT AAT AGT o] 8
£ (0,46) (0,34) (0,60) gy |0.16) R
ATC | lle ACC AAC AGC c
A (0,26) ©0,21) | Thr (0,40) (0,11)
ATG | ATG | Met | ACG | ACG AAG | AAG | Lys [ AGG | AGG | Arg :
(1,00) | (1,00) | Start | (0,14) | (0,14) (0,42) | (0,42) 0,21) | (0,21)
GTT GCT GAT GGT T
(0,39) (0,37) (0,65) g |0:46) ]
GTC GCC GAC | 7P GGC c
G (0,20) | val (0,22) | Ala (0,35) (0,20) | Gly | |
GTG | GTG GCG | GCG GAG | GAG | Glu [ GGG | GGG :
(0,19) | (0,19) 0,11) | (0,12) (0,30) | (0,30) 0,12) | (0,12)
NNK | NNS NNK | NNS NNK | NNS NNK | NNS

Los valores debajo de cada coddn corresponden a la frecuencia de uso de codones por cada
aminoacido codificado en S. cerevisiae. En este se puede apreciar que la frecuencia de uso de
codones para todos los casos de la estrategia NNK es mayor que la estrategia NNS. Por ejemplo,
para el caso de los codones que codifican para la valina tiene una frecuencia de uso de 0,39 para
el codon GTT, respecto a 0,20 para el codon GTC. (Fuente: Elaboracion propia 2023)
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3.1.

3.2.

3.3.

I11. MATERIALES Y REACTIVOS

Cepas

Cepa silvestre de Saccharomyces cerevisiae W303 (MATa ade2-1 can1-100 his3-
11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1) (Thomas y Rothstein 1989)

Cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae sodl (MATa sodl::kanMX6 ade2-1
canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1)

Cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae yapl (MATa yapl::kanMX6 ade2-1
canl1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1)

Escherichia coli OmniMax2-T1 (F' {proAB* lacl® lacZAM15 Tn10(Tet®)
A(ccdAB)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80(lacZ)AM15 A(lacZY A-argF)
U169 endAl recAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA panD)

Plasmido

El plasmido de expresion pRS416-GPD (Mumberg et al. 1995), fue gentilmente
cedido por el Departamento de Biotecnologia del Instituto de Agroguimica y
Tecnologia de Alimentos de Valencia (Espafia) dirigido por el Dr. Sergi Puig
Todoli.

Materiales de rutina
Placas Petri de vidrio
Micropipetas

Puntas para micropipetas
Palitos de dientes estériles
Matraces

Tubos de ensayo estériles
Tubos de microcentrifuga
Placas de 24 pocillos
Placas de 96 pocillos
Tubos de ensayo

3.3.1. Medios de cultivo

Medio -URA (medio sintético carente de uracilo, con glucosa)

Medio YPD (medio no selectivo para el crecimiento de levadura)
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- Medio YPD + H20> (medio no selectivo para el crecimiento de levadura con
peréxido de hidrogeno)

- Medio LB + ampicilina

- Caldo -URA glucosa

- Caldo YPD

- Caldo LB

- Caldo LB + ampicilina

3.3.2. Reactivos/soluciones
- 2,2-difenil-1-picrilhydrazil (DPPH)
- 2, 2-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfonico (ABTS)
- Acetato de amonio 7,5y 10 M
- Acetato de litio/TE 1X
- Acetato de potasio 3 M
- Acido ascorbico (estandar)
- Acido galico (estandar)
- Buffer de ruptura de levadura
- Buffer fosfato 0,1 M pH 7
- Reactivo GTE (Glucosa, Tris-EDTA)
- Buffer TBE (Tris, Borato, EDTA) 0,5X
- Buffer TE (Tris-EDTA) 0,5X
- Buffer TE (Tris-EDTA) conteniendo ARNasa
- Etanol al 90 y 96% (v/v)
- Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v)
- Reactivo Folin-Ciocalteu
- Metanol
- SDS 1%/NaOH 0,2 N

3.3.3. Reactivos de biologia molecular
- ADN de esperma de salmon
- Agarosa
- Bromuro de etidio
- Buffer 10X para ADN polimerasa termoestable

- Cloruro de magnesio
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Desoxirribonucleétidos (ANTPS)
Marcador de 100 pb ADN
Marcador de 1 kb ADN

Tagq ADN polimerasa

EcoRl

3.3.4. Equipos

Agitadores

Balanza analitica

Camaras electroforéticas y fuente de poder
Congeladoras de -20 °C
Ultracongeladora de -80 °C
Equipo de bafio Maria
Centrifuga refrigerada
Microcentrifuga
Espectrofotometro
Incubadora

Mezclador de vortice
Refrigeradora

Sonicador

Termociclador

Transiluminador
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3.4. Disefio de la investigacion

APLICACIONES DE LA LEVADURA S.
cerevisiae EN EL ESTUDIO DE
ANTIOXIDANTES

PARTE I: Estudio de extractos acuosos de plantas
silvestres de los Andes del Cusco

l

Recoleccidn y preparacion de extractos acuosos

Determinacion de contenido de fenoles
totales y actividad antioxidante in vitro

Construccion del mutante sod1

l

Evaluacion de la actividad antioxidante
de los extractos mediante ensayos in
vivo

PARTE II: Estudio de péptidos reportados y
aleatorios

J

l

Obtencion de los fragmentos a clonar por PCR: tres
que codifican para péptidos reportados, o aleatorios

\

J

[

l Clonacioén in vivo

Obtencion de la biblioteca de
pladsmidos aleatorios

Obtencion de los tres plasmidos
recombinantes

J

l

l

Verificacion de la eficiente
construccion de la biblioteca de
plasmidos

Evaluacién de la actividad antioxidante
in vivo

\

l

Evaluacién de la actividad antioxidante
in vitro de los extractos de levadura

\

Figura 7. Flujograma de los procedimientos seguidos para el estudio del efecto antioxidante en S. cerevisiae de extractos vegetales y péptidos.
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PARTE I: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE PLANTAS SILVESTRES DE
LOS ANDES DEL CUSCO
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I\V. METODOLOGIA

De acuerdo a los objetivos planteados, esta primera parte consistio en evaluar la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de especies vegetales silvestres colectadas en los

Andes cusquerfios a través de ensayos in vitro e in vivo.

4.1. Muestras vegetales

Las muestras se colectaron en la montafia Ccamarrara (aproximadamente a unos 4000
m.s.n.m), localizada en el distrito de Andahuaylillas, Provincia de Quispicanchi,
Departamento de Cusco, Pert, en mayo de 2018. La identificacion de las muestras
vegetales se realiz6 en el Herbario del Departamento de Biologia de la Universidad

Nacional Agraria La Molina (MOL), donde fueron también depositadas.

4.2.  Preparacion de extractos

Las hojas de las plantas se secaron a la sombra durante 14 dias hasta obtener un peso
constante. Después del secado, se molieron en un molino mecanico, se tamizaron para
obtener particulas de hasta un milimetro y estas muestras molidas se almacenaron en
recipientes de polietileno a -20 °C. La extraccion se realizd mezclando dos gramos de
cada muestra con 30 mL de buffer fosfato de pH 7 durante cuatro horas a 10 °C con
agitacion continua. Al final de la agitacion, el extracto acuoso se recuperd por
centrifugacion, se dividié en pequefios volimenes y se almacend a -20 °C para su
posterior estudio. Adicionalmente, se determind el contenido de materia seca de los

extractos, llevando a sequedad un determinado volumen del extracto acuoso.

4.3. Determinacion del contenido de fenoles totales en los extractos acuosos

El contenido de fenoles totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteu (Dudonné
et al. 2009) tal como se muestra en la Figura 8. La curva de calibracion se preparé a partir
de una solucion estandar de acido galico de 1000 mg/L, con soluciones de 10, 25, 50, 75,
100, 150 y 200 mg/L.

Para la construccion de la curva de calibracion se mezclo 2000 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (diluido 10 veces con agua destilada) con 400 pL de la solucién estandar de
acido galico (a diferentes concentraciones) y 1600 pL de Na2COs al 7%. La mezcla final
se agitd ligeramente y se dejo reaccionar durante una hora a temperatura ambiente en la

oscuridad; luego, se midié la absorbancia a 765 nm.
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Para el analisis de los siete extractos acuosos se realizé el mismo procedimiento que para
la curva de calibracién, donde solo se sustituy6 el volumen de la solucion estdndar de
acido galico por un volumen de los extractos acuosos.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron como
namero de miligramos de equivalente de &cido gélico (GAE) por gramo de hojas secas, a
partir de la ecuacion de regresion lineal (Ecuacién 1) de la curva de calibracién de acido
galico.

y=mx+b»b (D
Donde:

y: absorbancia; m: pendiente de la curva; x: concentracion de acido galico en mg/mL, y

b: intercepto.

s a

A)
OH
HO Reactivo Folin
oxidado
HO™ ., | ... "COOH
Acido galico
OH
[o]
: o COOH
Acido galico oxidado
B) — . \
. ¥ Acido gélico o P Na,Co,
y/o extractos
Lectura de
— — T sbsorbaci
Mezclar Incubacid a 765 nm
durante 1 h
\\_,) \__)
Reactivo
Folin-Ciocalteu

Figura 8. Diagrama general del ensayo de fenoles totales de los extractos acuosos mediante el
método Folin-Ciocalteu.

En la parte superior (A) se muestra la reaccion redox general entre los compuestos fendlicos y el
reactivo de Folin-Ciocalteu, que consiste principalmente en molibdato de sodio y tungstato de
sodio. El reactivo indicado cambia de un estado inicial (amarillo-verde) a un estado reducido
(azul) debido a la accién de los compuestos fendlicos. En la parte inferior (B) se presenta un
esquema general para la determinacion de fenoles totales, la cual consiste en una mezcla de un
volumen de reactivo de Folin-Ciocalteu con el estandar de acido galico o los extractos acuosos y
carbonato de sodio. Finalmente, después de una hora de reacciédn, se determina la absorbancia de
la solucion coloreada a 765 nm. Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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4.4. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos acuosos mediante
ensayo in vitro

La actividad antioxidante se determin6 segun el método propuesto por Liu et al. (Liu et al.
2009) con modificaciones. Se prepard una solucion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) a una concentracion de 20 mg/L en metanol y una solucion estandar de acido
ascorbico (AA) a una concentracion de 1000 mg/L en agua destilada. Para construir la
curva de calibracion se tomaron volimenes en un rango de 5 a 100 pL de la solucion
estandar, a los cuales se le adicionaron 3000 pL del reactivo DPPH y se diluyeron con
metanol hasta un volumen final de 4000 pL; como blanco se prepar6 una mezcla de 3000
puL de DPPH con 1000 pL de metanol. Las mezclas se homogeneizaron y se dejaron en
la oscuridad durante dos horas, posteriormente, se procedié a la medicion de la
absorbancia a 515 nm (Figura 9). La calibracién del equipo se realiz6 con una mezcla de

agua: metanol (1:3), luego se midié el blanco y finalmente las reacciones con el estandar.

N—N‘O NO,

Acido ascorbico e Radical DPPH®

HO,

/\ < ? NO,
HO
0
D o N—N—<‘§ >—N0
H! H 2

0,, le) NO,

Acido

dehidroascorbico

~N

A) HO

B) Solucion de

radical DPPH

Lectura de
—_— —y absorbancia
Mezclar Incubacion a515 nm

\__J durante 1 hora
Solucion de extracto o

acido ascorbico DPPH reducido

Figura 9. Descripcion del ensayo de actividad antioxidante de los extractos acuosos mediante el
ensayo DPPH.

La parte superior muestra la reaccion redox entre los compuestos antioxidantes y el reactivo
DPPH. El reactivo indicado cambia del estado inicial (lila) al estado reducido (amarillo) debido
al poder reductor de los antioxidantes. La parte inferior muestra el procedimiento general para el
analisis de la actividad antioxidante, que implica mezclar un volumen de solucion de DPPH con
un extracto o un estandar. La reaccion se llevd a cabo en la oscuridad durante una hora y la
absorbancia del DPPH remanente se midié a 515 nm. Fuente: Elaboracién propia, 2023.

26



Para el caso de extractos acuosos de las especies vegetales se aplicaron diferentes
diluciones en buffer (determinadas mediante ensayos preliminares para una Optima
cuantificacion): 1/4, 1/11, 1/19, 1/19, 1/15, 1/6 y 1/4 para los extractos acuosos P.a.
(Plantago australis, B.l. (Baccharis latifolia), A.s. (Ageratina sternbergiana), S.m.
(Stevia macbridei), A.c. (Ageratina cuzcoensis), C.m. (Calceolaria myriophylla) y A.o.
(Adiantum orbignyanum), respectivamente. El procedimiento empleado para los extractos
fue el mismo que para el acido ascérbico (Figura 9).
La capacidad antioxidante puede evaluarse en funcion de la disminucion de la
absorbancia de una solucion de DPPH, medida a una longitud de onda (515 nm) con un
tiempo de incubacion determinado. Todas las pruebas se realizaron por triplicado. El
porcentaje de capacidad antioxidante se calculd segun la Ecuacion 2:

Ac —

Ay
—— X1 2
A X 100 (2)

% de capacidad antioxidante =

Donde, Ac es la absorbancia del control y Am absorbancia de la muestra o la

solucion estandar de &cido ascorbico.
La capacidad antioxidante también se expresé como concentracion inhibitoria media
méaxima (ICso). El 1Cso se define como la concentracion de antioxidante necesaria para
reducir la absorbancia y/o la concentracién de la solucion control de reactivo en un 50%.
El valor ICso es inversamente proporcional a la actividad de reduccién de radicales libres
de los antioxidantes de la muestra. Esto significa que, cuanto méas bajo es el valor ICsy,
mas potente es la sustancia en la reduccion del radical DPPH y esto implica una mayor
actividad antioxidante. Los valores de 1Cso fueron estimados a partir de la curva de
absorbancia vs la concentracién de las soluciones empleadas. Para expresar la capacidad
antioxidante de cada muestra en funcién del estdndar de acido ascorbico, también se
calculo la “capacidad antioxidante equivalente de acido ascorbico” (AAEAC), por sus

siglas en inglés “ascorbic acid equivalent antioxidant capacity” (Ecuacion 3), como sigue:

IC5y de AA mL
AAEAC= —50 (ug/mL) 3)
[C5q de extr. (mg/mL)

Donde: ICso de AA: capacidad inhibitoria media para el acido ascérbico

ICso de extr.: capacidad inhibitoria media para el extracto.
Por tanto, el valor AAEAC obtenido podria interpretarse como el contenido de acido
ascorbico equivalente (ug) por mg de hojas secas. Es decir, es un valor estandarizado til
de la cantidad de antioxidantes que estan presentes en una muestra, la cual permite la

comparacion con los resultados de otros estudios.
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4.5.  Construccion del mutante de levadura sodl

La eliminacion del gen SOD1 en la cepa de Saccharomyces cerevisiae W303-1a
(Genotipo: MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1) se realizd
mediante un proceso de recombinacion homologa (Gueldener etal. 2002) con un
producto de PCR que incluye un cassette génico que confiere resistencia a los antibiéticos
kanamicina y G418 (denotado como kanMX, obtenido del plasmido pUG6) (ver Figura
10). Los transformantes fueron primero seleccionados en un medio suplementado con el
antibiotico G418 y se procedio a la verificacion de la eliminacion del gen SOD1 mediante
PCR. Por ultimo, las pruebas de sensibilidad a los oxidantes se evaluaron mediante la
exposicion del mutante a peroxido de hidrogeno 3 mM (dosis letal estimada en ensayos

preliminares).

Region

homélogaa pUGH6

1. Obtencion del

producto de PCR

Producto PCR
2. Eliminacion de / Recombinacion
SoDI ,/ homologa

3. Construccion
de sodl

Figura 10. Proceso de eliminacion del gen SOD1 en S. cerevisiae por recombinacion homologa.
El proceso comienza con (1) el uso del plasmido pUG6 como plantilla y los cebadores apropiados
para producir un producto PCR (o cassette génico) que contiene el gen marcador kanMX. Luego,
(2) el producto PCR se introduce en la levadura, donde el cassette génico reemplaza al gen SOD1
mediante recombinacién homéloga. Finalmente, (3) se obtiene el mutante de levadura sod1 que
ya no contiene el gen SOD1. Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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4.6. Evaluacion de la actividad antioxidante usando el mutante sod1

Los ensayos in vivo se realizaron usando perdéxido de hidrégeno como agente oxidante, y
una suspension de células de sodl cultivada en caldo YPD durante 2 a 3 dias bajo
agitacion constante a 30 °C (DOsoonm 1,2), la cual se diluy6 10 veces con el mismo caldo
para proceder a su uso. Se disefiaron dos variaciones del ensayo (i) para evaluar la
capacidad antioxidante total y (ii) distinguirlos de los efectos antioxidantes intracelulares
(Figura 11).
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Figura 11. Representacion esquematica de los ensayos que permiten diferenciar el efecto
antioxidante total del intracelular de los extractos acuosos en la levadura.

En el panel A se muestra el efecto antioxidante total, cuando una célula de levadura es tratada con
antioxidantes (triangulos verdes) que pueden estar tanto fuera como dentro de la célula. Por tanto,
cuando se afiade peréxido de hidrégeno (esferas rojas), el efecto antioxidante observado seré el
total, a nivel intracelular y extracelular. En el panel B se muestra el efecto antioxidante
intracelular, debido a que antes de la adicion del peréxido de hidrégeno se ha hecho un lavado
para eliminar el antioxidante extracelular. Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Para analizar la capacidad antioxidante total, se sonicaron ligeramente (3 pulsos a 35%
de potencia) alicuotas de 500 pL de la suspensién de sodl diluida para romper los
agregados, y se transfirieron a una placa de 24 pocillos, donde se trataron con 100 pL de
agua (control), &cido ascérbico (AA) o cada uno de los extractos de plantas. Las
concentraciones finales de AA, estuvieron dentro del rango de 5 a 80 mM. Las
suspensiones de células contenidas en las placas se homogeneizaron en un agitador
rotatorio a temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, parte de las
suspensiones tratadas se transfirieron a una placa de 96 pocillos para obtener las
diluciones 1/30, 1/90 y 1/270. Alicuotas de estas diluciones se colocaron en un medio
YPD que contenia peréxido de hidrégeno 3 mM y las placas se incubaron a 30 °C durante
2 a 3 dias (Figura 12).
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Figura 12. Descripcion del ensayo in vivo que permite comparar la actividad antioxidante total
de los extractos acuosos.

El diagrama de flujo del ensayo muestra, para cada caso, la mezcla de una alicuota de 500 L de
una suspension de células sod1 con agua (control negativo), &cido ascérbico (control positivo) o
un extracto acuoso (muestra problema), el tratamiento se realizé durante dos horas. Doscientos
microlitros de cada suspension celular se transfirieron a una placa de 96 pocillos. Las
suspensiones resultantes se diluyeron luego tres veces en serie con agua destilada. Alicuotas de
todas las diluciones se colocaron en un medio YPD con o sin peréxido de hidrégeno 3 mM. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 2 a 3 dias. Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Estos ensayos se realizaron en su primera parte de acuerdo a lo descrito anteriormente,
hasta el tratamiento en agitacion durante dos horas. Posteriormente, las suspensiones se
dividieron en dos grupos y para el primero, las muestras fueron tratadas de manera similar
para determinar la actividad antioxidante total (intracelular y extracelular). Para el
segundo grupo, cada suspension se centrifug6 para recuperar a las células, se descartaron
los sobrenadantes y se volvieron a resuspender las células en 1 mL de agua. El proceso
se repitio una vez mas y finalmente, las células lavadas se resuspendieron en suficiente
cantidad de agua para producir el mismo volumen inicial. Estas suspensiones se
sometieron a diluciones en serie como se indicé anteriormente. La Figura 13, resume el
procedimiento seguido para distinguir entre los efectos intracelulares y extracelulares de

los antioxidantes presentes en los extractos acuosos.
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Figura 13. Esquema del procedimiento seguido para distinguir los efectos intracelulares y
extracelulares de los antioxidantes.
Las células de sod1 se mezclaron con agua (control negativo), acido ascérbico (control positivo)
0 un extracto acuoso (muestra problema) durante dos horas. Posteriormente, para el tratamiento
(I las suspensiones se sometieron inmediatamente a las diluciones en serie y, para el tratamiento
(1) se lavaron dos veces con agua. Las alicuotas de las diluciones en serie respectivas se colocaron
sobre medio YPD con o sin peroxido de hidrégeno 3 mM. Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  Coleccidn de las muestras y analisis taxonomico

En el Pert como en la mayoria de paises, los estudios de antioxidantes en plantas con
frecuencia involucran aquellos utilizados en la medicina tradicional. Este tipo de enfoque
no tiene en cuenta a las plantas silvestres de origen andino que pueden tener un contenido
antioxidante significativo, debido a su capacidad de adaptacién a la altura, niveles
extremos de radiacion UV y otros. Por lo tanto, esta investigacion se enfocé en el estudio
del contenido de antioxidantes de varias plantas silvestres de los Andes de Cusco-Peru.
Las plantas fueron recolectadas en el cerro Ccamarrara, en un area ubicada a 4000
m.s.n.m., en mayo de 2018, un periodo en el que las temperaturas generalmente oscilan
entre 1y 21 °C y los indices de radiacion UV alcanzan niveles que se consideran muy
altos (> 10). Se seleccionaron siete plantas silvestres que exhibieron un crecimiento
robusto. El andlisis taxondmico mostré que, de las siete plantas seleccionadas, una
pertenecia a la familia Plantaginaceae, una a Calceolariaceae, otra a Pteridaceae y cuatro
a Asteraceae (Tabla 5 y ANEXO 1). Algunas de las imagenes tomadas en el momento

de la recoleccidn se muestran en la Figura 14.

Tabla 5: Identificacién taxondmica de los especimenes colectados en el cerro Ccamarrara,

Cusco-Perd.
Muestra Especie Familia
P.a. Plantago australis Lam. Plantaginaceae
B.I. Baccharis latifolia (Ruiz & Pav) Pers. Asteraceae

As. Ageratina sternbergiana (DC.) R. M. King & H. Rob. Asteraceae

S.m. Stevia macbridei B. L. Rob. Asteraceae
Ac Ageratina cuzcoensis (Hieron) R. M. King & H. Rob. Asteraceae
C.m Calceolaria myriophylla Kraenzl. Calceolariaceae
A.0 Adiantum orbignyanum Kuhn Pteridaceae
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Figura 14. Imagenes de los siete especimenes recolectados en el cerro Ccamarrara, Cusco-Perd.

5.2. Contenido de fenoles totales

Los extractos acuosos fueron preparados como se describio en la metodologia de la
Seccion 4.2 y las muestras fueron mantenidas en la congeladora. Para estimar la
concentracion de los extractos, se seco un volumen pequefio de cada uno hasta obtener
un peso constante y con éste, se determind la cantidad de contenido sélido por mililitro.
A partir de estos datos, cada extracto se diluyd correspondientemente para obtener una
concentracion final de 1 mg de contenido sélido/mL.

El contenido de fenoles totales de los extractos acuosos se determind por el método de
Folin-Ciocalteu utilizando como estdndar el acido galico y se expres6 en mg de
equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de materia seca (Tabla 6). En la Figura
15, se muestra el producto de la reaccién del acido galico y los extractos acuosos con el
reactivo Folin-Ciocalteu, la curva de calibracion construida con el &cido galico se muestra
en el ANEXO 2. Los contenidos de fenoles totales variaron considerablemente, oscilando
entre 11,9 y 62,7 mg GAE/g muestra seca. Cuatro de las siete especies de plantas
mostraron niveles notables de compuestos fendlicos, donde el valor mas alto se encontrd
en Ageratina cuzcoensis (62,7 mg GAE/g muestra seca), sequida de Stevia macbridei
(39,0 mg GAE/g muestra seca), Baccharis latifolia (33,4 mg GAE/g muestra seca) y
Ageratina sternbergiana (32,4 mg GAE/g muestra seca). Existe escasa informacion
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referente al contenido de fenoles totales de los especimenes estudiados, sin embargo, los
valores hallados son comparables a los reportados en plantas medicinales y/o
nutricionales (0,3 a 72,3 mg GAE/g muestra seca) provenientes de los Andes peruanos
(Chirinos etal. 2013). Entre los principales compuestos fenolicos reportados en la
literatura, por ejemplo, se menciona que el género Ageratina se caracteriza por la
presencia de flavonoides (principalmente flavanoles) como la 4'-dimetoxiflavanona
(persicogenina) y la 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavanona (isosakuranetina) (Gonzélez et al.
1982, Ramawat 2019). Asi también, en Stevia rebaudiana se encontraron glucésido de
acido vanilico, &cido protocatequiico, &cido cafeico, acido clorogénico y &cido
criptoclorogénico (Yu et al. 2017); ademas, el &cido gélico, la rutina y la quercetina se
reportaron como los principales compuestos fenolicos en los extractos acuosos de
Baccharis trimera (Sabir et al. 2017).

Por otra parte, para especimenes que mostraron menores contenidos de compuestos
fendlicos (< 20 mg GAE/g muestra seca) se han reportado otros compuestos como los
glucosidos de cafeoil feniletanoide en algunas especies de Plantago (Rensted et al. 2000,
Alvarez 2019); verbascoside, calceolariosides A-E, forsythoside A e isoarenarioside en
especies chilenas de Calceolaria (Di Fabio etal. 1995) y, kaempferol y glucésidos de
quercetina en algunas especies de Adiantum (Rastogi et al. 2018).

En funcidn a estos reportes previos, la variedad de compuestos fenolicos es mayor en
Ageratina cuzcoensis, Stevia macbridei, Baccharis latifolia y Ageratina sternbergiana,
respecto a las otras especies, por lo que justificaria la correlacion entre el contenido de

fenoles totales estimados.
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Figura 15. Panel fotografico de la determinacion de fenoles totales de los extractos acuosos por
el método Folin-Ciocalteu.

En la parte superior (A) se muestra el resultado de la reaccion final entre el reactivo Folin-
Ciocalteu con el &cido gélico a concentraciones entre 0 y 200 pug/mL para la construccién de la
curva de calibracién. En (B) se puede apreciar el resultado de la reaccion entre los extractos
acuosos a una concentracién de 1 mg/mL con el reactivo Folin-Ciocalteu (P.a.: Plantago
australis, B.l.: Baccharis latifolia, A.s.: Ageratina sternbergiana, S.m.: Stevia macbridei, A.c.:
Ageratina cuzcoensis, C.m.: Calceolaria myriophylla, A.o.: Adiantum orbignyanum.).
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Tabla 6: Contenido de fenoles totales en los extractos obtenidos por el método Folin-Ciocalteu.

Contenido de fenoles

Muestra (mg GAE/g peso seco)
Plantago australis 119+0,2
Baccharis latifolia 334+0,3
Ageratina sternbergiana 32,4+0,3
Stevia macbridei 39,0+£0,3
Ageratina cuzcoensis 62,7+ 0,4
Calceolaria myriophylla 16,5+0,2
Adiantum orbignyanum 17,2+0,3

GAE: equivalente de &cido galico

Ademas, es importante mencionar que estos valores podrian estar sobreestimados, dado
que el ensayo de Folin-Ciocalteu no es especifico para los compuestos fendlicos, pues
podria incluir muchos interferentes, como algunos quelantes de metales, acido ascorbico,
vitamina E, acido dehidroascorbico y azucares reductores, lo que provoca un sesgo en la
determinacion (Terpinc etal. 2012, Sanchez-Rangel etal. 2013). Sin embargo, este
ensayo es relevante debido a su utilidad como tamizado para la identificacion de
soluciones con propiedades antioxidantes. Del mismo modo, es posible que estos valores
sean resultado de la interaccion sinérgica o antagonica entre diferentes compuestos
fenolicos (Terpinc et al. 2012), o de otros compuestos fendlicos y no fendlicos. Por este
motivo, esta informacion serd complementada con los posteriores ensayos de capacidad

antioxidante in vivo.

5.3.  Ensayos in vitro de capacidad antioxidante

Los extractos acuosos se sometieron al ensayo DPPH y los resultados se resumen en la
Tabla 7. Como se muestra, todos los extractos mostraron diversos niveles de capacidad
antioxidante. Teniendo en cuenta que los extractos se obtuvieron en condiciones
similares, es relevante sefialar que, entre ellos, los de Ageratina sternbergiana y Stevia
macbridei mostraron los niveles més altos, con valores de 1Cso de 85,5y 69,4 pg/mL,

respectivamente.
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Tabla 7: Actividad antioxidante de los extractos obtenidos por el ensayo DPPH.

Muestra K |Cso AAEAC

inhibicion (ng/mL) (g AA/mQ)
Plantago australis 89,6 157,1£0,7 45,0
Baccharis latifolia 81,9 1076 £0,5 81,5
Ageratina sternbergiana 83,1 85,5+0,6 90,0
Stevia macbridei 84,2 69,4+ 0,3 117,2
Ageratina cuzcoensis 83,0 122,0+£1,0 78,6
Calceolaria myriophylla 75,7 183,7+0,8 32,6
Adiantum orbignyanum 81,4 135,8+£0,5 47,0
Acido ascorbico (estandar) 96,2 11,2+0,0 --

IC50, concentracion necesaria para la reduccion de la absorbancia de la solucion control en un
50% (para los extractos, pg residuo sélido/mL). AAEAC, ascorbic acid equivalent antioxidant
capacity (g de acido ascorbico/mg de hojas secas). AA, &cido ascorbico.

Con el objetivo de calificar mejor las capacidades antioxidantes de los extractos, se
determinaron adicionalmente sus capacidades antioxidantes equivalentes de acido
ascorbico (AAEAC), correlacionando los valores 1Cso correspondientes con los del acido
ascorbico. Los valores AAEAC se expresaron como el nimero equivalente de pg de acido
ascorbico presente en un mg de las hojas secas pulverizadas (Shimamura et al. 2014,
Oualcadi et al. 2020). Curiosamente, los valores de AAEAC para los especimenes
estudiados estan entre 32,6 y 117,2 ug AA/mg hoja seca y son superiores a los
encontrados en los brotes de verdolaga (Portulaca oleracea, un potencial nutraceltico
anticancerigeno) que oscilan entre 2,3 y 3,2 ug AA/mg hoja seca (Uddin et al. 2014). Asi
mismo, otros valores de AAEAC reportados en otros especimenes fueron 0,23 ug AA/mg
hoja seca para las hojas de Vitex negundo, una planta medicinal utilizada como
antiinflamatorio, analgésico y antihistaminico en India (Kumar et al. 2010); 0,3a11,4 ug
AA/mg peso seco para tres algas marinas diferentes del sur de Asia (Chew et al. 2008), y
27,3 ug AA/mg peso seco para Phyllanthus amarus (Lim y Murtijaya 2007).

Tal como se menciona en la seccion 5.2, el contenido de fenoles totales esta sujeta a

diversos factores como la presencia de interferentes, naturaleza de la estructura fendlica,
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ademas del efecto sinérgico o no sinérgico entre éstos Ultimos. En este contexto, al
comparar los resultados de las Tablas 6 y 7, la falta de correlacion entre los contenidos de
fenoles totales y las actividades antioxidantes también podria atribuirse a los tipos de
compuestos fendlicos presentes en los extractos y sus respectivas propiedades quimicas
como su naturaleza hidrofilica, el nimero de grupos hidroxilo, etc. (Terpinc et al. 2012).
Por ejemplo, pese a que Ageratina cuzcoensis tiene el mayor contenido de compuestos
fenolicos (62,7 mg GAE/g muestra seca), presenta un valor bajo de AAEAC de 55,0 pg
AA/mg peso seco, comparado con Stevia macbridei (39,0 mg GAE/g muestra seca) que
tiene un valor alto de AAEAC de 72,7 ug AA/mg peso seco. Es decir, no existe evidencia

de una relacién directa entre el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante.

5.4. Construccion y caracterizacion de la cepa mutante sodl
La construccién del cassette génico se realiz6 mediante PCR usando el plasmido pUG6
como plantilla y, HgchkUPRv y HgchkDWDir como cebadores (Gilildener et al. 1996),
tal como se muestra en la Tabla 8. El anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa
mostro la banda esperada de aproximadamente 1,7 kb (Figura 16).

Tabla 8. Oligonucle6tidos usados en la construccion y verificacion de la cepa mutante sod1.

Nombre Secuencia
HgchkUPRv GCGTACGAAGCTTCAGCTG
HgchkDWDir CAGATCCACTAGTGGCCTATGC
Sod1CHKup-539 TCTTTGGTTCTACCCTGCAC
Sod1CHKdw-508: TGGACGAGACACTACTAGCTCC

—
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Figura 16. Andlisis electroforético de la reaccion de
PCR que permitio la obtencion del cassette de delecion
del gen SOD1.

Se us6 como plantilla el plasmido pUG6 y cebadores
especificos (el ensayo se realiz6 por duplicado). El
tamafio del fragmento esperado fue de 1,7 kb. El
analisis se realiz6 en un gel de agarosa 0,8% y se utilizd
un marcador de ADN de 1 kb.

1,5 kb

37



Se transformaron células de levadura con el cassette génico obtenido por PCR. Las células
transformantes crecieron en placas YPD que contenian G418, lo cual demuestra una alta
posibilidad del éxito de la recombinacion entre el cassette genico construido y el gen

objetivo (Figura 17).

Figura 17. Obtencion de la cepa mutante sod1.
En la imagen se puede observar varias colonias pequefias que cesaron su crecimiento por accion
del antibiético G418, mientras que las células que logran formar colonias de mayor tamafio son
aquellas que lograron insertar el cassette génico kanMX, por lo que son resistentes al antibiotico.

La correcta insercion del cassette génico en los mutantes resistentes a G418 fue verificada
mediante ensayos de PCR con el ADN gendmico de levadura como plantilla y los
cebadores S1ICHKup539 (TCTTTGGTTCTACCCTGCAC, cebador especifico al gen
SOD1) y HegCHKupRV (GCGTACGAAGCTTCAGCTG, cebador especifico al cassette
génico). El gel electroforético evidencio la presencia de la banda esperada de 539 pb
(Figura 18) corroborando asi que el gen SOD1 fue eliminado y reemplazado por el

cassette.

Marcador

500 pb

/

539 pb

Figura 18. Ensayo de PCR para la verificacién de la correcta insercion del cassette de delecién.
Se usé como plantilla el ADN genémico de levadura y cebadores especificos (el ensayo se realizé
con tres transformantes). El tamafio del fragmento esperado fue de 539 pb. El analisis se realizé
en un gel de agarosa 1,2% v se utiliz6 un marcador de ADN de 100 pb.
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Como resultado de la delecién de gen SOD1 de la cepa silvestre (W303) se obtuvo la cepa
mutante de levadura sod1, la cual se sometid a pruebas de resistencia en medio YPD con

perdxido de hidrégeno 3 mM, como se muestra en la Figura 19.
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Control YPD + H,0, 3,0 mM

Figura 19. Prueba de resistencia de la cepa silvestre y sod1 a peréxido de hidrégeno.
La prueba se realiz6 mediante siembra por estriado de las células de la cepa silvestre y sodl en
un (A) medio control y (B) medio YPD + peréxido de hidrégeno 3 mM.

En éste se puede apreciar que sodl, presenta sensibilidad a agentes oxidantes como el
peréxido de hidrogeno, el cual se refleja en el crecimiento minimo o nulo en un medio
YPD dosificado con perdxido de hidrégeno. Por su parte, la cepa silvestre es capaz de
crecer bajo esas condiciones de estrés oxidativo debido a que, el perdxido de hidrogeno
estimula la entrada de la proteina Sodl al ndcleo y regula la expresion de genes que

responden al estrés oxidativo como la tioredoxina peroxidasa Tsa2 (Xu et al. 2022).

5.5.  Ensayos de capacidad antioxidante in vivo usando la cepa sodl

Para optimizar y validar el protocolo (descrito en la Figuras 12 y 13) para el estudio de la
capacidad antioxidante del acido ascorbico y los extractos acuosos, primero se analizo el
efecto del acido ascorbico sobre el crecimiento de sodl, en un medio que contenia
peroxido de hidrégeno 3 mM (Figura 20). Alicuotas de la suspension de células sod1 se
trataron con &cido ascorbico a diferentes concentraciones (0 a 80 mM) durante dos horas
antes del tratamiento con perdxido de hidrogeno. Estos ensayos demostraron que el acido
ascorbico confiere un efecto protector dependiente de la dosis entre las concentraciones
de 5 a 40 mM, con mejoras de crecimiento notables hasta la tercera dilucion en serie. Sin
embargo, a una concentracion de 80 mM de acido ascérbico se encontrd que las células

presentaban una moderada reduccion en su capacidad de proliferacion.
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Figura 20. Demostracion del efecto antioxidante del acido ascorbico en la cepa sod1l mediante el
ensayo de diluciones seriadas.

Las imagenes muestran los resultados obtenidos del efecto antioxidante del acido ascérbico en

los cultivos de sod1 cuando son expuestos a peroxido de hidrdgeno. Las concentraciones usadas

de acido ascorbico en el ensayo de diluciones seriadas, variaron de 0 a 80 mM.

Para el caso de los extractos acuosos se usd como referencia (control positivo) el
tratamiento con &cido ascérbico a 30 mM. Los resultados del efecto antioxidante de los
extractos acuosos se muestran en la Figura 21. El extracto acuoso de Plantago australis
demostro ser el mas efectivo para promover el crecimiento de las células sod1, seguido
por los de Adiantum orbignyanum y Calceolaria myriophylla. Ademas, se observaron
efectos mas débiles para los extractos de Ageratina sternbergiana y Ageratina cuzcoensis
y, no se detectd ningun efecto protector para los extractos de Baccharis latifolia y Stevia
macbridei.

Curiosamente, no hubo una buena correlacion con los resultados obtenidos con el ensayo
DPPH que se muestra en la Tabla 7, donde el extracto de Stevia macbridei mostré la
mayor capacidad antioxidante. La falta de correlacion entre los ensayos in vivo e in vitro
podria explicarse de varias maneras. En un caso, el efecto protector de los extractos
acuosos, que probablemente contienen una mezcla de antioxidantes polares, podria
deberse a la accion Unica de una sustancia o la accion sinérgica de varias.

De hecho, se ha reportado que muchos antioxidantes naturales o sintéticos muestran
efectos sinérgicos en su capacidad antioxidante, segun lo determinado por métodos in
vitro e in vivo (Swiecilo et al. 2018).

Por otro lado, es posible que los efectos podrian deberse a reacciones a nivel intracelular
o extracelular y, exhibir cierta especificidad hacia el peroxido de hidrégeno. Por estas
razones, realizar ambos ensayos puede ser ventajoso, particularmente cuando se prueban

extractos de plantas de alta complejidad.
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Figura 21. Efecto de los extractos acuosos en el crecimiento de sod1.
Las suspensiones de células fueron tratadas con agua (---), acido ascorbico 30 mM (AA) o 100
pL de los extractos acuosos: P.a.: Plantago australis, B.l.: Baccharis latifolia, A.s.: Ageratina
sternbergiana, S.m.: Stevia macbridei, A.c.: Ageratina cuzcoensis, C.m.: Calceolaria myriophylla
y A.0.: Adiantum orbignyanum (en cada caso el volumen final fue de 600 uL).

Adicionalmente, los efectos protectores de los extractos observados en las células sod1
podrian deberse a efectos intracelulares o extracelulares. En el primer escenario, los
antioxidantes podrian estar actuando sobre el peréxido de hidrégeno dentro de las células
0 causando una respuesta que permita una mejor resistencia. En el segundo escenario, los
antioxidantes estarian reaccionando directamente con el perdxido de hidrogeno presente

fuera de las células y, por lo tanto, causarian una disminucion en su concentracion.

En este sentido, con el fin de distinguir el efecto total del intracelular, el protocolo se
modificé brevemente, para incluir dos pasos de lavado después del tratamiento con

antioxidantes y antes del tratamiento con peroxido de hidrogeno (ver Figura 13).

Los efectos protectores fueron mas evidentes cuando las células no se lavaron después
del tratamiento con antioxidantes, como se muestra en la Figura 22. Este hallazgo indica
que los extractos tienen un efecto extracelular mas fuerte, ya que los antioxidantes actdan
directamente sobre el peroxido de hidrégeno. Sin embargo, cuando se lavaron los
antioxidantes antes de la exposicion a perdxido de hidrdgeno, los niveles de resistencia
disminuyeron, pero ain eran evidentes. Este resultado demuestra que el ensayo in vivo
con levadura presenta, muy ventajosamente, la posibilidad de distinguir el efecto

antioxidante intracelular del total.
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Figura 22. Efectos antioxidantes intracelulares y totales del 4cido ascorbico y los extractos
acuosos.

Las suspensiones de células fueron tratadas con agua (---), acido ascérbico 30 mM (AA) o 100
ML de los extractos acuosos: P.a.: Plantago australis, B.l.: Baccharis latifolia, A.s.: Ageratina
sternbergiana, S.m.:. Stevia macbridei, A.c.. Ageratina cuzcoensis, C.m.. Calceolaria
myriophylla, A.o.: Adiantum orbignyanum. Para descartar la posibilidad de que los antioxidantes
solo actuaran directamente sobre el peroxido de hidrégeno y no hubiera un efecto intracelular, las
células se lavaron después de los tratamientos y se resuspendieron en agua. De esta manera, las
células lavadas incluian solo antioxidante intracelular.

A manera de resumen de los ensayos realizados con los extractos acuosos, en la Figura
23, se muestra un compilado de los principales resultados obtenidos. En primer lugar,
respecto a los resultados de los ensayos in vitro, se puede apreciar que todos los extractos
acuosos presentan cantidades significativas de fenoles totales, asi como actividad
antioxidante. Sin embargo, no se observo correlacion entre ambos resultados; por
ejemplo, en el caso del extracto de Ageratina cuzcoensis pese a tener un alto contenido
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de fenoles totales, no presenta una gran actividad antioxidante. Por otra parte, al analizar
los resultados de la actividad antioxidante obtenidas mediante los ensayos in vitro
(DPPH) e in vivo (usando levadura), también se puede apreciar una falta de correlacion
entre los resultados; por ejemplo, el extracto acuoso de Stevia macbridei posee una gran
actividad antioxidante in vitro, pero no en el ensayo in vivo con levadura. En este sentido,
podemos resaltar que los extractos acuosos de las siete especies vegetales estudiadas
contienen cantidades considerables de compuestos con gran actividad antioxidante.
Adicionalmente, respecto a los ensayos realizados se demostré que tanto los ensayos in
vitro como in vivo son complementarios y por tanto, permiten evaluar la actividad

antioxidante de los extractos acuosos de una manera mas completa.
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Figura 23. Comparacion de los resultados obtenidos para los ensayos de contenido de fenoles

totales y la actividad antioxidante de los extractos acuosos.
Las barras de color gris corresponden a los resultados de capacidad antioxidante (ensayo DPPH),
expresada en microgramo de acido ascorbico por miligramo de muestra seca (AAEAC). Las
barras de color celeste corresponden al contenido de fenoles totales (método de Folin-Ciocalteu)
expresado en miligramo de acido galico por gramo de muestra seca. Las flechas en verde
representan las estimaciones de la capacidad antioxidante total relativa determinada mediante
ensayos in vivo, usando la cepa de levadura sod1.
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PARTE Il: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE TRES OLIGOPEPTIDOS REPORTADOS COMO
ANTIOXIDANTES EN HIDROLIZADOS DE PROTEINAS
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VI. METODOLOGIA

En la segunda parte del estudio, (i) se evalu6 mediante estudios in vivo e in vitro la
actividad antioxidante de tres péptidos que fueron identificados en hidrolizados de
proteinas por diferentes autores. Asi mismo, para permitir posteriormente la basqueda de
otros péptidos con similar capacidad, (ii) se construy6 una biblioteca de plasmidos de

secuencias aleatorias.

6.1. Estrategia usada para la construccion de los plasmidos para la expresion de
los péptidos de interés.

La construccion de los plasmidos que permiten la expresion de los péptidos se basé en un
método altamente eficiente como es la clonacion in vivo, la cual toma ventaja de la
facilidad y simplicidad de la recombinacion homologa en S. cerevisiae. La clonacion por
recombinacion de levaduras permite incluso el ensamblaje de multiples fragmentos de

ADN en un plasmido adecuado, los detalles del método se muestran en la Figura 24.

Fragmento de ADN .
e

_I_

Pldsmido linealizado _|

Figura 24. Clonacion in vivo por recombinacion homéloga en S. cerevisiae.
En la imagen se muestra los elementos necesarios (fragmento de ADN y plasmido linealizado)
para la clonacion in vivo en S. cerevisiae por recombinacién homéloga. El proceso comienza
cuando el fragmento de ADN vy el plasmido linealizado ingresan dentro de levadura, donde se
lleva a cabo la recombinacién homologa entre las regiones homdlogas (region en verde), para
finalmente dar lugar al plasmido construido, el cual contiene el fragmento de ADN de interés
(region en rojo). Fuente: Elaboracion propia, 2023.

De acuerdo a lo mostrado en la Figura 24, para la construccién de los plasmidos de
expresion de los péptidos de interés son necesarios: el plasmido linealizado y los

fragmentos de ADN que incluyen a los genes a expresar.

6.2. Plasmido de expresion

El plasmido de expresion usado fue pRS416-GPD, proporcionados gentilmente por el Dr.
Sergi Puig del Departamento de Biotecnologia, Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Paterna, Valencia —
Espafia (De Llanos et al. 2016). Este plasmido incluye a los genes marcadores URA3 y
AmpR que permiten la seleccion de los transformantes de levadura y Escherichia coli (E.
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coli), respectivamente. Adicionalmente, consta de un secuencia de multiclonacion que
incluye al sitio de restriccién EcoRlI, un promotor constitutivo GPD (Pepp) del gen que
codifica para la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Mumberg et al. 1995),
y secuencias de los cebadores de verificacion 3352FW y 3559RV, tal como se muestra

en la Figura 25.

URA3
AMPR
pRS416-GPD
5778 bp
Cebador
3559RV
EcoRI1(3479)
:)
Peep Cebador
3352FW

Figura 25. Caracteristicas del plasmido pRS416-GPD.
El plasmido contiene, URA3: gen marcador que permite la seleccion de los transformantes de
levadura en medio sintético que carece de uracilo. AMP®: gen que codifica para la p-lactamasa
que permite la seleccion de transformantes de E. coli en medios de cultivo con ampicilina. Pgep:
promotor constitutivo del gen que codifica para la enzima Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. Sitio de clonacién multiple: contiene sitio de restriccion EcoRI. Cebadores de
verificacion 3352FW y 3559RV. Fuente: Mumberg et al. 1995.

6.3. Clonacién de tres genes que codifican para péptidos con reportada actividad
antioxidante.

Se generaron los insertos a clonar sintetizando dos oligonucle6tidos (denominados
SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa) para cada caso, uno con la secuencia codificante y el
otro con la complementaria. Adicionalmente, éstos incluian en ambos extremos
secuencias homologas al sitio de clonacion en el plasmido para permitir la recombinacion

homadloga tal como se muestra en la Tabla 9.

Obtencidn de los fragmentos a clonar: se realizd mezclando en un microtubo soluciones
de concentracion de 5 UM de cada oligonucle6tido codificante sintetizado con su
fragmento complementario correspondiente, la mezcla resultante se mantuvo a 95 °C en
un termobloque durante 10 minutos. Luego, se enfrid lentamente hasta temperatura
ambiente (Figura 26) y la verificacion de la formacion del fragmento bicatenario se

realizdé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% y tincién con bromuro de etidio.
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Tabla 9. Secuencias de los oligonucle6tidos usados para la obtencidn de los fragmentos que permitieron la produccion de los péptidos con reportada actividad
antioxidante.
Las regiones en negro de las secuencias SCpepEcFW, SCpepRpFW y SCpepOaFW corresponden a las regiones homologas al plasmido de expresion pRS416-

GPD; las regiones de la secuencia en color azul codifican para los péptidos pepEc, pepRp y pepOa; y la region en color rojo representan a los codones de inicio
y terminacion. SCpepEcRYV, SCpepRpRYV y SCpepOaRV son los oligonuclettidos con las secuencias complementarias.

Nombre Secuencia Nombre del péptido
GATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCATGACTTCTTCTTCTTTGAATATGGCTG pepEc
SCpepEcFW M T S S S L N M A V .
(Eleusine coracana)

(130 bases) TTAGAGGTGGTTTGACTAGATAAGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGTCATGTA

R G G L T R * (Agrawal et al. 2019)

SCpepEcRV  TACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCTTATCTAGTCAAACCACCTCTAACAGC

(130 bases) CATATTCAAAGAAGAAGAAGTCATGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAATC
ACGGATTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCATGGCGATGAGATTGACTTATAATA pepRp
SCpepRpFW M A M R L T Y N K
(Rana pleuraden)

(130 bases) AACCATGTTTGTATGGTACTTAAGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGTCATGTA

P C L Y G T * (Yang et al. 2009)

SCpepRpRY TACATGACTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCTTAAGTACCATACAAACATGGTTTATT

(130 bases) ATAAGTCAATCTCATCGCCATGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAATCCGT
ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCATGGGTTTGTTTTCTATGATTTTGGGTGTTGGTARAA enOa
SCpepOaFW M G L F S M I L G V G K K Pep .
(Odorrana andersonii)

(130 bases) AAACTTTGTGTGCTTTGTCTGCTTTGTGCTAAGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCG

T L ¢C G L S G L W * (Yang et al. 2016)

SCpepOaRV CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCTTACCACAAACCAGACAAACCACACAAAGTTTTTTT
(130 bases) ACCAACACCCAAAATCATAGAAAACAAACCCATGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGT
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95 °C x 10 min

EEEE—

Oligonucledtido Oligonucledtido ..
con secuencia con secuencia Enfriamiento lento
codificante complementaria
Fragmento
bicatenario

SCpepEcFW (oligonucledtido con secuencia codificante)

GAT TCT AGAACT AGT GGA TCC CCC GGG CTG CAG GAA TTC ATGACT TCT TCT TCT TTG AAT ATG GCT GTT AGA GGT GGT TTGACT AGA TRA GAT ATC AAG CTT ATC GAT ACC GTCGAC CTC GAGTCATGT A

SCpepEcRV (oligonucledtido con secuencia complementaria) +
5 ;
TAC ATG ACT CGA GGT CGA CGG TAT CGA TAA GCT TGA TAT CTT ATC TAG TCA AAC CAC CTC TAA CAG CCA TAT TCA ARG AAG AAG ARG TCA TGA ATT CCT GCA GCC CGG GGG ATC CAC TAG TTC TAG AAT C

SCpepEc (Fragmento bicatenario) l

5
GAT TCT AGA ACT AGT GGA TCC CCC GGG CTG CAG GAA TTC ATGACT TCT TCT TCT TTG AAT ATG GCT GTT AGA GGT GGT TTGACT AGA TRA GAT ATC AAG CTT ATC GAT ACC GTCGAC CTC GAGTCATGT A
T 8§ §$ S L N M A VR G G L T R *
CTAAGA TCT TGA TCA CCT AGG GGG CCC GAC GTC CTT AAG TAC TGA AGA AGA AGA AAC TTA TAC CGA CAA TCT CCA CCA AAC TGA TCT ATT CTA TAG TTC GAA TAG CTA TGG CAG CTG GAG CTCAGT ACAT
M 5

3

"

b
Figura 26. Generacion del fragmento a clonar en S. cerevisiae.

En la parte superior se representa el tratamiento térmico aplicado para la obtencion de los respectivos fragmentos bicatenarios a ser clonados (SCpepEc, SCpepRp
y ScpepOa), usando el correspondiente al péptido Ec como ejemplo. En la parte inferior, se muestra la secuencia del fragmento bicatenario, a partir de los
oligonucleétidos complementarios SCpepEcFW y SCpepEcRV. En la secuencia nucleotidica para SCpepEcFW, la secuencia en negro corresponde a la region
homdloga al plasmido pRS416-GPD, la secuencia en celeste son los codones que codifican para el péptido pepEc, y las secuencias en rojo representan a los
codones de inicio y terminacion. Adicionalmente, en el fragmento bicatenario se muestra, en color verde, el péptido pepEc codificado (TSSSLNMAVRGGLTR).

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Digestion del plasmido pRS416-GPD y tratamiento con fosfatasa: la digestion se
realiz6 usando 5 pg del plasmido pRS416-GPD y 5 pL de la enzima de restriccion EcoRl
(12 U/uL) de secuencia de reconocimiento “GAATTC”. La inactivacion de la enzima
EcoRI se realizd, en primer lugar, mediante un tratamiento térmico a 65 °C durante 20
minutos y posterior adicion de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1. Después de
una agitacion en el mezclador de vortice por 1 minuto, la mezcla se centrifugo y se
recupero el sobrenadante, al cual se le agreg6 acetato de amonio 7,5 M y etanol al 96%
(v/v) y posteriormente se mantuvo a -20 °C durante 20 minutos. El precipitado de ADN
fue recuperado mediante centrifugacion y después de enjuagues con alcohol 90% (v/v),
se disolvio en el buffer de la fosfatasa alcalina (Antartica®, NEB) y fue tratado con 2 pL
de la enzima a 37 °C por 30 minutos. Finalmente, se procedié con la inactivacion de la
fosfatasa mediante tratamiento térmico a 65 °C durante 20 minutos y se procedié a
almacenar a -20 °C para Su uso posterior.

Clonacion de los fragmentos bicatenarios obtenidos en los plasmidos: se llevo a cabo
en tres diferentes cepas de levadura, la cepa silvestre, sodl y yapl para la expresion de
los genes que codifican para los péptidos antioxidantes pepEc, pepRp y pepOa y evaluar
su efecto antioxidante.

La construccion de los plasmidos para la produccién de los péptidos se realizd mediante
la clonacion in vivo en S. cerevisiae tal como se puede apreciar en la Figura 24 del
apartado 6.1, de acuerdo con el protocolo descrito por Weissman y colaboradores
(Weissman et al. 2010). Esto requiere de 170 ng del plasmido de expresion pRS416-GPD
linealizado y 30 ng de cada fragmento a clonar. El proceso se inicié con un cultivo de
células de levadura con densidad optica (DOsoonm) menor a 0,3 y se dejo crecer hasta un
DOsoo nm de 0,5. Las células se recuperaron por centrifugacion, se resuspendieron en 5
mL de LIOAC/TE y se volvio a recuperar por centrifugacion, el proceso de resuspension
en LIOAC/TE se repitio nuevamente. Luego de resuspender las células en suficiente
cantidad de LiIOAC/TE, una alicuota de las células se mezclé con el plasmido linealizado
y el fragmento a clonar, posteriormente se adicion6 1 mL PEG 3350 (al 50% en
LIOAC/TE) y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Luego, se colocé en
bafio Maria a 42 °C durante 20 minutos. Las células se recuperaron por centrifugacion, se
afiadié 1 mL de caldo YPD y se incubaron durante una hora, las células se colectaron por
centrifugacion y se resuspendieron en el medio restante (aproximadamente 100 pL). Las
suspensiones resultantes se sembraron en medio -URA glucosa y finalmente las placas se

incubaron a 30 °C durante 3 a 4 dias.
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6.4. Construccion de una biblioteca de plasmidos que permite la produccion de
péptidos aleatorios.

Se aplico una estrategia basada en la obtencion de codones degenerados “NNK”, donde
N=A C, G oTyK=GoT (descrita en la Figura 6 de la Seccion 2.7). Se disefiaron
oligonucleotidos de 130 bases (plantilla NNK), que incluian 18 codones aleatorios NNK
que podrian permitir la introduccion de cualquier aminoacido o un coddn de terminacion.
Todas estas poseen secuencias homologas al pldsmido pRS416-GPD de 45 bases
(secuencia en morado, mostrado en la Tabla 10), y la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccion EcoRI (secuencia subrayada en morado). Ademas de los
oligonucleotidos aleatorios, se requirid un oligonucledtido de extension EXTrv, que
posee un extremo con una secuencia complementaria a las plantillas NNK (secuencia en
verde), y el otro extremo (secuencia en morado) secuencias homologas al plasmido
pRS416-GPD. Los cebadores 25dir y 30rv se emplearon para la amplificacion de ambos
fragmentos y los cebadores 3352FW y 3559RV para la verificacion de la insercién
correcta de la secuencia aleatoria en el plasmido. Las caracteristicas de los
oligonucleotidos empleados se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Secuencias codificantes y cebadores empleados en la generacion de la biblioteca de plasmidos.

) o Péptidos o
Nombre Secuencia de nucleotidos* o Finalidad
codificados
. . AAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAG
Plantilla aleatoria NNK fo la bibli
AACTAGTGGATCCATG(NNK):sTAACCCGGGC — Met (XXX Corouuceion de la biblioteca

(130 bases)

Oligonucledtido
complementario de extension
EXTrv
(78 bases)

Cebador 25dir
(25 bases)

Cebador 30rv
(30 bases)

Cebador 3352FW
(20 bases)

Cebador 3559RV
(20 bases)

TGCAGGAATTCGATATCA

AGCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGGT
CGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCC
TGCAGCCCGGGTTA

AAACACCAGAACTTAGTTTCGACGG

AGCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAG

AAGACGGTAGGTATTGATTG

TTCGGTTAGAGCGGATGTGG

aleatoria

Extension de la plantilla NNK
para la obtencion del primer
fragmento bicatenario

Amplificacion de los
fragmentos obtenidos a partir
de las plantillas NNK'y EXTrv

Verificacion de la correcta
insercion de los fragmentos en
el plasmido de expresion
pRS416-GPD

* Los codones de inicio y terminacion estan destacados en rojo y las secuencias codificantes en azul.

* La secuencia complementaria a las plantillas NNK esta destacada en verde y la secuencia complementaria al plasmido pRS416-GPD en morado.

Posteriormente, se solicitd la sintesis de los oligonucledtidos y cebadores que figuran en las Tablas 9 y 10 (MACROGEN).

51



Generacion de los fragmentos que codifican para los péptidos aleatorios: los
fragmentos a ser clonados en el plasmido pRS416-GPD se obtuvieron mediante
amplificacion por PCR usando las plantillas disefiadas, de acuerdo a la Figura 27.

Para este proposito, se empled: 0,5 pL de las plantillas NNK vy oligonucleétido
complementario de extension EXTrv a una concentracion de 5 pM, 0,5 pL de los
cebadores 25dir y 30rv a una concentracion de 50 pM, 0,25 pL de la enzima Tag ADN
polimerasa (5 U/uL); 2,5 pL de buffer 10X para ADN polimerasa termoestable; 1,5 pL
de MgCIl>250 mMy 0,625 pL de dNTPs 10 mM y se completd con agua hasta un volumen
final de 25 pL.

El programa de PCR usado fue (i) ciclo 1 (antes de la adicion de cebadores),
desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacién a 69 °C por 30 s y extension a 72 °C por
20 sy (ii) ciclos 2 y 3 (después de la adicion de los cebadores), desnaturalizacion a 95 °C
por 30 s, hibridacion a 69 °C por 30 s y extension a 72 °C por 20 s (Chavez 2018).

La verificacion del rendimiento y calidad de las reacciones de amplificacion se realizo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% y tincién con bromuro de etidio.

Clonacion in vivo para la construccion de la biblioteca de plasmidos para la
produccion de péptidos aleatorios: Se procedié de la misma manera indicada en la
seccidn 6.3, para este caso se usaron los fragmentos de secuencia aleatoria en lugar de los
fragmentos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa; asimismo, se empled el plasmido pRS416-
GPD linealizado. Se usaron Unicamente células sod1 para la clonacion.

En adelante, los plasmidos de expresion para los péptidos pepEc, pepRp y pepOa, se

denominaran pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa respectivamente.
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Figura 27. Estrategia para la obtencion de los fragmentos a clonar mediante PCR, a partir de la plantilla principal NNK, la plantilla complementaria EXTrv y
los cebadores 25dir y 30rv.
En el ciclo 1 participan las plantillas NNK 'y EXTrv, lo que permite formar el fragmento bicatenario a ser amplificado en los dos ciclos siguientes y que incluye
la region aleatoria NNK (donde, N=A/T/C/G y K=G/T). En el segundo ciclo se amplifica el fragmento bicatenario usando los cebadores 30rv y 25dir, el cual se
repite una vez mas. Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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6.5. Ensayo de la capacidad antioxidante de los péptidos de interés

Todos los transformantes obtenidos tanto para los péptidos pepEc, pepRp, pepOa, como
los transformantes de la biblioteca fueron analizados para verificar la presencia de los
plasmidos construidos. Para ello, las células transformantes junto con los controles
positivos correspondientes se sembraron en medio —URA glucosa. Posteriormente, se
seleccionaron aquellos que lograron crecer en dicho medio para realizar ensayos
extraccion de ADN total y la verificacion de la presencia de los fragmentos en los

plasmidos construidos.

6.5.1. Recuperacion del ADN total y verificacion de los fragmentos clonados en los
transformantes seleccionados

La recuperacion del ADN total se realizo a partir de los transformantes que contienen los
plasmidos con los fragmentos SCpepEc, SCpepRp, SCpepOay los fragmentos aleatorios.
Para ello, los transformantes se cultivaron en caldo -URA glucosa y la biomasa se colectd
por centrifugacion. La extraccion del ADN total (genémico y plasmidico) de los
transformantes se realiz6 utilizando buffer de ruptura y fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico 25:24:1 con agitacion vigorosa y suficiente cantidad de perlas de vidrio
(Dymond 2013). Después de la centrifugacion, se recupero el sobrenadante, al cual se le
agregd acetato de amonio 10 M y etanol al 96% (v/v) helado. Se coloc6 a -20 °C por 30
minutos, luego se centrifugo para recuperar el sedimento, lavarlo dos veces con etanol al
90% (v/v), secarlo y disolverlo en 50 uL de buffer TE.

La verificacion de la presencia del fragmento en el ADN recuperado se realizé mediante
amplificacion por PCR. Para esto se empled 1 pL de la solucion de ADN total de levadura
como plantilla, 1 pL de los cebadores 3352FW y 3559RV a una concentracion de 50 pM,
0,25 pL de la enzima Tag ADN polimerasa a concentracion de 5 U/uL, 2,5 uL de buffer
10X para ADN polimerasa termoestable; 0,625 pL de MgCl> 50 mMy 0,25 pL de dNTPs
25 mM; finalmente se llevd a un volumen final de 25 pL con agua destilada. Se utilizo el
siguiente programa de PCR: desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacién a 69 °C por
30 s, y extension a 72 °C por 60 s; durante 25 ciclos. La verificacion de la formacion de
los productos con la longitud esperada se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1,2% y tincion con bromuro de etidio.

Confirmada la presencia de los fragmentos correspondientes se realiz6 una siembra por
estriado en medio —URA glucosa. Para el caso de la biblioteca de péptidos aleatorios

construida, los transformantes se almacenaron en glicerol a -80 °C para que puedan ser
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usadas en futuras investigaciones. Por su parte, a los transformantes que contienen los
fragmentos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa fueron sometidas a pruebas posteriores, entre

ellas el ensayo de resistencia y la recuperacion de los plasmidos construidos.

6.5.2. Ensayos de resistencia a peroxido de hidrogeno de los transformantes

Se realizaron dos ensayos para evaluar la actividad antioxidante de los transformantes. El
primero consistio en realizar una siembra por estriado de los transformantes en medio
solido YPD dosificado con perdxido de hidrégeno con concentraciones crecientes entre
1,5mMy 3,5 mM. El segundo ensayo consistio en realizar diluciones seriadas, para esto
los transformantes se incubaron en caldo -URA glucosa a 30 °C hasta saturacion (2 a 3
dias), se seleccionaron entre tres a cinco colonias por transformante. Suspensiones con
similar densidad celular de cada transformante fueron mezcladas y posteriormente se
diluyeron 10 veces (hasta alcanzar un DOsoo nm aproximado entre 0,45 + 0,050 y 0,50 +
0,050) con caldo -URA glucosa y se sonicaron para romper los agregados. Luego, se
transfirieron 100 pL de cada dilucion a una placa de 96 pocillos para realizar las
diluciones en serie de 1/30, 1/90 y 1/270 con agua destilada. Alicuotas de estas diluciones
se sembraron en medio s6lido YPD que contenia perdxido de hidrégeno a diferentes
concentraciones tal como se muestra en la Figura 28. A continuacion, las placas se
incubaron a 30 °C durante 1y 2 dias para evaluar el crecimiento.

Tras confirmar la resistencia de los transformantes al estrés oxidativo, se procedio a

recuperar de los plasmidos construidos para su posterior caracterizacion.
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Figura 28. Descripcion del ensayo de resistencia de los transformantes.

Alicuotas de 3 pL de todas las diluciones, para las tres cepas, se colocaron en medio YPD con o
sin peroxido de hidrdgeno entre 1,5y 3,5 mM. Las placas se incubaron a 30 °C durante 1 a 2 dias.
Se usaron transformantes conteniendo plasmido vacio como control. Fuente: Elaboracion propia,
2023.
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6.6. Amplificacion y recuperacion de los pladsmidos construidos

La recuperacion de los plasmidos construidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa se
realizd mediante la transformacion de E. coli OmniMax 2-T1 con el ADN total extraido
de los transformantes, siguiendo el protocolo de transformacion por electroporacion. Para
la electroporacion, se mezclaron 40 pL de la suspension celular de E. coli con 1 puL de la
solucion de ADN total. La mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion de 1 mm
y se sometid a un pulso eléctrico de 1800 V. Inmediatamente se afiadié 1 mL de caldo LB
y se transfirié a microtubos para su incubacién a 37 °C durante una hora. A continuacion,
se sembro en placas con medio LB conteniendo ampicilina 50 pg/mL, para la seleccion
de los transformantes.

Para la purificacion de los respectivos plasmidos, se cultivaron los transformantes en
caldo LB con ampicilina durante 12 horas. Las células se recuperaron por centrifugacion,
la biomasa recuperada se mezcl6 con reactivo GTE helado y se realizaron tratamientos
con soluciones de SDS/NaOH, buffer acetato 3 M y fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
25:24:1 y se centrifug6. Después de la centrifugacion de la mezcla anterior, se recuperd
el sobrenadante y seguidamente se le agregd etanol al 96% (v/v) helado para precipitar el
ADN (Green y Sambrook 2012). El precipitado recuperado se disolvié en buffer TE
conteniendo ARNsa y se incub0 a 37 °C durante 30 minutos. Finalmente, el analisis de
los plasmidos se realizéd por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y bromuro de etidio
como agente de tincion. Luego de confirmar la recuperacion de los plasmidos de interés,

se verificd la correcta ubicacion de los fragmentos correspondientes.

6.7. Verificacion de la correcta construccién de los plasmidos

La presencia de los fragmentos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa en los plasmidos
recuperados se verifico mediante amplificacion por PCR. Para lo cual se empled 1 pL de
solucién de plasmido purificado como plantilla, 1 pL de los cebadores 3252FW vy
3579RV a una concentracion de 50 uM; 0,25 pL de la enzima Tag ADN polimerasa a
concentracion de 5 U/uL; 0,25 pL de dNTPs 10 mM; 0,625 pL de MgCl2 50 mM; 2,5 pL
de buffer 10X para ADN polimerasa y finalmente se completa con agua destilada a un
volumen final de 25 pL. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion
a 95 °C por 30 s, hibridacion a 60 °C por 30 s, extension a 72 °C por 60 s, se realizé 25
ciclos con una desnaturalizacion preliminar a 95 °C por 2 min antes de cada ciclo. La
verificacion de la formacion de los productos esperados se realiz6 mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1,2% y bromuro de etidio como agente de tincion.
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Confirmada la correcta construccién y purificacién de los plasmidos de interés, se
procedid a re-transformar la cepa silvestre, sod1 y yapl para corroborar su resistencia a

perdxido de hidrégeno.

6.8. Confirmacion de la resistencia a peroxido de hidrégeno conferida por los
plasmidos construidos

En este caso, la cepa silvestre, sodl y yapl se re-transformaron de acuerdo al protocolo
mencionado en el apartado 6.3, usando los plasmidos purificados. Para la confirmacion
de la resistencia a peréxido de hidrogeno, se realizaron siembras por estriado y diluciones
en serie, a partir de indculos de cada re-transformante.

Se prepararon indculos de células de cada re-transformante durante 2 dias (un DOsoo nm
de 1,800 + 0,050), luego se diluyeron 10 veces (DOsoo nm aproximado entre 0,45 + 0,050
y 0,50 £ 0,050) con caldo YPD vy se sonicé para romper los agregados. Después, alicuotas
de estas diluciones se dispusieron en placas de 96 pocillos para hacer tres diluciones en
serie adicionales de 1/30, 1/90 y 1/270, tal como se muestra en la Figura 28, de la seccién
6.5.2. Luego, se sembrd 3 pL de cada suspension en placas de medio YPD dosificado con
peroxido de hidrégeno a concentraciones 1,5 mM; 2 mM; 2,5 mM; 3 mM y 3,5 mM.
Finalmente, se evalud la resistencia a peréxido de hidrégeno mediante el crecimiento de

los re-transformantes.

6.9. Evaluacion mediante ensayos in vitro de la capacidad antioxidante de los
extractos de levadura

Este ensayo tuvo como propoésito confirmar la capacidad antioxidante de los péptidos
producidos en los respectivos transformantes de levadura mediante ensayos in vitro. Para
ello se prepararon los extractos proteicos, se cuantifico su contenido de proteinas y se

evalud su actividad antioxidante como se describe a continuacion.

6.9.1. Preparacion de los extractos de levadura

Se prepard un indculo de los transformantes (que producen los fragmentos SCpepEc,
SCpepRp 0 SCpepOa) en 100 mL medio -URA a 30 °C durante 24 horas. Se colectaron
las células por centrifugacion y se lavaron con agua dos veces. Se retir0 el sobrenadante
completamente y se agregd 3 mL de tampodn de extraccion PBS (buffer fosfato salino
conteniendo 10% glicerol), se afiadié suficiente cantidad de perlas de vidrio de 2 mm y
150 pL de EDTA 0,5 M y finalmente se agitd vigorosamente en un vortex. La mezcla

final se centrifug0 y se recupero el sobrenadante para su analisis posterior.
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6.9.2. Cuantificacion de proteinas totales en los extractos de levadura mediante el
método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se realizo utilizando un kit que contiene un reactivo
avanzado de proteinas 5X (N° de cat. ADVO01, Advanced Protein Assay Methods) y a
partir de este se preparo una solucién 2X. Para la construccion de la curva de calibracion
se usO albumina de suero de bovino (BSA, por sus siglas en inglés, Bovine Serum
Albumin) como estandar a una concentracion 1 mg/mL. Se mezcl6 1 mL de cada solucion
de BSA (concentraciones entre 0 y 30 pug/mL preparados en buffer PBS) con 1 mL del
reactivo de ensayo avanzado de proteinas 2X, se mezclo por inversion y se dejo reposar
por 2 minutos y enseguida se midio la absorbancia a 595 nm. Para el control se uso la
mezcla de buffer PBS con el reactivo de proteinas. En el caso de los extractos de levadura,
se tomaron alicuotas de 5 puL y se completaron con buffer PBS hasta 1 mL, estas

diluciones se trataron de la misma forma que el estandar BSA.

6.9.3. Evaluacion de la actividad antioxidante en los extractos de levadura

Se llevé a cabo mediante el ensayo ABTS, este consistio en la interaccion del extracto de
levadura con un radical libre estable, derivado de 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico) (Nitha et al. 2010, Xiao et al. 2020). La produccién del cation radical
(ABTS™) se obtuvo a partir de la mezcla de una solucién madre de ABTS 7 mM (en agua)
con una solucidn de persulfato de amonio (concentracion final de 2,45 mM), la mezcla se
dejo reaccionar durante 16 horas a temperatura ambiente sin luz. La solucion de radical
cationica se diluy6 con PBS hasta alcanzar 0,7 de absorbancia, medida a una longitud de
onda de 734 nm. Asi mismo, se prepararon soluciones de extracto de levadura a diferentes
concentraciones.

Para la reaccion, se mezclaron 70 pL de las soluciones de extracto de levadura con 2 mL
de solucién del radical cationico (Figura 29). El tiempo de reaccién fue de 6 minutos y
posteriormente se midio la absorbancia a 734 nm. Se us6 como blanco de reactivo una

mezcla del radical cationico con buffer PBS y como estandar, acido ascorbico.
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Figura 29. Proceso seguido para la cuantificacion de la capacidad antioxidante del extracto de

levadura mediante el ensayo de ABTS.
En la parte superior (A) se muestra el fundamento de la reaccién de neutralizacion del radical
catiénico ABTS™ por la donacion de electrones y protones por parte de los antioxidantes y/o
péptidos. En la parte inferior (B) se muestra la preparacion del radical cationico ABTS™ (complejo
azul), mediante la mezcla del reactivo ABTS y persulfato de amonio, luego de 16 horas de
reaccion la absorbancia del radical cationico preparado es ajustada a 0,700 aproximadamente.
Posteriormente, alicuotas del radical cationico se hacen reaccionar con el estandar acido ascorbico
(AA) para construir la curva de calibracion y con los extractos de levadura. Fuente: Elaboracion
propia, 2023.

6.10. Analisis de secuenciamiento de nucle6tidos de los plasmidos construidos

Los plasmidos construidos (que contienen los fragmentos SCpepEc, SCpepRp Yy
SCpepOa) fueron purificados empleando el kit Zyppy Plasmid Miniprep (ZYMO
RESEARCH). Para la secuenciacion se usaron los cebadores p416GPD3352FW y
p416GPD3579RV. La secuenciacién fue llevada a cabo por Macrogen Inc., Sedl (Corea
del Sur).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Péptidos con reportada actividad antioxidante

Por su extraordinaria diversidad estructural, los péptidos podrian ser una robusta fuente
de compuestos antioxidantes hidrosolubles. Muchos de los péptidos antioxidantes
reportados han sido identificados en estudios a partir de hidrolizados de proteinas de
fuentes animales o vegetales, los que no han sido corroborados mediante estudios con
péptidos recombinantes. Por otro lado, la revision bibliogréafica demostr6 una carencia de
ensayos in vivo complementarios que permitan corroborar dicha propiedad. Por tanto, el
uso de un sistema in vivo, como el caso de levadura, es una herramienta atractiva que
permite no solo la produccion de los péptidos, sino que también permite la evaluacion de
su efecto antioxidante dentro del mismo sistema. Asimismo, la levadura ofrece la
posibilidad de generar bibliotecas de plasmidos que incluyen una gran diversidad de
secuencias aleatorias, abriendo la posibilidad de realizar tamizados disefiados para
identificar péptidos o proteinas antioxidantes no existentes de manera natural.

En este sentido, a manera de prueba de concepto, se seleccionaron tres péptidos con
reportada actividad antioxidante mediante ensayos in vitro, como el ensayo de DPPH,
ensayo ABTS y su potencial reductor de hierro. Estos péptidos se denominaron pepEc,
pepRp y pepOa. Luego, se procedio a realizar la clonacion para construir un plasmido de
expresion que contenga la secuencia nucleotidica que codifica para los péptidos de
interés, expresar dichos péptidos en la levadura y evaluar su capacidad antioxidante.

7.2.  Clonacion in vivo

Para la clonacién in vivo, fue necesario obtener primero los fragmentos a clonar (en
adelante denominado insertos), los cuales se obtuvieron por tratamiento térmico de las
hebras complementarias de ADN que codifican para los péptidos pepEc, pepRp, pepOa,
y se verificaron por andlisis electroforético (Figura 30); de la misma manera, se procedio
para los insertos aleatorios (Figura 31). Por otro lado, se requirié el plasmido pRS416-
GPD linealizado (Figura 32). La transformacion de células de levadura (cepa silvestre,
sodly yapl) se realizd con 170 ng de plasmido linealizado y 30 ng de inserto. EI uso del
plasmido digerido se debe a que éste promueve la recombinacion homdloga con el inserto
dentro de la levadura. De manera similar, la desfosforilacion de los terminales 5° del
plasmido linealizado evita su recircularizacion y, por consiguiente, la aparicion de falsos

positivos entre los transformantes.
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Figura 30. Obtencion de los insertos a clonar en S. cerevisiae.
Se observa el andlisis electroforético de la doble hebra obtenida (insertos a clonar SCpepEc,
SCpepRp y SCpepOa) todos con un tamafio de 130 pb; el analisis se realizd en un gel de agarosa
1,2% y se utilizd un marcador de ADN de 100 pb.

Obtenidos los transformantes con los insertos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa y los

insertos aleatorios, se determing la eficiencia de clonacion mediante la siguiente férmula:

N° de trasnformantes N° de transformantes
Eficiencia de clonacion = pRS416GPD dig/desf. + inserto  pRS416GPD dig/desf.
ug de ADN ug de ADN

Donde:

e pPRS416GPD dig/desf. es el plasmido pRS416-GPD linealizado y desfosforilado.
e g de ADN es la cantidad en pg de plasmido usado.

Figura 31. Obtencion de los insertos aleatorios a clonar en S. cerevisiae.
Se observa el analisis electroforético de los insertos aleatorios que presentan las bandas de la
longitud esperada de 180 pb; el analisis se realizé en un gel de agarosa 1,2% y se utilizd un
marcador (M) de ADN de 100 pb. C1: control 1 (plantilla NNK + plantilla EXTrev); C2: control
2 (Plantilla NNK + cebadores 25dir y 30rv); los carriles del 1 al 8, representan el producto de
reaccion de la plantilla NNK, EXTrev y los cebadores (25dir y 30rev).
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Figura 32. Andlisis electroforético de la digestion del plasmido pRS416-GPD con la enzima de
restriccion EcoRl
El analisis se realizé en gel de agarosa 0,8% del (A) plasmido digerido/linealizado y como control
se usé (B) plasmido sin digerir. Se utiliz6 un marcador de ADN de 1 kb. El tamafio esperado para
el plasmido linealizado (A) es de 5778 pb.

Las eficiencias de clonacion para las cepas estudiadas se muestran en la Tabla 11y, las
placas con los transformantes obtenidos de la biblioteca de plasmidos, la cepa silvestre,
sodl y yapl se muestran en los ANEXOS 3, 4, 5 y 6 respectivamente. La cantidad de
transformantes con plasmido recircularizado para sodl fue de 420 (para la biblioteca) y
182 (para la clonacion con el inserto SCpepEc); mientras que para la cepa silvestre fue

193y para yapl 215.

Tabla 11: Eficiencia de clonacién para los insertos SCpepEc, SCpepRp, SCpepOQa y aleatorio.

NUmero de transformantes Eficiencia de clonacion
Insertos UFC/ug ADN

clonados Cepa Cepa
silvestre silvestre

SCpepEc 4206 3148 3972 2,36x10*  1,74x10*  2,21x10*

sodl yapl sodl yapl

SCpepRp 3804 2860 3764 2,12x10*  1,58x10*  2,09x10*

SCpepOa 4410 2792 4104 2,48x10*  1,54x10*  2,29x10*

Insertos - 6480 -- -- 3,56x10* --
aleatorios

*UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

De los resultados de la Tabla 11, se puede observar que la eficiencia de clonacion para la
cepa silvestre fue ligeramente superior que para los mutantes yapl y sodl, con respecto

a los insertos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa.
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Respecto a la construccion de la biblioteca de plasmidos aleatorios, se realizaron 10
transformaciones, obteniendo un total de 64800 transformantes aproximadamente
(ANEXO 3).

7.3.  Verificacion de la correcta insercion de los insertos clonados

Se seleccionaron varios transformantes para cada caso y se recuperd el ADN total de
acuerdo al protocolo descrito en el apartado 6.5.1. Posteriormente se realizd la
confirmacion de la presencia del inserto clonado mediante amplificacién por PCR:
SCpepEc, SCpepRp, SCpepOa, y los insertos aleatorios. EI ADN total recuperado para
cada caso se utilizdé como plantilla y el plasmido vacio como control negativo. La
presencia del inserto se determind mediante corrida electroforética en gel de agarosa
1,2%, dando como resultado un producto de 279 pb para SCpepEc, 276 pb para SCpepRp
y 297 pb para SCpepOa (Figura 33).
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Figura 33. Verificacidn de la presencia de los insertos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa en el

ADN total de los transformantes seleccionados.
La verificacion de la correcta insercidn del inserto clonado en el ADN, de los transformantes de
la cepasilvestre, sod1y yapl, se realizo mediante amplificacion por PCR y analisis electroforético
en gel de agarosa 1,2%. Se utiliz6 como control negativo al plasmido pRS416-GPD vacio
(Control). Asi mismo ADN de transformantes con plasmido vacio (PV) y con los insertos
SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa. Se utiliz6 un marcador de ADN de 100 pb. Todos los
transformantes amplificaron el producto esperado a excepcion de SCpepRp (resaltado en rojo)
que corresponde a yapl, lo cual indica que se trata de un caso de recircularizacion del plasmido
linealizado.
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Los plasmidos de interés que contienen los insertos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOQa, se
denominaran plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa respectivamente.

Respecto a la biblioteca de plasmidos aleatorios, se seleccionaron 16 transformantes al
azar para la verificacion de la correcta insercion de los insertos. Los resultados (Figura
34) muestran la presencia del inserto en la posicion correcta para los 16 transformantes
seleccionados. El tamafio amplificado para todos los transformantes fue de 288 pb,
mientras que para el plasmido vacio fue de 228 pb, los cuales corresponden a los tamarios

esperados.
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Figura 34. Verificacion de la presencia de los insertos aleatorios en el ADN total de los
transformantes seleccionados.

La verificacion de la correcta insercion del inserto aleatorio en el ADN, de los transformantes de
sod1, se realizd mediante amplificacion por PCR y analisis electroforético en gel de agarosa 1,2%.
Se utiliz6 como control un transformante con plasmido vacio (PV), y transformantes con plasmido
con los insertos aleatorios 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15y 16. Se utiliz6 un marcador
de ADN de 100 pb. El tamafio esperado para el plasmido vacio es de 228 pb y para los productos
que verifica los insertos aleatorios son de 288 pb. Cabe resaltar que se verificaron la presencia de
los insertos aleatorios en todos los transformantes seleccionados.

Con la confirmacion de la presencia de los insertos aleatorios clonados en todos los
transformantes seleccionados al azar, se evidencia la alta eficiencia de la clonacion in vivo

en S. cerevisiae.

7.4.  Ensayo de resistencia a perdxido de hidrégeno de los transformantes con los
plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa

El ensayo se realiz6 mediante un sembrado por estrias de los transformantes en medio
YPD con peroxido de hidrogeno a diferentes concentraciones. La evaluacion de la
resistencia de los transformantes conferida por los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y
pSCpepOa, fue evaluada en un periodo de 1 a 2 dias de incubacion a 30 °C. La Figura 35

muestra los resultados obtenidos para la cepa silvestre, sodl y yapl.
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Figura 35. Ensayo de resistencia a peroxido de hidrégeno conferida por los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa presentes en los transformantes de
la cepa silvestre, sodl y yapl.

La siembra por estriado de los transformantes de la cepa silvestre, sod1 y yapl se realizé por duplicado (*). Se utiliz6 como control levadura transformada con

plasmido pRS416-GPD vacio. La columna izquierda muestra el crecimiento de los transformantes en medio YPD; mientras que en la columna de la derecha se

muestra el crecimiento de los transformantes en medio YPD dosificado con peréxido de hidrégeno a concentraciones de 2 mM, 3 mM y 3,25 mM para la cepa

silvestre y sodl, y para yapl se usaron concentraciones de 1 mM, 2 mMy 3 mM.
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En la imagen se puede apreciar que el efecto antioxidante de los plasmidos pSCpepEc,
pSCpepRp, pSCpepOa para la cepa silvestre, se evidencia con un crecimiento de los
transformantes cuando éstos son expuestos a peréxido de hidrogeno, la cual persiste
conforme aumenta la concentracion de este Gltimo en el medio. En contraste, los
transformantes que contiene el plasmido pRS416-GPD vacio se ve afectado por la
presencia del peroxido de hidrogeno desde una concentracion de 2 mM, mientras que para
la concentracion de 3,25 mM su crecimiento es nulo.

Para el caso de los transformantes de sod1, los plasmidos pSCpepEc y pSCpepOa son los
que confieren una mayor resistencia incluso a concentraciones de 3,25 mM de peréoxido
de hidrégeno. En contraste, los transformantes que contienen el plasmido pRS416-GPD
vacio y pSCpepRp, se ven afectados por la presencia del peroxido de hidrogeno a una
concentracion de 2 mM, mientras que a una concentracion de 3y 3,25 mM su crecimiento
es nulo. También se puede ver que la sensibilidad de sod1 respecto a la cepa silvestre es
mayor, puesto que, a la concentracion de 3,25 mM de peroxido de hidrogeno, el
crecimiento de sod1 es menor que la cepa silvestre.

Por su parte, para los transformantes de yapl, el plasmido pSCpepEc es el Unico que
confiere una resistencia a peroxido de hidrdgeno ligeramente superior respecto a los otros
plasmidos. Los transformantes que contienen los plasmidos pRS416-GPD vacio,
pSCpepRp y pSCpepOa se ven afectados en presencia de peroxido de hidrégeno, con una
diferencia minima entre ellas. Es importante resaltar que el crecimiento de todos los
transformantes de yapl se inhiben completamente a una concentracion de perdéxido de
hidrégeno 3 mM, demostrando asi una mayor sensibilidad respecto a sodl y la cepa
silvestre.

Adicionalmente, para una mejor evaluacion de la resistencia de los transformantes a
peréxido de hidrdgeno se realizd el ensayo de diluciones seriadas, donde se aprecia la

misma correlacion observada para el ensayo de siembra por estriado.

7.5.  Confirmacion de la resistencia a peroxido de hidrogeno

Después de evaluar la resistencia de los transformantes al peréxido de hidrégeno, se
recuperaron los plasmidos y luego se amplificaron en E. coli. Posteriormente, se confirmd
la presencia de los insertos (SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa) en los plasmidos
recuperados mediante amplificacion por PCR. Para confirmar de la presencia de los
insertos clonados, los plasmidos recuperados fueron usados como plantilla, mientras que

el plasmido vacio fue usado como control negativo. La presencia del inserto se confirmo
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mediante corrida electroforética en gel de agarosa al 1,2%, dando como resultado un
producto de 228 pb para el control negativo, 279 pb para SCpepEc, 276 pb para SCpepRp
y 297 pb para SCpepOa.

Para la confirmacion de la resistencia a perdxido de hidrégeno otorgada por péptidos
codificados en los plasmidos aislados y purificados, se procedi6 con la re-transformacion
de la cepa silvestre, sod1 y yapl con los plasmidos previamente recuperados, pSCpepEc,
pSCpepRp y pSCpepOa. A partir de los re-transformantes, se realizaron cultivos
saturados en caldo —URA glucosa para ser utilizados en un ensayo de resistencia mediante
diluciones seriadas. La resistencia a perdxido de hidrégeno se determind mediante el
crecimiento de los re-transformantes en medio YPD dosificado con peréxido de
hidrogeno a diferentes concentraciones y fue evaluada a través de la comparacion con un
control de levadura transformada con el plasmido pRS416-GPD vacio. Asi, para la cepa
silvestre (Figura 36) se puede apreciar que los tres plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y
pSCpepOa confieren resistencia.

La resistencia de los re-transformantes conferida por los plasmidos fue mayor para
pSCpepEc y pSCpepRp a concentraciones de peroxido de hidrogeno de 2,5y 3,0 mM,;
mientras que a una concentracion superior (peréxido de hidrégeno 3,25 mM), los
transformantes que contienen el plasmido pSCpepEc son los Unicos que proliferan.
Finalmente, el péptido pepOa expresado por el plasmido pSCpepOa, mostré un leve
efecto antioxidante en comparacion con el control, dicho efecto solo pudo observarse a
una concentracion de peroxido de hidrégeno de 2,5 mM.

Para el caso de sod1 se observo que, los re-transformantes con los plasmidos pSCpepEc,
pSCpepRp y pSCpepOa presentan una mejora en la proliferaciéon comparado con el
control (plasmido pRS416-GPD vacio) a partir de la segunda dilucion para las
concentraciones de peroxido de hidrogeno de 2 mM y 2,5 mM. Sin embargo, a una
concentracion de peréxido de hidrégeno de 3,0 mM se puede apreciar una diferencia de
crecimiento mas evidente a favor pSCpepRp respecto a los demas.

Respecto a yapl, se observo que el plasmido pSCpepRp es el Unico que confiere
resistencia al peroxido de hidrégeno. Mientras que la proliferacién para las células que

contienen los plasmidos pSCpepEc y pSCpepOa es similar al control.

En adelante, los ensayos se basaron unicamente en los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRpy

pSCpepOa. Se confirmo la resistencia a peréxido de hidrogeno de los re-transformantes
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de la cepa silvestre, sodl y yapl, que contienen plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y

pSCpepOa. Y finalmente, se procedio a la evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro

de los extractos de levadura.
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Figura 36. Ensayo de diluciones en serie para la verificacion de resistencia a peréxido de
hidrogeno conferida por los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepQa para la cepa silvestre,

sodly yapl.

El ensayo con células de la cepa silvestre se realiz6 en YPD, se utiliz6 como control levadura
transformada con plasmido pRS416-GPD vacio. Cada muestra se sembro por duplicado, y las
placas se incubaron a 30 °C durante 36 horas.
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7.6. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos de levadura
mediante el ensayo ABTS

La cuantificacion in vitro de la actividad antioxidante de los péptidos pepEc, pepRp y
pepOa expresados por la levadura se realiz6 en los extractos de levadura obtenidas de los
re-transformantes; se usaron solamente los re-transformantes de la cepa silvestre. Para la
obtencion del extracto de levadura se utilizé el protocolo descrito en la seccion 6.9.1. Se
construyd una curva de calibracion con BSA (Figura 37), a partir de esta curva se
cuantifico el contenido de proteinas en los extractos de levadura, los resultados de la
cuantificacion se muestran en la Tabla 12. Los valores del contenido de proteina en los

extractos variaron entre 5,78 y 7,04 mg BSA/mL de extracto.
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Figura 37. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas totales mediante el método
de Bradford.
La curva de calibracion se realizd usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar en un
rango de concentraciones entre 0 y 30 ug/mL. Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tabla 12: Contenido de proteinas en los extractos de levadura analizados

Proteina total

Extracto de levadura (mg/mL extracto)

Control (pRS416-GPD vacio) 7,04 £ 0,33
pSCpepEc 6,21 +£0,10
pSCpepRp 5,78 £ 0,25
pSCpepOa 6,37 £ 0,25
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La evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos se realiz6 mediante el método
de ABTS. La Figura 38 muestra las curvas de capacidad antioxidante de los extractos de
levadura los re-transformantes que contienen los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y
pSCpepOa. Entre los resultados mostrados, se puede apreciar que los péptidos de los
extractos de levadura, provenientes de re-transformantes, muestran una mejora en la
capacidad antioxidante a diferencia del control (extracto proveniente de re-transformantes

con el plasmido pRS416-GPD vacio).
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Figura 38. Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de levadura re-transformados
con los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa.
Fuente: Elaboracion propia, 2023.
Adicionalmente, la capacidad antioxidante de los extractos de levadura se expresé en
términos de concentracion inhibitoria media maxima (ICsg), definida como la
concentracion de antioxidantes necesarias para reducir la absorbancia de la solucion
control en un 50%. Con el célculo de este valor se pudo comparar el potencial
antioxidante de los extractos provenientes de los re-transformantes con el control. Estos

valores se muestran en la Tabla 13, en la que se observa que el valor de ICs para los
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extractos de los re-transformantes es inferior al del control (ICso de 0,96 pg/pL). Este
ultimo valor indica que para reducir la absorbancia de una solucién del radical ABTS en
un 50% se requiere una concentracion de extracto de levadura control de 0,96 pug/uL. Con
base en esta suposicion, podemos concluir que valores de 1Csp menores a 0,96 pg/pL,
implicaran una mejor capacidad antioxidante; por lo tanto, se puede afirmar que los
extractos de levadura tienen una mejor capacidad antioxidante que el control. De manera
similar, se usé se us6 como estandar al acido ascorbico, el cual alcanzé un valor de 1Cso
de 0,19 pg/pL. Los valores obtenidos confirmaron que la sintesis de los péptidos,
codificados por los plasmidos pSCpepEc, pSCpepRp y pSCpepOa, confiere propiedades

antioxidantes a los re-transformantes tras su exposicion a perdxido de hidrégeno.

Tabla 13: Valores de ICso calculados para los extractos de levadura de los re-transformantes.

Extracto de levadura ICs0 (Mg/pL)
Control (pRS416-GPD vacio) 0,96
pSCpepEc 0,78
pSCpepRp 0,73
pSCpepOa 0,81

7.7. Efecto antioxidante de péptidos que confieren resistencia a peroxido de
hidrégeno en S. cerevisiae

A partir de la secuenciacion de los plasmidos de referencia se pudo corroborar la
secuencia nucleotidica de los insertos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa. Esto demuestra
que la técnica de clonacién in vivo para la construccion de plasmidos tiene un gran
potencial. De manera similar, se comprobd las secuencias de aminoacidos de los péptidos
pepEc, pepRp y pepOa, que corresponden a los disefiados inicialmente como se puede
apreciar en la Tabla 9. Los péptidos demostraron tener un potencial antioxidante, dicho
efecto se evidencid en la resistencia de los re-transformantes de la cepa silvestre, sodl y
yapl a peroxido de hidrégeno. La propiedad antioxidante de los péptidos esta asociada
con la composicion de aminoacidos (Hsu et al. 2009). El péptido pepEc es abundante (dos
a mas aminoacidos) en Ser, Thr, Leu, Gly y Arg, mientras que pepRp es abundante en
Leu, Thr, Tyr; y pepOa es abundante en Gly, Leu, Sery Lys, de los cuales Leu es el Gnico
aminoéacido hidrofdbico para los tres casos. Generalmente se considera que los péptidos

compuestos por Trp, Met, His, Lys, Cys, Arg y Tyr poseen actividad antioxidante (Xu
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etal. 2017, Tejpal et al. 2017, Matsui et al. 2018), debido a que las cadenas laterales de
estos aminoacidos se oxidan con gran facilidad (Matsui et al. 2018). Ademas, se ha
demostrado que los péptidos de bajo peso molecular tienen importantes propiedades
antioxidantes (Wang et al. 2018).

Por lo tanto, el analisis correlativo de la presencia de aminodcidos con carécter
antioxidante en los péptidos estudiados sugiere que: pepRp tiene un mejor potencial
antioxidante, seguido de pepOa y finalmente pepEc, debido a que contienen 5, 4y 3
aminoacidos con caracter antioxidante (de los siete aminoacidos con potencial
antioxidante reportados) respectivamente. Sin embargo, al analizar los efectos
antioxidantes de pepEc, pepRp y pepOa en los ensayos in vivo usados, podemos apreciar

que el potencial o efecto antioxidante en las cepas estudiadas varia de la siguiente manera:

e Cepasilvestre: pepEc > pepRp >> pepOa

e sodl: pepRp > pepEc > pepOa

e yapl: pepRp >>> pepEc / pepOa
Donde:

Efecto antioxidante mayor o igual que

Efecto antioxidante mayor que

>>:  Efecto antioxidante moderadamente mayor que
>>>: Efecto antioxidante mucho mayor que

VIV

El potencial antioxidante in vivo mostrado para los tres péptidos antioxidantes (pepEc,
pepRp y pepOa) son correlativos con resultados obtenidos mediante ensayos in vitro
reportados por Agrawal etal. (2019), Yang et al. (2009) y Yang et al. (2016)
respectivamente. Dichos autores, reportan que los péptidos poseen una gran capacidad
antioxidante (demostrada mediante los métodos DPPH, ABTS) y capacidad reductora de
hierro (I11), debido a la presencia de aminoacidos aromaticos e hidrofobos en sus
secuencias y a sus bajos pesos moleculares (Yang et al. 2009, 2016, Agrawal et al. 2019,
Tadesse y Emire 2020).

Despueés de un analisis comparativo entre el potencial antioxidante de los péptidos pepEc,
pepRp y pepOa, mediante la composicion de aminoacidos con caracter antioxidante y los
ensayos in vivo, se observa cierta correlacion. En los tres sistemas de estudiados, cepa
silvestre, sod1y yap1l, el péptido pepRp presentd un buen efecto antioxidante, seguido de
pepEc y pepOa (para la cepa silvestre y sod1). Sin embargo, para yapl los péptidos pepEc
y pepRp no presentaron efecto antioxidante, este hecho podria estar relacionado al

mecanismo de accion de los péptidos en yapl.
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El mecanismo de accidn y/o respuesta la levadura expuesta a estrés oxidativo constante,
estd estrechamente relacionada a la presencia de moléculas antioxidantes, entre ellas
resalta el glutation reducido (GSH), el cual esta directamente involucrada en la proteccion
contra las ERO. Por ejemplo, en condiciones de estrés, el GSH se utiliza para eliminar las
ERO a través de la donacién de un equivalente reductor (H* + €7) de su grupo tiol de la
cisteina a otras especies reactivas de oxigeno inestables (Han y Park 2009); otro
antioxidante similar es la rivoflavina que también tiene la capacidad de eliminar los
radicales libres por si misma. Asimismo, se conoce la importancia de la rivoflavina como
precursora de las coenzimas mononucleétido de flavina (FMN) y dinucle6tido de flavina
adenina (FAD), las cuales participan en diversas reacciones de oxidacion y reduccién en
las células (Burgess et al. 2009). Ademas, la glutation reductasa requiere FAD como
cofactor junto con NADPH para la reduccion del glutation oxidado a GSH. En
consecuencia, podemos inferir que la accidén sinérgica y controlada entre ambos
antioxidantes es en extremo imprescindible, frente a una situacion de estrés (Kavitha y
Chandra 2014).

La respuesta celular frente a peroxido de hidrogeno es dependiente del sistema in vivo en
estudio, por ejemplo, en Schizosaccharomyces pombe se demostr6 que el tratamiento con
peroxido de hidrégeno promueve un incremento significativo de la actividad de la catalasa
en comparacion a la superéxido dismutasa (Lee et al. 1995). De manera similar, en una
investigacion reportada por Flattery-O'Brien y colaboradores, demostraron que el
tratamiento de Saccharomyces cerevisiae con perdxido de hidrégeno increment6 la
actividad de la catalasa, mientras que un exceso de superoxido, aument6 la actividad de
la superdxido dismutasa predominantemente (Flattery-O’Brien et al. 1993).

En este sentido, las levaduras tienden a establecer un mecanismo de defensa enzimatico,
sin embargo, dicho mecanismo (equilibrio) puede sucumbir cuando las levaduras se
encuentran en un escenario de estrés oxidativo constante. Por consiguiente, la presencia
de moléculas antioxidantes exogenas, como los péptidos estudiados, especialmente
aquellos que contienen aminoacidos aromaticos e hidréfobos en sus secuencias son
necesarios para contrarrestar el efecto dafino de los radicales libres en los diferentes

niveles.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Los extractos acuosos de las siete plantas silvestres recolectadas en el cerro
Ccamarrara en Cusco-Peru, fueron analizados por sus capacidades antioxidantes,
utilizando métodos tanto in vivo como in vitro. Estos demostraron que los
extractos acuosos de plantas silvestres de los Andes del Per( representan una
buena fuente de antioxidantes.

2. El ensayo in vivo se basé en el mutante de levadura sod1, que permitid distinguir
entre los efectos antioxidantes extracelulares de los intracelulares. EI método in
vitro (ensayo de DPPH) demostr6 un alto contenido de antioxidantes en las hojas
secas de todas las plantas analizadas, con valores AAEAC (capacidad antioxidante
equivalente de &cido ascérbico) que van desde 32,6 a 117,2 ungAA/mg materia
seca.

3. Se construyeron los plasmidos que permitieron la sintesis de los péptidos pepEc,
pepRp y pepOa con potencial antioxidante en la levadura. La cepa silvestre, sod1
y yapl permitieron evaluar el efecto antioxidante de estos péptidos mediante
ensayos de crecimiento en un medio dosificado con peroxido de hidrégeno.

4. La clonacion in vivo permitio la construccion de la biblioteca de plasmidos
aleatorios en S. cerevisiae, demostrando que la levadura es una herramienta
atractiva que podra posteriormente ser empleada para la generacion de bibliotecas

de plasmidos aleatorios y la identificacién de péptidos antioxidantes.



IX. RECOMENDACIONES

1. Continuar con la identificacion de los metabolitos secundarios de las siete plantas,
para la generacion de informacion bésica para futuras investigaciones aplicadas.

2. Aislar e identificar los componentes de los extractos acuosos para conocer y
entender la naturaleza y estructura de los componentes responsables de su actividad
antioxidante.

3. Aplicar la biblioteca de plasmidos aleatorios en la basqueda e identificacion de
péptidos antioxidantes, siguiendo la estrategia planteada para la evaluacion de los
péptidos pepEc, pepRp y pepOa.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1. Andlisis taxonémico de las especies vegetales colectadas en el cerro
Ccamarrara.

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS
Departamento Académico de Biologia

La Molina, 30 de octubre de 2018

CONSTANCIA
018-2018-HM-UNALM

Mediante la presente se informa que las siete muestras botanicas provenientes del distrito de
Andahuaylillas (departamento del Cusco, provincia de Quispicanchis), remitidas por ¢l Sr. Miki
Gonzales Uscamayra, estudiante del programa de Doctorado en Ciencias ¢ Ingenicria Biologicas y
ascsorado por la Dra. Ana Kitazono Sugahara con el proyecto de investigacion «dentificacion y
Estudio de Compuestos Antioxidantes y Fotoprotectores en Extractos de Plantas Usando una Cepa
de Levadura como Biosensom, han sido estudiadas en el Herbario del Departamento de Biologia de
la Universidad Nacional Agrana La Molina (MOL) para su determinacion taxonomica. El examen y
reconocimiento de los caracteres morfologicos de orden cualitativo y cuantitativo en tales
especimenes permiten concluir que corresponden a las siguientes especies:

MUESTRA ESPECIE - FAMILIA
1 Plantago anstralis Lam. Plantaginaceae
2 Bachan's latifolia (Ruiz & Pav.) Pers. Asteraceac
3 Ageratina sternbergiara (DC.) R. M. King & H. Rob. Asteraceace
4 Stevia machridei B. 1.. Rob. Asteraceae
5 Ageratina cugeoensis (Hieron.) R. M. King & H. Rob. Asteraceae
6 Calceolaria myriophylla Keaenzl. Calceolaniaceae
7 Adiantum orbignyanem Kuhn Ptendaceac

La clasificacion taxonomica de las especies segun el sistema APG IV (Angiosperm Phylogeny
Group, 2016) se adjunta en hojas aparte.

Atentamente,

Mpwctir T
Mercedes Flores Pimentel
Jefe
Herbario del Dpto. de Biologia (MOL) Herbario del Dpto. dc Biologia (MOL)
Facultad de Ciencas Facultad de Ciencias
Universidad Nacional Agrana La Molina Universidad Nacional Agrana La Molina

herbaniomol@lamolina edupe €@  wwwiamolina.
®  Av.LaMolna /n La Molina - Lima - Lima - Perd B Telf: 614 7800 anexo 489



ANEXO 2. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales

2,5

y = 0,0111x - 0,0265
20 Rz:= 0,9993

Absorbancia

0 50 100 150 200
Acido galico, mg/L
Se construy0 la curva de calibracion usando como estandar el acido galico a concentraciones entre

0y 200 mg/L. A partir de esta curva se cuantificé el contenido de fenoles totales en los extractos
acuosos.

ANEXO 3. Transformacién de células sodl para la construcciéon de la biblioteca de
plasmidos mediante clonacion in vivo.

Biblioteca de plasmidos
aleatorios
6480 colonias

pRS416-GPD dig.
420 colonias

En la imagen se muestran las colonias transformantes en medio -URA glucosa. Se transformaron
celulas de sod1 solo con el plasmido pRS416-GPD linealizado (A), o el plasmido pRS416-GPD
linealizado con los insertos aleatorios (B).
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ANEXO 4. Transformantes de la cepa silvestre obtenidos para la clonacion de las
secuencias codificantes para los péptidos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOQa.

" . pRS416-GPD dig. ' pRS416-GPD dig. + SCpepEc
193 colonias ) 2103 colonias

. "\u..‘.l"'" » "c‘
OREEABOIUE

pRS416-GPD dig. + SCpepRp 'pRS416-GPD dig. + SCpepOa
1902 colonias ] ‘ 2205 colonias

En la imagen se muestran las células transformadas de la cepa silvestre con: solo con el plasmido
pRS416-GPD linealizado (A), y por otra parte el plasmido pRS416-GPD linealizado con los
insertos SCpepEc (B), SCpepRp (C) y SCpepOa (D). Todos fueron sembrados en medio -URA
glucosa, para el plaésmido linealizado (A) se sembré toda la suspension, mientras que para los
restantes solo la mitad.
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ANEXO 5. Transformantes de la cepa sod1 obtenidos para la clonacion de las secuencias
codificantes para los péptidosSCpepEc, SCpepRp y SCpepOa.

pRS416-GPD dig. Prs416-GPD dig. + SCpepEc
182 colonias 1574 colonias

pRS416-GPD dig. + SCpepRp pRS416-GPD dig. + SCpepOa
1430 colonias 1396 colonias

Se transformo células de sod1 con: solo el plasmido pRS416-GPD linealizado (A), y por otra
parte el plasmido pRS416-GPD linealizado con los insertos SCpepEc (B), SCpepRp (C) y
SCpepOa (D). Todos fueron sembrados en medio -URA glucosa, para el plasmido linealizado (A)
se sembro toda la suspension, mientras que para los restantes solo la mitad.
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ANEXO 6. Transformantes de la cepa yapl obtenidos para la clonacion de las secuencias
codificantes para los péptidos SCpepEc, SCpepRp y SCpepOa.

pRS416-GPD dig. pRS416-GPD dig. + SCpepEc
215 colonias 1986 colonias

pRS416-GPD dig. + SCpepRp pRS416-GPD dig. + SCpepOa
1882 colonias 2052 colonias

En la imagen se muestra, la transformacion de células de yapl con: solo el plasmido pRS416-
GPD linealizado (A), y por otra parte el plasmido pRS416-GPD linealizado con los insertos
SCpepEc (B), SCpepRp (C) y SCpepOa (D). Todos fueron sembrados en medio -URA glucosa,
para el plasmido linealizado (A) se sembro toda la suspension, mientras que para los restantes
solo la mitad.
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