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RESUMEN

Antecedentes: La miel es un producto natural producido por las abejas obreras a
partir de néctar de flores y que dichas abejas combinan con sustancias enddégenas
especificas tales como sus proteinas. Este producto de la colmena es muy bien
conocido por sus diferentes propiedades, tales como su actividad antimicrobiana y
antioxidante. Diferentes autores mencionan que la actividad antimicrobiana de la
miel esta dada principalmente por el peréxido de hidrogeno y su alta osmolaridad; y
gue la actividad antioxidante esta dada por los compuestos fendlicos. La miel esta
compuesta principalmente por azlcar, asi como otros pequefios constituyentes
como lo son: vitaminas, minerales poli fenoles, aminoacidos y proteinas; los cuales,
podrian tener o ayudar a las actividades previamente mencionadas. Debido a esto,
el objetivo del presente estudio es el de determinar el potencial antimicrobiano y
antioxidante de las proteinas de la miel asi como elucidar su proteoma y su
contribucion con las propiedades biologicas previamente mencionadas de la miel

regional de Apis mellifera.

Métodos: La miel de Apis mellifera fue colectada en un apiario localizado en
Yucatan, México. Las cepas utilizadas fueron E. coli ATCC 25922 y S. aureus
25923. El extracto proteico obtenido por la metodologia segun Schmitzova (1998)
fue fraccionado por cromatografia por afinidad (Concanavalina A Sepharose® 4B).
La actividad antibacteriana del extracto crudo proteico (ECPMA) y de sus fracciones
(F1-F5) fue desarrollado por el método de difusion n en disco y las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) fueron realizadas utilizando la metodologia propuesta por

la CLSI. La actividad antioxidante del ECPMA y sus fracciones fueron desarrolladas

xiii



por las metodologias DPPH, poder reductor de hierro y la capacidad quelante de
cobre. Las proteinas fueron analizadas electroforéticamente por SDS-PAGE, SDS-

PAGE 2D y Zimograma.

Resultados: El extracto crudo proteico (1 mg) de Apis mellifera mostrd actividad
antimicrobiana contra las bacterias analizadas, con halos de inhibicion de 19 mm
(E. coli) y 27 mm (S. aureus). La CMI del ECPMA fue de 2243 ug / mL para E. coli
y de 932.3 pg / mL para S. aureus. Por otra parte, se obtuvieron 5 fracciones del
ECPMA por cromatografia por afinidad (F1-F5). La F1 presenté proteinas no
glicosiladas y mediante el método electroforético en gel-sustrato mostré que esta
fraccion contiene al menos una proteasa. La F5 (proteinas glicosiladas) mostro una
ligera actividad antimicrobiana contra las bacterias evaluadas. E| ECPMA vy las
fracciones 1, 2, 3 y 5 mostraron capacidad antioxidante mediante el ensayo DPPH,
asimismo el ECPMA y las fracciones 1-5 mostraron actividad antioxidante mediante
el ensayo de poder reductor de hierro. Por otra parte, el ECPMA no mostro actividad
guelante. El analisis de los datos obtenidos por la secuenciacién mostré que las
proteinas que podrian estar presentes en la miel regional son las MRJP1, 2, 3,5y

6, asi como las enzimas glucosa deshidrogenasa, glucosa oxidasa y proteasas.

Conclusiones: Las proteinas de miel contribuyen y tienen una correlacion directa
con la actividad antibacteriana y antioxidante de la miel. Estas proteinas poseen
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las
proteinas de miel de Yucatan mostraron ser mejores antioxidantes en comparacion

a las proteinas de las mieles de Malasia. Las proteinas que podrian estar presentes

Xiv



en la miel regional de Apis mellifera son las MRJP1, 2, 3, 5 y 6, glucosa

deshidrogenasa, glucosa oxidasa y proteasas.
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ABSTRACT

Background: Honey is the product processed by honeybees from plant secretions,
flower nectars and their own proteins. This natural product is well known for its
different biological properties such as the antimicrobial and antioxidant activity. The
broad spectrum of honey’s antibacterial activity is thought to be principally because
of Hydrogen peroxide and its high osmolality and the honey antioxidant activity is
thought to be principally because of phenolic compounds. Honey consist principally
of sugar and other minor compounds: vitamins, minerals, phenolic compounds,
amino acids and proteins, which could have or help with the properties previously
commented. Because of it, the aim of this study was to determine the antibacterial
and antioxidant potential of honey proteins as well as to elucidate its proteome (until
now unknown) and their contribution to the biological properties of the regional honey

of Apis mellifera.

Methods: Honey samples (Apis mellifera) were collected from hives in the state of
Yucatan, Mexico. Strains used were E. coli ATCC 25922 and S. aureus 25923. The
protein extraction was performed according to Schmitzova (1998) with slight
modifications. Protein extract was purified by affinity chromatography (Concanavalin
A-Sepharose® 4B). The antibacterial effect of protein crude extract (PCE) and
protein fractions (F1-F5) was tested by disk diffusion method, MICs were determined
using CLSI microdilution method. The antioxidant activity of PCE and proteins
fractions was performed by DPPH assay, ferric antioxidant assay and cuprum
antioxidant capacity. Finally, proteins were electrophoretically analyzed by SDS-

PAGE, SDS-PAGE 2D and zymogram.
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Results: Protein crude extract (1 mg) of Apis mellifera showed antimicrobial activity
against both bacteria tested, with inhibition halos of 19 mm (E. coli) and 27 mm (S.
aureus). The MICs of PCE were of 2243 pg/mL for E.coli and 932.3 ug/mL for S.
aureus. Five fractions were obtained by affinity chromatography from the PCE (F1-
F5). F1 presented non-glycosylated proteins and showed contain a protease by
substrate-gel electrophoresis method. F5 (glycosylated proteins) showed barely
antimicrobial activity against both bacteria tested. The PCE and fractions 1, 2, 3 and
5 showed antioxidant capacity by DPPH assay, likewise PCE and fractions 1-5
showed antioxidant activity by ferric antioxidant assay. Moreover PCE did not
showed chelating activity by cuprum antioxidant capacity. The mass sequencing
data analysis showed that the proteins that could be present in the regional honey
are MRJP1, 2, 3, 5y 6, as well as the enzymes glucose dehydrogenase, glucose

oxidase and proteases.

Conclusions: Honey proteins contribute and have a direct correlation with the total
honey antibacterial and antioxidant activity. These proteins have antimicrobial
activity against Gram positive and Gram negative bacteria. Honey proteins showed
to be better antioxidants than Malaysia honey proteins. The proteins that could be
present in the regional honey of Apis mellifera are MRJP1, 2, 3, 5y 6, as well as the

enzymes glucose dehydrogenase, glucose oxidase and proteases.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas y neurodegenerativas se han ligado al estrés oxidativo,
y en la actualidad ya representan un problema para el sector salud a nivel mundial.
Enfermedades como el cancer, el Alzheimer, el mal de Parkinson, la diabetes, la
arteriosclerosis, el envejecimiento prematuro y problemas cardiovasculares causan
anualmente miles de defunciones (Jiménez et al., 2011). Por otra parte, las
enfermedades cardiacas, el cancer, las enfermedades respiratorias y la diabetes
son las principales causas de muerte en el mundo; de las 57 millones de muertes
que tuvieron lugar a nivel mundial en el 2008, 36 millones, es decir el 63%, se
debieron a estas enfermedades (Alwan et al.,, 2011). El estrés oxidativo es un
desequilibrio bioquimico propiciado por la produccién excesiva de especies
reactivas, que por consecuencia provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y
que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes (Ramos et al.,
2006). Las células poseen antioxidantes de defensa que estan formados tanto por
elementos enzimaticos como no enzimaticos los cuales pueden actuar en
sinergismo para proteger a la célula. De igual forma, se ha observado que ciertas
proteinas son capaces de inhibir la oxidacién lipidica por mecanismos especificos.
Estas proteinas contribuyen a la capacidad antioxidante enddégena obtenida
mediante la dieta, también, se han utilizado como aditivos en alimentos debido a
que pueden inhibir la oxidacion lipidica a través de diferentes vias, tales como la
inactivacion de especies reactivas de oxigeno, estabilizacion de radicales libres,

guelacién de metales y reduccion de hidroxiperoxidos (Elias et al., 2008). La ingesta



de alimentos de origen natural tales como las frutas, vegetales y semillas provee
una fuente rica en antioxidantes, vitaminas y otros fitoquimicos con estas
caracteristicas, los cuales son de suma importancia como fuentes exdégenas de
compuestos capaces de ayudar a la célula a contrarrestar el estrés oxidativo
(Lindsay & Astley, 2002). De igual manera, un problema y un reto hoy en dia para
la medicina moderna es la resistencia que han adquirido diversas bacterias a los
antibioticos de uso comun, esto debido al uso indiscriminado que se les ha dado.
Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos. La miel es una sustancia dulce,
que es producida por las abejas obreras a partir de néctar de flores o de
exudaciones de otras partes vivas de las mismas, y que dichas abejas obtienen,
transforman y combinan con sustancias endégenas especificas (Grandjean & O
campo, 2002). La miel es muy bien conocida por sus multiples propiedades, tales
como su capacidad antioxidante, como tratamiento para multiples afecciones como
las ulceras, gastritis, diarrea, enfermedades de origen bacteriano, entre otras (NHB,
2016). Diversos autores le atribuyen estas propiedades principalmente al pH, al
perdxido de Hidrogeno, a la Osmolaridad, y a los compuestos fendlicos, dejando de
lado a los compuestos de origen proteico, los cuales, actualmente son muy bien
conocidos por jugar un rol importante en el mantenimiento fisiolégico optimo en

multiples organismos.

En la actualidad se conoce muy poco sobre el proteoma de la miel debido a la poca

concentracion de proteina presente en este producto. Se sabe que la miel puede



albergar a las proteinas: a, p- glucosidasas, amilasas, glucosa oxidasas, catalasas,

proteasas y MRJPs; ademas del péptido antimicrobiano Defensina-1.

Por lo mencionado anteriormente, el presente estudio tiene como objetivo
caracterizar el proteoma de la miel de A. mellifera asi como evaluar su capacidad
antioxidante y antimicrobiana, con la finalidad de encontrar nuevos compuestos de
origen natural que puedan fungir como tratamiento preventivo 6 coadyuvante a

enfermedades y/o como alternativa a los antibiéticos cominmente utilizados.



CAPITULO Il

FUNDAMENTO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 ESTRES OXIDATIVO

Las enfermedades cronicas y neurodegenerativas se han ligado al estrés oxidativo,
y en la actualidad ya representan un problema para el sector salud a nivel mundial.
Enfermedades como el cancer, el Alzheimer, el mal de Parkinson, la diabetes, la
arteriosclerosis, el envejecimiento prematuro y problemas cardiovasculares causan
anualmente miles de defunciones (Jiménez et al., 2011). Por otra parte, las
enfermedades cardiacas, el cancer, las enfermedades respiratorias y la diabetes
son las principales causas de muerte en el mundo; de las 57 millones de muertes
qgue tuvieron lugar a nivel mundial en el 2008, 36 millones, es decir el 63% se
debieron a estas enfermedades. Con el aumento del impacto de estos
padecimientos y el envejecimiento de la poblacion, se prevé que el nimero de
muertes en el mundo seguira creciendo cada afio, y que el mayor crecimiento se
producira en regiones de ingresos bajos y medios (Alwan et al., 2011). Por otra
parte, en México aproximadamente el 75% de las muertes son causadas por

enfermedades cronico-degenerativas. (Gershenson & Wisdom, 2013).

Ramos y colaboradores (2006) en su comunicado definen al estrés oxidativo como
el desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de especies
reactivas (ER), que por consecuencia provocan dafio oxidativo a las

macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes



de defensa. Este dafio se relaciona con el envejecimiento y con mas de 100
padecimientos. El dafio celular que producen las especies reactivas se da en los
enlaces de proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares,
carbohidratos y en los &cidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios

bioquimicos y fisiolégicos en la célula.

Por otra parte, Corrales y mufioz (2012) indicaron en su revision que el término
especies reactivas hace alusidon a dos tipos de moléculas: los radicales libres y los
no radicales. Estas moléculas pueden formarse como resultado del metabolismo
celular y se encuentran representados dentro de los sistemas biolégicos por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y por las especies reactivas de nitrégeno
(RNS) las cuales se pueden originar tanto en procesos fisiologicos normales como
en procesos patologicos. Por otra parte, se pueden incluir a otras especies reactivas
(no muy comunes) provenientes de otros elementos tal y como el cloro (RCIS) y

bromo (RBrS).

2.1.1 Radicales libres

Corrales y mufioz (2012) mencionan que los radicales libres son moléculas que en
su ultima orbita contienen uno o mas electrones desapareados lo cual le otorga una
propiedad paramagnética que las torna muy inestables y altamente reactivas lo cual
le brinda la capacidad de reaccionar inespecificamente con diferentes
macromoléculas y sus derivados en las células. Los radicales libres son formados

a través de diferentes procesos metabdlicos aerdbicos esenciales del organismo,



razén por la cual son considerados especies quimicas naturales, ya que de modo
continuo son generadas por los seres vivos. Estas moléculas, al no tener una
configuracion electrénica Optima buscan su estabilidad. Esto lo hacen al
interaccionar con otras moléculas mediante reacciones de 6xido reduccién. En esta
reaccion ocurre una transferencia de electrones que implican la reduccion y la
oxidacion de las moléculas participantes. Estas reacciones provocan una reaccion
en cadena que como consecuencia provoca la produccién de nuevos radicales
libres. Dicha reaccion en cadena solo se detendra cuando dos radicales libres se

encuentren y reaccionen entre si.

2.1.1.1 Clasificacion de los radicales libres

Los radicales libres se han clasificado en funcién al grupo funcional que posee la
molécula, como por ejemplo, el bromo, nitrégeno, sulfuro, fésforo, oxigeno, cloro,
entre otros. Los radicales libres de oxigeno son los que se encuentran con mucho
mas frecuencia debido a la participacién en los diferentes procesos aerébicos. Por
otra parte, se ha comprobado mediante diversas investigaciones que estos
radicales estan implicados en numerosas patologias como lo son la trombosis,
hipertrofia, Parkinson, demencia, artritis reumatoide, pancreatitis, hepatotoxidad,
cataratas, inflamacion, intoxicaciones, envejecimiento, cancer, ateroesclerosis,

anemia, asma, soriasis, entre otras.



2.1.1.2 Fuentes de radicales libres
Enddgenas

Mitocondria: es considerada como la principal fuente de radicales libres debido a
que ahi se produce el metabolismo oxidativo. Se considera que en este organelo se
consume del 95 al 98% del oxigeno total presente en la célula. Se estima que cada

mitocondria produce alrededor de 10 M RL/dia.

Peroxisomas: estos organelos contienen una gran cantidad de enzimas que
producen H202y enzimas que actlan en el metabolismo del acido glioxilico, de
bases purinicas y de aminoacidos. Estos organelos contienen altas concentraciones
de la enzima catalasa, que convierten al H2O2en H20y Oz. Un cambio en el balance,
en donde el H202 no es dismutado por el sistema peroxisomal inevitablemente

produce dafo celular.

Fagocitosis: durante esta etapa se producen especies reactivas de oxigeno
benéficas, ya que esta es la primera fase en la defensa contra patdgenos. Las
células fagociticas se activan al percibir la presencia de productos bacterianos,
viricos o de parasitos desencadenando una produccion de radicales, tales como Oz,
H202, OH y NO- para destruir las células afectadas. Las células fagociticas poseen
en sus membranas la enzima NADPH oxidasa que genera Oz, la cual en presencia

de iones Fe?* pasa a ser OH".



Fuentes exdgenas

Existen otras fuentes o factores que favorecen a la formacion de los radicales libres
tales como la exposicion a rayos ultravioleta, X o Gamma; por el consumo de tabaco;
a contaminantes del aire; al consumo de acidos grasos poliinsaturados; al consumo

de ciertos medicamentos, entre otros (Corrales y Mufioz, 2012).

2.1.2 Antioxidantes

Sustancias que retardan o previenen la oxidacion de biomoléculas como lo pueden
ser los lipidos, proteinas, ADN, o cualquier otro tipo de molécula con propiedad

oxidable.

Como resultado de la inherente reactividad y el dafio que pueden causar las ERO y
ERN varios antioxidantes de defensa se encuentran en las células aerébicas. Estos
antioxidantes varian dependiendo del tipo de organelo (figura 1) y se encargan de
mantener el balance normal redox en las células. Estas moléculas previenen,
interceptan o pueden reparan los dafios ocasionados por las especies reactivas

(Lindsay & Astley, 2002).

Los organismo s poseen antioxidantes de defensa que estan formados tanto por
elementos enzimaticos como no enzimaticos, los cuales pueden actuar en
sinergismo para proteger a la célula. En primera instancia, para la defensa celular
participan los componentes de origen enzimatico. Estas moléculas se encargan de
evitar la acumulacién de especies reactivas de oxigeno, tales como el anion

superoxido y el peréxido de hidrogeno.
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Figura 1: Sistema de defensa antioxidante en la célula (Lindsay & Astley, 2002)

2.1.2.1 Sistemas de defensa antioxidante de origen enzimético

Superoxido Dismutasa (SOD): esta proteina se encarga de catalizar la
dismutacion del radical libre Oz a H202 el cual es menos reactivo y puede ser

degradado por otras enzimas como la catalasa.

Catalasa: en una enzima que se encuentra normalmente en los peroxisomas y
mitocondrias. Esta proteina se encarga de catalizar la descomposicion de H202 en

H20y Oa2.



Glutation peroxidasa: es una enzima que en presencia de glutation en estado
reducido (GSH) cataliza la reduccion del peréxido de hidrogeno y otros
hidroperoxidos orgénicos en agua y alcohol, respectivamente (Corrales y Mufioz,

2012).

Glutatién reductasa: Enzima que cataliza la reduccion del glutation (GSH) oxidado.
La glutation reductasa es esencial para el ciclo redox del glutation, manteniendo
niveles adecuados dentro de las células de este antioxidante de origen natural

(Dolphin et al, 1989).

2.1.2.2 Antioxidantes no enzimaticos provenientes de fuentes naturales

La ingesta de frutas, vegetales y semillas provee una fuente rica de antioxidantes,
vitaminas y otros fitoquimicos con caracteristicas antioxidantes, los cuales son de
suma importancia como fuentes exdégenas de compuestos capaces de ayudar a la

célula contra el estrés oxidativo (Lindsay & Astley, 2002).

Algunas de las moléculas que podemos obtener por la dieta es la vitamina C (acido
ascorbico, figura 2) el cual es un antioxidante soluble en agua que tiene un alto
poder antioxidante y se encuentra tanto a nivel extracelular como intracelular en la
forma de ascorbato y actia directamente sobre los radicales superoéxido, hidroxilo y
algunos hidroperéxidos lipidicos, ademas de actuar sobre el tecoferoxilo,

transformandolo a vitamina E (Corrales y Mufioz, 2012).
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HO OH

Figura 2: Estructura del 4cido ascérbico

La vitamina E (a-tocoferol, figura 3) es un término genérico para una serie de
moléculas naturales llamadas tocoferoles y tocotrienoles. La vitamina E es
generalmente aceptada como el antioxidante primario de origen lipidico en el

humano (Lindsay & Astley, 2002).

(a) (b)

o-Tocotrienol

o=Tocopherol

Figura 3: Estructura del a-tocoferol (a) y a-tocotrienol (b)

En la dieta promedio se pueden consumir al menos 60 carotenoides de diferentes
frutas y vegetales. Los principales carotenoides que se pueden obtener sonelay 3

caroteno, B criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina (figura 4).
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a=Carotene

Lycopene

HO
=Cryptoxanthin

Lutein

HO
Zeaxanthin

Figura 4: Estructura de los carotenoides cominmente encontrados en la dieta

Los compuestos fendlicos son muy comunes dentro del reino plantae. Existe una
gran variedad de compuestos fendlicos en plantas, tales como el acido cinamico,
derivados de acido benzoico, flavonoides, proantocianidinas, lignanos y ligninas. La

capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos esta en funcion de sus grupos
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hidroxilos (figura 5), el cual les da la propiedad de donar de &tomos de Hidrogeno

(Lindsay & Astley, 2002).

Figura 5: Estructura de la apigenina

El glutatiéon es una molécula formada por 3 aminoacidos (tripéptido, figura 6) que

presenta una distribucion tisular variable. Esta molécula es el compuesto tidlico de

bajo peso molecular mas abundante en las células mamiferas y su obtencion no

estd dada principalmente por la dieta. Este tripéptido actia sobre el perdoxido de

hidrogeno, radical hidroxilo y el superéxido (Corrales y Mufioz, 2012).

HS
@]

H
Hooc\_/\)J\N N.__COOH
H
Hy O

lelll

Figura 6: Glutation
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2.1.2.3 Estado redox a nivel celular

Un mecanismo critico para el control de la homeostasis celular es el mantenimiento
del estado redox. Esto es determinado por la afinidad de acarreadores especificos
de electrones y varian en funcion del organelo. Cualquier alteracion en el estado
redox puede desencadenar una serie de sefales tales como para la transcripcion,
traduccion y modificaciones postraduccionales. Enzimas sensibles a cambios en el
estado de redox han mostrado un rol importante en la diferenciacion, en la edad y

en el envejecimiento (Chen et al., 1995; Lindsay & Astley, 2002).

Proteinas extracelulares o las presentes en la superficie celular normalmente son
ricas en puentes disulfuro. Por otro lado, el estado intracelular esta usualmente
reducido y las proteinas presentes poseen sus grupos sulfhidrilos libres. El rol
importante que juegan los grupos tiol en las proteinas celulares puede ser
influenciado por la oxidacién por oxido nitrico y el radical de oxigeno para formar
productos tales como R-S-NO. Otra modificacién esta dada por la produccion de
puentes disulfuro intermoleculares (-S-S-) y puentes disulfuro heterogéneos (-S-SR)

(Stamler & Hausladen, 1998; Lindsay & Astley, 2002).

2.1.2.4 Proteinas antioxidantes

Se ha observado que ciertas proteinas son capaces de inhibir la oxidacion lipidica
por mecanismos especificos. Estas proteinas contribuyen a la capacidad
antioxidante enddgena obtenida mediante la dieta. Por otra parte, se han utilizado

a estas macromoléculas como aditivos en alimentos debido a que pueden inhibir la
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oxidacion lipidica a través de diferentes vias, tales como la inactivacion de especies
reactivas de oxigeno, estabilizacion de radicales libres, quelacién de metales y
reduccion de hidroxiperéxidos. El incremento de la actividad antioxidante de una
proteina puede estar dada por el desdoblamiento de su estructura terciaria, esto
promueve a que diversos aminodcidos con propiedad antioxidante queden libres

para interacciones con el medio (Elias et al., 2008).

La susceptibilidad oxidativa que poseen algunos residuos aminoacidos al ataque de
los radicales libres esta en funcion de su grupo R; sin embargo, la accesibilidad al
medio y las propiedades quimicas de los residuos vecinales juegan un papel
importante. A pesar de que los 20 aminoacidos son potencialmente oxidables,
existen aminoacidos mas reactivos que otros, como por ejemplo los azufrados con
cadenas nucledfilas (cisteina y metionina) o los que poseen cadenas aromaticas
(fenilalanina, tirosina y triptéfano) las cuales puedes donar un atomo de Hidrogeno.
Incluso la histidina con su grupo funcional imidazol puede actuar como antioxidante

(Tabla 1) (Elias et al., 2008).

Tabla 1: Productos generados como resultado de la oxidacién de ciertos aminoacidos y sus

mecanismos de formacién (Davies & Dean, 1997; Elias et al., 2008).

AMINOACIDO PRODUCTO MECANISMO DE FORMACION

Cisteina (2) Cistina (1) Sustraccion del H del grupo SH
(Cys) (2) Oxiacidos y subsecuente dimerizacion.
(2) Sustraccion del H del grupo

SH y reaccion con O.

15



Metionina Sulfoxido de Metionina
(Met)

Triptéfano (1) N-formil

(Trp) guinurenina

(2) Quinurenina

3)5 y 7-
hidroxitriptofano

Tirosina (Tyr) (1) 3,4-hidroxi-
fenilalanina

(2) Di-tirosina

(3) 3-clorotirosina

Fenilalanina (1) o-,m-tirosina

(Phe)

(2) Dimeros
aromaticos
hidroxilados

Histidina 2-oxo-histidina

(His)

Variedad de rutas incluyendo
reaccion con radicales y no radicales.
Reaccion con OH u oxidacion de un

electrén del anillo.

(1) Reaccién con OH u oxidacion
de un electron del anillo.

(2) Reaccién con OH u oxidacion
de un electron y posterior
dimerizacion.

(3) Cloracion de tirosina (HOCI).

(1) Reaccion con OH u oxidacion
de un electron del anillo.

(2) Reaccion con OH u oxidacion
de un electron y posterior
dimerizacion.

Reaccion con OH u oxidacion de un

electrén
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2.1.2.4.1 Proteinas antioxidantes provenientes de fuentes naturales

En la actualidad existen reportes en los cuales mencionan que proteinas
provenientes de fuentes naturales poseen capacidad antioxidante. Rubio (2015)
llego a la conclusion que los tres extractos proteicos obtenidos del fruto de la pifiuela
(Bromelia karatas): el extracto crudo, extracto soluble y el extracto membranal,
presentaron actividad de captacion de radicales libres como DPPH y ABTS+, poder
reductor y de quelacién de iones metdlicos. Por otra parte, los tres extractos
mostraron poseer capacidad reductora (donacién de electrones o de atomos de

hidrogeno).

2.2 MICROORGANISMOS RESISTENTES A LOS ANTIBIOTICOS

Un problema y un reto hoy en dia para la medicina moderna es la resistencia que
han adquirido diversas bacterias a los antibiéticos de uso comun debido al uso

indiscriminado que se les ha dado.

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los antibioticos. Existe una resistencia natural o
intrinseca en las bacterias si carecen de diana para un antibiético. La resistencia
adquirida es realmente importante desde un punto de vista clinico: la cual es debida
a la modificacién de la carga genética de la bacteria y puede aparecer por mutacion

cromosdmica o por mecanismos de transferencia genética

Los mecanismos de resistencia de las bacterias son fundamentalmente tres:
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i) Inactivacion del antibiético por enzimas: La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibiético; las mas importantes son las betalactamasas y
muchas bacterias son capaces de producirlas. En las gram positivos suelen
ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las gram negativas de origen

plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas.

i) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético al punto
diana: Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que
impiden la entrada de ciertos antibiéticos (betalactamicos) o alteran los
sistemas de transporte (aminoglucésidos en los anaerobios). En otras
ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un mecanismo de
expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que

actue eficazmente.

iii) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o
dificultando la acciéon del antibiético. Aqui podemos contemplar las
alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S
(macrdlidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacibn de la pared -celular (resistencia a

betalactamicos).

Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a

uno o muchos antibioticos y del mismo modo un antibiético puede ser inactivado por

distintos mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual complica

bastante el estudio de las resistencias de las bacterias a los distintos

antimicrobianos (Daza, 1998).
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2.3 MIEL

Se entiende como miel aquella sustancia dulce, que es producida por las abejas
obreras a partir de néctar de flores o de exudaciones de otras partes vivas de las
mismas, y que dichas abejas obtienen, transforman y combinan con sustancias
endogenas especificas, que posteriormente, almacenan en paneles dentro de la

colmena (Grandjean & O campo, 2002).

Desde tiempos ancestrales se ha sabido que la miel no Gnicamente funge como
endulzante, si no que posee una amplia gama de propiedades, las cuales fueron
aprovechadas y utilizadas en las civilizaciones antiguas para curar diferentes
afecciones. En la actualidad, aproximadamente el 93% de las personas que
consumen miel en sus hogares consideran a esta secrecion como un producto

saludable (NHB, 2016).

2.3.1 Afecciones clinicas que responden al tratamiento con miel

Ulceras, gastritis, diarrea

El uso de miel como tratamiento para las ulceras pépticas y gastritis se ha venido
usando desde tiempos ancestrales como medicina tradicional, y esto en la

actualidad, ha sido confirmado mediante varios reportes.

La gastroenteritis y diarrea infantil son usualmente tratadas con una solucién de
glucosa y electrolitos para la rehidratacion. La glucosa facilita la absorcién de
electrolitos y la absorcién del agua. Cuando la glucosa fue remplazada por miel al

5% (v/v) se observd que la duracion de la diarrea en pacientes con gastroenteritis
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fue mas corta para infecciones bacterianas comparada con las soluciones utilizadas
normalmente. Para los pacientes con diarrea viral los tiempos no fueron acortados
lo cual resalta las propiedades antimicrobianas de la miel. Ademas de la actividad
antimicrobiana, algunos compuestos de la miel pueden promover la reparacion de
la mucosa intestinal dafiada, estimular el crecimiento de nuevo tejido y fungir como

un agente antiinflamatorio.

Afecciones oftalmoldgicas

En la actualidad se han publicado diversos reportes en los cuales se detalla el uso
de miel para tratar las inflamaciones de parpado (blefaritis), conjuntivitis,
inflamaciones de cérnea (queratitis), asi como ciertos tipos de quemaduras en los
ojos. Normalmente se ha utilizado a la miel como ungliento para los casos

anteriormente mencionados (NHB, 2016).

Actividad antioxidante

La miel es conocida por contener diversas moléculas con capacidad antioxidante
tales como los compuestos fendlicos. Los agentes antioxidantes juegan un papel
importante combatiendo a los agentes oxidantes tales como el oxigeno y los
radicales libres, los cuales pueden dafar a las macromoléculas presentes en las
células u oxidando los alimentos. Estos antioxidantes pueden estar en forma de

complejos enzimaticos, o en compuestos no enzimaticos (NHB, 2016).
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La actividad antioxidante de la miel est4d dada principalmente por la vitamina C,
monofenoles, polifenoles y flavonoides. Por otra parte, existen diversos compuestos
que le brindan a la miel su actividad antioxidante, pero predominan el acido cafeico,
acido cafeico fenil-ester, crisina, galangina, quercetina, acacetina, pinocembrina y
apigenina. Estos compuestos antioxidantes prometen ser compuestos
farmacoldgicos para la prevencion de cancer, enfermedades cardiovasculares,
eventos inflamatorios, degeneracion neuroldgica, cicatrizacion, enfermedades
infecciosas y envejecimiento prematuro asi como su utilizacién para la preservacion

de alimentos (Khalil et al., 2010).

2.3.2 Propiedades quimicas y compuestos de la miel que brindan

actividad antimicrobiana

Ortiz y colaboradores (2013) en su revision mencionan las propiedades de la miel
que brindan parte de su actividad antimicrobiana, las cuales se enlistan a

continuacion:

Osmolaridad: estd como resultado de la gran concentracion de azucares dentro de
esta secrecion, y que es muy bien conocido que esta condicion le brinda parte su

potencial antimicrobiano a la miel.

Acidez: el pH acido de la miel (3 — 3.5) esta dado principalmente por presencia de
acidos organicos. Estos acidos evitan el crecimiento de la mayoria de

microorganismos, por consiguiente, se considera como un factor antimicrobiano. El
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principal acido organico presente en la miel es el acido glucénico el cual es un

producto de la reaccion enzimatica de la glucosa oxidasa.

Peroxido de hidrogeno: esta molécula es producto de la degradacion de la glucosa
por la enzima glucosa oxidasa. Por otra parte, muchos autores sefialan al peroxido
de hidrogeno como el principal autor de la actividad antimicrobiana de la miel,
aunque en diversas investigaciones se ha demostrado que la miel posee otros

compuestos ademas del peroxido de hidrogeno que tienen esta capacidad.

Enzimas y péptidos antimicrobianos: en la actualidad existen diversos reportes
que hablan sobre compuestos de origen proteico que tienen capacidad
antimicrobiana contra diferentes bacterias patdgenas. La glucosa oxidasa es una
enzima que degrada a la glucosa y estd encargada de la produccion de &cido
glucénico y peréxido de hidrogeno. Otra enzima a la cual se le pueden atribuir
propiedades antimicrobianas es la lisozima; esta proteina hidroliza los enlaces B 1-
4 entre N-acetilglucosamina y N-acetilmuramico pertenecientes al peptidoglicano

gue forma parte de las paredes bacterianas.

Las enzimas no son las Unicas moléculas de origen proteico que poseen actividad
en la miel, algunos articulos hablan sobre péptidos con capacidad antimicrobiana.
La defensina 1 y la royalisina fueron identificadas en primera instancia en la
hemolinfa, en la cabeza y en la seccion toraxica de las abejas. La royalisina posee
un amplio espectro en cuanto a su potencial antimicrobiano, actuando sobre B.
subtilis, S. aureus, y Paenibacillus larvae. Destacando que la relacion que existe
entre la actividad antimicrobiana de la miel y de sus proteinas alun permanece

incierto; por otra parte, algunos reportes mencionan que la cantidad de proteina en
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la miel puede variar en funcién de la zona geogréafica de la cual se obtenga, asi

como de su origen entomoldgico.

2.3.3 Proteinas de la miel

En la actualidad existen muy pocos estudios sobre las proteinas de la miel debido
a la muy baja cantidad de estas macromoléculas (0.1-0.5%) dentro de este producto
natural. De igual forma, debido a la alta cantidad de azucares resulta complicada su

extraccion (Chua, Lee & Chan., 2013).

2.3.3.1 Enzimas
2.3.3.1.1 a—- Amilasas (EC 3.2.1.1)

Es una endo-enzima que hidroliza enlaces dentro del polimero de almidon de forma
aleatoria, permitiendo la generacion de oligosacaridos lineales y ramificados. La

mayoria de estas enzimas pertenecen a esta familia.

2.3.3.1.2 B — Amilasas (EC 3.2.1.2)

Es una exo-enzima que hidroliza los enlaces glucosidicos a 1-4 del almidon para

liberar unidades de maltosa provenientes de la parte no reductora del azucar.
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2.3.3.1.3 a - Glucosidasa (EC 3.2.1.20)

Esta enzima actua sobre los enlaces glucosidicos a 1-4 de los oligosacaridos

liberando glucosa (Divakar, 2013).

2.3.3.1.4 Glucosa oxidasa (EC 1.1.3)

Estas enzimas se encuentran en el grupo de las oxirreductasas. Estas proteinas
pueden utilizar al oxigeno como el ultimo aceptor de electrones, liberando peréxido

de hidrogeno y acido gluconico (Ferri et al., 2011).

Won y colaboradores (2008) mencionan en su articulo que la miel posee proteinas
en pequeias cantidades y que varias enzimas son componentes importantes de

este producto natural, tales como la a, B- glucosidasa, amilasas y glucosa oxidasa.

2.3.3.1.5 Catalasa (EC 1.11.1.6)

Esta proteina se encarga de catalizar la descomposicion de H202en H20y Oo.

Los autores Schepartz y Subers (1996) fueron de los primeros en demostrar la

existencia de esta enzima dentro de la miel.

2.3.3.1.6 Proteasas (3.4.X.X)

El termino proteasa incluye a todas las proteinas que hidrolizan enlaces peptidicos.

Las proteasas, a su vez estan divididas en exopeptidasas, enzimas que hidrolizan
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enlaces peptidicos en los enlaces amino y carboxilo terminales, y endopeptidasas,
las cuales hidrolizan enlaces peptidicos internos en un polipéptido. En un principio,
las proteasas fueron clasificadas de acuerdo a su masa molecular, carga o por la
especificad de su sustrato. Un nuevo sistema mas racional ahora las clasifica en
funcibn de sus sitios activos, mecanismos de accibn y de su estructura
tridimensional. Cuatro clases de mecanismos estan reconocidos por la Unién
Internacional de Bioquimica, (i) Proteasa serina; (ii) proteasa aspartica; (iii)

proteasas cisteina y (iv) metaloproteasas (Beynon & Bond, 1989).

Rossano y colaboradores (2012) reportaron la presencia de proteasas de tipo serina
en mieles del sur de Italia. Estos autores utilizaron diferentes inhibidores

enzimaticos para llegar a esa conclusion.

2.3.3.2 Proteinas de origen no enzimatico

2.3.3.2.1 MRJPs

Las glicoproteinas MRJPs (Major Royal Jelly Proteins) fueron descubiertas en
primera instancia en la jalea real. La primera proteina descubierta en la jalea real
también fue la proteina mas abundante y fue nombrada major royal jelly protein 1
(MRJP1). Siguiendo esta misma terminologia, las nueve proteinas mas abundantes
en la jalea real fueron también denominadas MRJPs (MRJPs 1-9). Estas proteinas
son sintetizadas con una péptida sefial N-terminal que consiste de 16 a 20

aminodcidos, y por lo tanto estan destinadas a ser proteinas de secrecion. Las
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MRJPs maduras poseen de 400 a 578 amino&cidos y tienen un peso molecular que

comprende de 45 a 68 kDa.

Por otra parte, se ha observado que algunas MRJPs son moduladas en presencia
de bacterias, tal y como la MRJP3 vy la MRJP4 que aumentan y disminuyen su
concentracion respectivamente en la cabeza de las abejas después de 8 horas de

infeccion con Escherichia coli (Buttstedt et al., 2013).

Uno de los autores que ha reportado la presencia de estas proteinas en la miel es
Di Girolamo y colaboradores (2012) los cuales identificaron a 5 proteinas

pertenecientes a la familia MRJPs (1-5).

2.3.3.2.2 Defensina -1

Péptido antimicrobiano también conocido como Royalisina. Fue descubierto en
primera instancia por Fujiwara y colaboradores (1990) en la jalea real. Es un péptido

antimicrobiano que consiste de 51 a.a. con una masa calculada de 5523 Da.

Di Girolamo y colaboradores (2012) reportaron la presencia de este péptido

antimicrobiano en mieles provenientes de ltalia.

2.3.3.3 Proteoma de la miel

En la actualidad solo dos autores con sus respectivos grupos de trabajo han podido
elucidar el proteoma de mieles endémicas Italia, uno de ellos es Di Girolamo y

colaboradores (2012), los cuales identificaron el proteoma de cinco mieles
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monoflorales procedentes de Italia (castafa, girasol, acacia, eucalipto y naranjo).
Estos autores identificaron ocho proteinas de las cuales siete se encontraron en
todas las mieles. Cinco pertenecieron a la familia MRJP (MRJP1-MRJP5) y fueron
las mas abundantes; también se encontr6 a la enzima a-glucosidasa y a la
defensina-1. Por otra parte, también se localizé a la proteina de origen vegetal
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Esta enzima Unicamente se encontré en

la miel de acacia y a muy baja concentracion.

Por otra parte Rossano y colaboradores (2012) elucidaron el proteoma de mieles
uniflorales (naranjo, castafia, eucalipto y zulla) provenientes del sur de Italia. Estos
autores encontraron a las proteinas MRJP1-5, a las enzimas a — glucosidasa,

glucosa oxidasa y super oxido dismutasa y a la proteina apimisina.

Se puede observar que ambos autores encontraron como constituyentes principales
de las mieles de Italia evaluadas a las proteinas MRJP1-5 y a la enzima a —
glucosidasa. Con estas investigaciones y con la caracterizacion proteica se podrian
establecer parametros de discriminacion para las mieles provenientes de diferentes

regiones.

2.3.3.4 Actividad antioxidante de proteinas de la miel

Chua y colaboradores (2015) en su investigacion demostraron que las proteinas de
la miel poseen actividad antioxidante; para ello, utilizaron los ensayos de captacion
de radicales libres (DPPH) y el ensayo de poder antioxidante férrico reductor. Estos

autores sefalan que el poder reductor fue mayor que el poder de captacién para
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todos los extractos proteicos de la miel. Esto muestra que las proteinas de la miel
actuan principalmente como un agente reductor. Previamente estos autores
identificaron que en el extracto proteico de las mieles se localizaban las proteinas

MRJP1, MRJP2, MRJP5 y MRJP7 asi como unas proteinas no conocidas.

Por otra parte, Nagai & Inoue (2004) en su estudio hablan sobre la actividad
antioxidante que poseen los extractos acuosos y alcalinos obtenidos de la jalea real.
Estos extractos estaban compuestos principalmente por proteinas, por lo que estos
autores responsabilizaron a estas macromoléculas como las principales encargadas
de brindarle la capacidad antioxidante. Cabe mencionar que casi el 80% del

contenido total proteico en la jalea real esta compuesto por las MRJPs.

2.3.3.5 Proteinas de la miel como precursoras para la actividad

antimicrobiana

Brudzynski y Sjaarda (2015) en su articulo mencionan que la miel posee
glicoproteinas capaces de actuar como precursores y por ende inhibir y/o eliminar
el crecimiento de dos bacterias (una Gram positiva y una Gram negativa), y que
ademas, estas glicoproteinas tienen la capacidad de lisar la pared celular en estos
microorganismos. Estos autores mediante una serie de técnicas identificaron a una
glicoproteina de 61 kDa como la MRJP1 (Major Royal Jelly protein 1) que es
precursora de unos péptidos que poseen actividad antimicrobiana, las jelleinas.
Estos péptidos pueden ser los encargados de la lisis celular y no la MRJP1 en si.

Estos investigadores concluyeron que la MRJP1 actia como fuente para la
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produccion de jelleinas y que funge en la miel como una proteina antimicrobiana,

formando parte de la accion bactericida en esta secrecion.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, las enfermedades cronicas y neurodegenerativas se han ligado al
estrés oxidativo y representan un problema para el sector salud a nivel mundial.
Enfermedades como el cancer, el Alzheimer, el mal de Parkinson, la diabetes, el
envejecimiento prematuro y problemas cardiovasculares causan anualmente miles
de defunciones. Por otra parte, otro problema y no menos importante es la
resistencia que han adquirido diversas bacterias patégenas a los antibiéticos de uso
comun debido a su uso indiscriminado. Esto ha propiciado la busqueda de nuevos
compuestos provenientes de fuentes naturales que puedan fungir como alternativa
a estas problematicas. En el mismo contexto, se ha observado que las proteinas y
sus derivados han adquirido un valor importante hoy en dia debido a que pueden
fungir como antibidticos y como antioxidantes. La miel, es una secreciéon de las
abejas a la cual se le han atribuido diversas propiedades que ayudan a la salud
humana. Esta secrecién cuenta con diferentes compuestos, tales como las
proteinas, que le pueden brindar parte de sus propiedades caracteristicas, tales

como su capacidad antioxidante, actividad antimicrobiana, entre otras.
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HIPOTESIS

Las proteinas de la miel de Apis mellifera poseen actividad antioxidante y

antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar las proteinas presentes en la miel de Apis mellifera y evaluar su

actividad antioxidante y antimicrobiana.

Objetivos especificos

Evaluar la separacion de las proteinas de la miel por cromatografia de

afinidad.

Analizar e identificar las proteinas de la miel por técnicas electroforéticas
desnaturalizantes (SDS-PAGE, SDS-PAGE 2D) y no desnaturalizantes

(Zimograma).

Evaluar la capacidad antioxidante del extracto crudo proteico de la miel y sus

fracciones.

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto crudo de la miel y sus
fracciones contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli

ATCC 25922.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

La miel de Apis mellifera fue obtenida de un apiario localizado en el municipio de
Mérida, Yucatan. Posterior a la recoleccién, la miel fue guardada a temperatura
ambiente hasta su posterior uso. Las cepas bacterianas utilizadas en el presente
trabajo fueron Escherichia coli ATCC (American Type Culture Collection) 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.2 EXTRACCION DE PROTEINAS DE LA MIEL

Las miel de Apis fue disuelta y homogenizada en buffer de fosfatos (50 mM
NaH2PO4/ Na2HPO4, pH7, 10 mM NacCl) a una concentracion final de 100 mg/mL,
esto fue durante 30 minutos en hielo con intervalos de agitacion de 5 minutos.
Posteriormente, se centrifugé a 5,000 g por 40 minutos a 4°C. Posteriormente se
recupero el sobrenadante al cual se le denominé extracto crudo proteico de miel
Apis (ECPMA). Seguidamente, los extractos fueron concentrados mediante
columnas Amicon® ultra - 15 (3K). Una vez finalizado este procedimiento se dividio
en alicuotas de 2 mL y se guardo a -20°C hasta su posterior analisis (Schmitzova et

al., 1998 modificado).
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3.3 CUANTIFICACION PROTEICA DEL EXTRACTO CRUDO

Para la cuantificacion proteica del extracto crudo se utilizd el método descrito por
Bradford (1976). Este método es una prueba rapida y muy reproducible el cual
consiste en la union del colorante azul de Coomassie Brilliant Blue G-250 a la
proteina ocasionando un cambio en el maximo de absorcidn del colorante de 365
nm a 595 nm. Primeramente se realiz6 una curva estandar con concentraciones de
BSA (Albumina Serica Bovina) de 1, 2.5, 5, 10, 15 y 20 mg/mL. El procedimiento
para la cuantificacion de la muestra fue el siguiente: primero se tomé 1 pL del
extracto crudo y se disolvio en 99 uL de agua destilada, se homogenizé, y
posteriormente se le agregd 1 mL del reactivo de Bradford, se homogenizo
nuevamente y se guardo en obscuridad por 10 minutos. El blanco estaba constituido
de 100 pL de agua y 1 mL de Bradford. Se analiz6 cuantitativamente con un
espectrofotometro (UV/VIS Perkin Elmer Lambda XLS) a una longitud de onda de

595 nm. Las muestras fueron procesadas por triplicado (Bradford, 1976).

3.4 PURIFICACION DEL EXTRACTO CRUDO PROTEICO DE LA MIEL
3.4.1 Cromatografia por afinidad
Los diferentes componentes proteicos del extracto crudo (ECPMA) fueron obtenidos
en funcién a su afinidad a la Concanavalina A Sepharosa 4B (Sigma) empacada en
una columna de 12 x 2 cm. Como primer paso se equilibré la columna con 20
volumenes del buffer Tris pH 6.8 25 mM, 0.5 M NaCl, 5 mM CaCla2, MnCI2 y MgCI2.
Luego se afiadié 15 ug del ECPMA y se le afiadieron 5 volumenes del buffer

previamente mencionado; seguidamente se procedié a anadir 15 volumenes de un
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gradiente de glucosa que va de 0.1 a 1 M. Una vez finalizada la cromatografia se
procedio a guardar la columna en un buffer de conservaciéon (1M NaCl, 5mM
CaCla2, MnCI2 y MgCI2 con 20% de etanol) a 4°C. Las fracciones obtenidas fueron
concentradas mediante columnas Amicon® ultra - 15 (3K) y posteriormente

almacenadas a -20°C hasta su posterior analisis.

3.5 ANALISIS ELECTROFORETICOS

3.5.1 SDS-PAGE

EI ECPMAYy las fracciones obtenidas por la cromatografia por afinidad se analizaron
electroforéticamente por el método SDS-PAGE propuesto por Laemmli (1970). Se
utilizaron concentraciones de 1 ug para el ECPMA, F1-F4 y para la fracciéon 5 se
cargo el volumen maximo (12 pL) dentro de una solucién de agua con buffer de
carga desnaturalizante (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8; 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol,
10% dglicerol, y 0.002% de azul de bromofenol); luego se procedié a una
desnaturalizacion fisica la cual consiste en tratar térmicamente las muestras a 95°C
por 5 minutos. Una vez finalizado el tratamiento térmico, se procedié a cargar la
muestra en un sistema electroforético. Se utilizé un sistema discontinuo, el cual
consiste de 2 geles de diferente tamano de poro, el primer gel fue el apilador, el cual
estaba constituido de acrilamida/Bis-acrilamida al 4% (anexo 1), para la separacién
ECPMA se utilizé el gel de separacion, el cual estaba constituido de acrilamida/Bis-
acrilamida al 10 y 12% (anexo 2). La electroforesis se llevo a cabo a 100 V por 2.5

horas (Laemmli, 1970).
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El método de revelado utilizado fue el de tincion con plata, el cual consistié de los
siguientes pasos. Fijacion: En esta etapa se dejo destifiendo el gel por dos horas en
una solucién de metanol al 25% (v/v), acido acético al 10% (v/v) y formaldehido al
0.03% (v/v). Una vez concluida esta etapa, el gel se lavd cada 20 minutos (3 veces)

por una hora con etanol al 30%.

Incubacion con tiosulfato de sodio: Consistio en afiadirle (una vez concluida la
fijacion) al gel una solucién de tiosulfato de sodio al 0.01% (p/v) para luego ser
incubado por un minuto a oscuridad en agitacion. Una vez terminada la incubacion

se lavd 3 veces el gel por 20 segundos con agua destilada.

Tincion con plata: en este apartado el gel fue incubado por 20 minutos en oscuridad
con nitrato de plata al 0.2% (p/v) y 0.14% (v/v) de formaldehido. Una vez concluida

la incubacién el gel fue lavado 2 veces por 20 segundos con agua destilada.

Revelado: Concluida la incubacion, el gel fue introducido a una solucién de revelado,
el cual estaba constituido de carbonato de sodio al 6% (p/v), 0.03% (v/v) de

formaldehido y 0.03% (v/v) de tiosulfato de sodio.

Detencién del revelado: una vez que se visualizo el perfil de interés, la reaccion de
revelado (oxidacion) fue detenida con una solucion de metanol al 25% (v/v) y acido

acético al 10% (v/v) (Ramon et al., 2015).
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3.5.2 Zimograma

Para la determinacion de la actividad enzimatica se emplearon métodos
electroforéticos (zimograma). Para la determinacion de la actividad proteolitica del
de las muestras se utilizaron 20-30 pg junto con agua destilada y buffer de carga
nativo (0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8; 10% glicerol, y 0.002% de azul de bromofenol);
luego se procedido a cargar el homogenizado en un sistema electroforético nativo
discontinuo, el cual consistié de un gel apilador al 4% de acrilamida/Bis-acrilamida
y un gel separador al 8% de acrilamida/Bis-acrilamida (anexo 3). Las muestras

fueron corridas a 100 V por 2.5 horas.

Una vez finalizada la corrida, se procedio a tefiir el gel con azul de coomassie (0.1%
de Azul de Coomassie R-250, 10% &cido acético, 45% metanol) por
aproximadamente 40 minutos en agitacion constante. Se pudo determinar la
actividad proteolitica de las diferentes muestras visualizando en el gel zonas claras.
Estas zonas claras fueron expuestas a proteasas presentes en las muestras las
cuales tuvieron la capacidad proteolitica para degradar el sustrato (gelatina), por

ende, estas zonas no pudieron tefirse con esta solucion de tincion.

3.5.3 SDS-PAGE 2D

Se tomo6 200 L de las muestras y se aforé a 1000 UL con agua MiliQ, seguidamente
se alicuoto en 2 tubos Falcon de 15 mL (500 yL por tubo) y se procedi6 a adicionarle
4 mL de acetona (frio) y se agito vigorosamente para luego afiadirle 500 uL de TCA.

Se dejo precipitando por 2 horas a -20°C. Posterior a la precipitacién de procedié a
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centrifugar a 18,000 g por 15 minutos; se tomo el sobrenadante y se lavé la pastilla
con acetonay se dejé evaporar en campana por 20 min. Finalmente se resuspendié
la pastilla en buffer de rehidratacion (Urea, 8M; Thiourea, 2M; CHAPS, 2%; DTT, 50

Mm:; Y Anfolito, 0.2%) y se procedid a correr en funcion a su punto isoeléctrico (pl).

Primera dimension: Se transfirio 135 pL de la muestra en el reservorio de tiras ()
y se incubo a 25°C por 1.4 horas. Seguidamente se coloco aceite mineral sobre las
tiras y se dejo incubar por 16 horas a 18°C. Una vez finalizada la incubacion las tiras

fueron puestas en el equipo proteam i12 IEF con los siguientes parametros:

PASO VOLTAJE GRAD. HAMP. VALUE
1 250 Rapid 50 0:15

2 4000 Grad. 50 1:00

3 4000 Rapid 50 15:00
4 500 Hold 7o H—

Segunda dimensidn: se retird la tira y se coloco en el reservorio junto en el buffer
desnaturalizante (Urea, Glicerol, DTT, SDS y Azul de bromofenol), se incubd por 15
min. a 25°C con agitacion leve. Finalmente se retiro la tira y se corrié en un sistema

electroforético desnaturalizante (SDS-PAGE) previamente mencionado.
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3.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
3.6.1 Captacion del radical DPPH

Se cuantificé la capacidad de los extractos para estabilizar el radical DPPH (2,2-
Difenil —1-Picrylhydrazyl), siguiendo la metodologia propuesta por Shimada (1992)
con ligeras modificaciones. A 100 L de cada uno de los extractos se adicion6 1 mL
de DPPH (0.1mM) diluido en alcohol etilico a 96%, se incubd a temperatura
ambiente a 30 min y se midi6 la absorbancia a 517 nm. El porcentaje de captacion

de radicales DPPH se calcula con la siguiente ecuacion:

AB—AM
AB

%Captacion de radicales DPPH :{ } X 100

AB= Absorbancia del blanco

AM = Absorbancia de la muestra

3.6.2 Poder reductor de Fe (lll)

El poder reductor de los extractos se determiné mediante la metodologia descrita
por Oyaizu (1986). Se tomaron 250 uL de la muestra y se le afladieron 250 uL de
buffer de fosfatos (0.2 M, pH 6.6) y 250 uL de ferricianuro de potasio al 1%, se agito
vigorosamente y se incub6 a temperatura constante (50°C, 20 min). Posteriormente
se le adicion6 250 uL acido tricloroacético al 10%. La mezcla resultante se centrifugd
(548 x g, 10 min); se tomo una alicuota del sobrenadante (500 uL) a la cual se

agregaron 400uL de agua destilada, inmediatamente se agrego cloruro férrico (100
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pL, 0.1%); se incubo a 50°C durante 10 min y se dejé enfriar durante 10 min.
Finalmente se determind la absorbancia a una longitud de onda de 700 nm. Para

determinar el porcentaje de reduccién de Fe(lll) se calculd con la siguiente férmula

AM—-AB

%PR :{ AM

}x1oo

%PR = Porcentaje del poder reductor
AB= Absorbancia del blanco

AM = Absorbancia de la muestra.

3.6.3 Capacidad quelante de Cu?*

Para la determinacion de la capacidad quelante de las proteinas se determiné
mediante los fundamentos propuestos por Carter (1971) modificado. Se preparoé el
blanco mezclando 1200 pL tampdn de acetato de sodio 50 mM (pH 6) + 25 uL de
violeta de pirocatecol 4 mM. El control se prepar6 mezclando con 1100 pL tampdn
de acetato de sodio 50 mM (pH 6) + 100 pL de agua destilada + 100 uL de solucién
patrén de Cu (1) (40.0 mg/mL) + 25 pL de violeta de pirocatecol 4 mM. La muestra
se prepar6 con 1000 pL tampdén de acetato de sodio 50 mM (pH 6) + 100 pL de
solucion patron de Cu (1) (40.0 mg/mL) + 25 uL de violeta de pirocatecol 4 mM se
dej6 reaccionar durante 5 min a temperatura ambiente y luego afiadir 100 mL de
muestra. Si la muestra tiene capacidad quelante se produce una disminucion de la

absorbancia a 632 nm. Se calcula el porcentaje de capacidad quelante como sigue:
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1-AbsVPCuM

0 —
HCQ _{ AbsVPCu

}x100

Dénde:

%CQ = Porcentaje de capacidad quelante.

AbsVPCuM = absorbancia del complejo de violeta de pirocatecol-Cu (Il) en

presencia de muestra.

AbsVPCu = absorbancia del complejo de violeta de pirocatecol-Cu (ll).

3.7 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

3.7.1 Determinacion de la Actividad antimicrobiana por difusion en disco

La actividad antimicrobiana de las muestras fue evaluada por el método de difusiéon
en disco. Se utilizaron cajas Petri con medio Muller-Hinton agar. El indculo utilizado
fue de 0.5 en la escala McFarland, lo cual equivale a 1 x 108 unidades formadoras
de colonias (UFC). Posteriormente, se le afadié al medio con un hisopo una
concentracion de 1 x 108 unidades formadoras de colonias. Como control positivo
(+) se utilizé ampicilina para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y ciprofloxacino
para Escherichia coli ATCC 25922. Como control negativo (-) se utilizé buffer de
fosfatos y glucosa 1M. Las cajas Petri fueron incubadas a 37° C durante 12 horas.
La formacion de halos transparentes alrededor de los discos representa la inhibicion

de crecimiento microbiano (Wanger, 2007).
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3.7.2 Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la
concentracién minima no inhibitoria (NIC) mediante microdiluciones

El ECPMA se homogenizé dentro de tubos eppendorf (1.5 mL) con agua destilada
(dependiendo del volumen utilizado en las muestras y el volumen utilizado en el
inoculo; el volumen final entre la muestra, agua destilada y el in6culo fue de 250
uL), con 250 pL de medio LB 2X y el respectivo indculo (5x 10° UFC) con un volumen
final de 500 uL. Para S. aureus se comenzé con la concentraciéon de 3200 pg/mL,
seguidamente se diluyo 2 veces hasta alcanzar una concentracion de 1600 pg/mL
y asi sucesivamente hasta alcanzar la concentraciéon mas baja que fue de 25 pg/mL.
Para E. coli se utilizaron concentraciones mayores a las utilizadas por S. aureus. Se
comenzdé con una concentracion de 5000 pg/mL, seguidamente se diluyo 2 veces
hasta alcanzar una concentracion de 2500 pg/mL, y asi sucesivamente hasta
alcanzar una concentracion de 39 pg/mL. Una vez finalizado con lo anterior, todas
las muestras fueron incubadas a 37°C por 24 horas a 250 rpm. La inhibicién del
crecimiento bacteriano fue medido en un espectrofotdmetro (Biofotometro 6131
Eppendorf) a 600 nm. Las muestras fueron preparadas por triplicado (Qaiyumi,

2007).

3.7.3 Determinacion del tipo de actividad antibacteriana

Una vez finalizado el método de la concentracion minima inhibitoria por
microdiluciones, se procedi6é a tomar 50 uL de cada tubo que no mostré visualmente
crecimiento bacteriano y se disemind en medio LB agar con ayuda de un hisopo.

Seguidamente se incub0 por 24 horas a 37°C. Por otra parte, el inoculo de inicio
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(5x10°%) se diluyo 1000 veces, luego se tomd 50 uL y se disemind en medio LB agar
y se incub6 por 24 horas a 37°C. Finalmente, luego de la incubacion se procedio a
contar las colonias provenientes de los tubos con tratamiento. Si el nimero de
colonias es igual o inferior a las del control se afirmara la actividad antibacteriana

del tipo bactericida (Qaiyumi, 2007).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONTENIDO PROTEICO

La miel de Apis mellifera regional posee un contenido proteico del 0.12% (0.1214 g
de proteina/100 g de miel) lo cual cae dentro de los estandares fisico-quimicos de
este producto a nivel mundial, y que ademas ya ha sido reportado en diversos

estudios (0.1 — 0.5%) tales como el de Chua y colaboradores (2015).

4.2 ANALISIS ELECTROFORETICOS

4.2.1 Por métodos desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se realiz6 un perfil proteico comparativo de la miel de Apis mellifera con dos
concentraciones de Acrilamida/Bis-acrilamida (10 y 12%), esto con el fin de poder
visualizar de mejor manera las bandas superiores e inferiores a las de ~25 kDa
(figura 7). Con el programa Gel Doc™ EZ de Bio Rad se obtuvieron el nimero de
bandas de cada perfil, intensidad de la banda y sus respectivos pesos moleculares.
Con el gel separador al 10% se pudo observar un total de 11 bandas diferentes,
mientras que con el gel separador al 12% se pudo observar un total de 13 bandas,
observandose mejor aquellas bandas menores a 25 kDa. Asimismo, se observé una

banda de aproximadamente 5 kDa pudiendo ser el péptido antimicrobiano

44



defensina-1. Por medio de esta técnica desnaturalizante se lleg6 a la conclusién

que el perfil proteico del ECPMA posee un aproximado de 14 bandas.

Acrilamida/Bis-acrilamida

10% 12%

W, oo

S4.0

~——~
7E6.3
59.2
52.3
39.6
38.4
273,
23.3

— BA-9

-10.0 =50

Figura 7: Analisis electroforéticos del extracto proteico de la miel de Apis mellifera.

Por otra parte, en ambos perfiles, la proteina (s) o las subunidad (es)
correspondientes a las bandas de ~23 y ~27 kDa del EPMA fueron las mas

abundantes, con aproximadamente el 60% del contenido total proteico. Chua y
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colaboradores (2015) identificaron mediante espectrometria de masas a las
proteinas presentes en las mieles de Acacia, Tualang, y Gelam de Malasia. Estos
autores identificaron a las proteinas MRJP1, MRJP2, MRJP5 y MRJP7 siendo la

MRJP1 la mas abundante en estas mieles.

En la miel de acacia se reportaron proteinas con pesos moleculares de 20.12 y de
27.12 las cuales tuvieron homologia con precursores de la proteina MRJP1 en la
base de datos de la pagina NCBI. Estos autores mencionan que bandas menores a
44.67 pueden ser productos de degradacion de la MRJP1. Por otra parte Simuth y
colaboradores (2004) analizaron el contenido proteico de mieles de diferentes
regiones, llegando a la conclusion de que la proteina mas abundante fue la
Apalbumina 1 (MRJP1). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en
ambos perfiles proteicos en el que las bandas de ~23 y ~27 kDa del ECPMA fueron
las mas abundantes y tuvieron pesos moleculares similares a los reportados por
Chua y colaboradores (2015). Esto nos puede indicar que en ambas mieles puede

predominar la proteina MRJP1.

4.2.2 Identificacién del proteoma

Para la identificacion proteica se tomaron diferentes pardmetros. Normalmente esta
es aceptable si la probabilidad es mayor al 95% y contiene al menos 2 secuencias
peptidicas identificadas en un 70-80%. Por otra parte, teniendo un score mayor al
30% puede indicar una probabilidad de identificacion del 95% (Kong et al., 2010).

Otro parametro de discriminacion utilizado en el presente estudio fue el “#proteinas”
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(pardmetro presente en la hoja de datos de la secuenciacién a analizar). Aquellos
péptidos identificados que hicieron match con una sola proteina fueron tomados en
cuenta. En la tabla 2 Se pueden observar las posibles proteinas que se pueden

encontrar en las bandas cortadas del gel (SDS-PAGE) Figura 8.
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Figura 8: Bandas cortadas (A1-A7) obtenidas por métodos electroforéticos (SDS-PAGE) para

secuenciar.

Cabe mencionar que para tener una mayor certeza en la identificacion proteica se
requiere una secuenciacion por ESI MS/MS, ya que ambas técnicas pueden ser
complementarias. Analizando las muestras con ambos métodos al mismo tiempo
nos puede dar un mejor analisis y discernimiento de las proteinas presentes en las
bandas (Chua et al., 2013). De igual forma, para tener una identificacion proteica

mas apropiada se requiere separar a las proteinas en funcién a su punto isoeléctrico
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y a su peso molecular por las técnica de SDS-PAGE 2D, cortar los spots y
posteriormente secuenciarlos. Debido a lo mencionado anteriormente, en el
presente documento se muestran a las proteinas identificadas como “posibles

proteinas”.

Tabla 2: Proteinas que se pueden encontrar en las bandas cortadas y posteriormente

secuenciadas.

Banda Proteina (s)

Al 1. Glucosa deshidrogenasa
2. MRJP1
3. MRJP2

4. MRJP3

A2 1. Glucosa oxidasa

2. MRJP1

3. MRJP3

4. MRJP5

A3 1. MRJP1

2. MRJP2

3. MRJP3

A4 1. MRJP1

2. MRJP2

3. MRJP3
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4. MRJP5

5. MRJP6

A5 1. MRJP1

2. MRJP2

3. MRJP3

4. MRJP5

A6 1. MRJP1

2. MRJP3

A7 1. MRJP1

Tal y como se observa en la tabla 2, las proteinas identificadas fueron las enzimas
Glucosa oxidasa y Glucosa deshidrogenasa, asi como a las proteinas MRJP1, 2,
3,5y 6. Por otra parte, Di Girolamo y colaboradores (2012), identificaron el proteoma
de cinco mieles monoflorales procedentes de Italia (castafia, girasol, acacia,
eucalipto y naranjo). Este grupo de trabajo identificé a la enzima a-glucosidasa y al
péptido antimicrobiano defensina-1 los cuales no fueron identificados en el presente
estudio. De igual forma identificaron a cinco proteinas pertenecientes a la familia
MRJP (MRJP1-5) las cuales fueron las mas abundantes. En el mismo contexto,
Rossano y colaboradores (2012) elucidaron el proteoma de mieles uniflorales

(naranjo, castafa, eucalipto y zulla) provenientes del sur de ltalia. Estos autores
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encontraron a las proteinas MRJP1-5, a las enzimas a — glucosidasa, glucosa

oxidasa y super oxido dismutasa y a la proteina apimisina.

Con lo mencionado anteriormente, se puede observar que las proteinas que pueden
ser las constituyentes principales de mieles Italianas son las MRJP1-5, mientras que
las proteinas MRJPs que se pueden encontrar en las mieles regionales también son
5, pero difiere en que la MRJP4 no se localizoé en la miel regional mientras que la
MRJP6 no se encontro en las mieles de Italia. Con lo mencionado anteriormente se
pueden establecer parametros de discriminacion entre mieles de diferentes

regiones en funcion al contenido de las proteinas MRJPs.

4.2.3 SDS-PAGE-2D

Este método separa a las proteinas en funcion a su punto isoeléctrico (primera
dimensién) y a su peso molecular (segunda dimension), por lo cual es la hace la
técnica electroforética mas sensible y adecuada para determinar el contendio real

de diferentes proteinas en un medio, en este caso patrticular, la miel.

Con esta técnica se pudo determinar que la miel de Apis mellifera regional posee al
menos 20 proteinas diferentes. Se puede observar que al menos 5 bandas pueden
albergar a mas de 2 proteinas, algo que con la técnica SDS-PAGE no se hubiese
podido determinar. Esto nos muestra, que tal y como se habia observado y discutido
en la identificacion del proteoma, que cada banda puede albergar a mas de una
proteina. La banda de ~25 kDa (precursor MRJP1) puede albergar hasta 8 proteinas

diferentes, esto puede justificar su intensidad dentro del perfil por SDS-PAGE. Con
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este resultado podemos observar que en esta banda se encuentran variantes de

hidrolizados de la proteina MRJP1, los cuales pueden diferir en su glicosilacién y en

su sitio de protedlisis.

2(A1)

4(A3)
5(A4)

6(A5)

7(A6)

8(A7)

Figura 9: Perfil electroforético del ECPMA por la técnica de SDS-PAGE 2D. Los spots se

encuentran marcados por circulos rojos.

Por otra parte, se puede observar que el punto isoeléctrico de la mayoria de las
proteinas de la miel se encuentra entre el pH 4 y 5. Este dato es esperado debido a

que el pH de la miel oscila entre 3.5.
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4.3 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE LA MIEL DE APIS

La familia proteica MRJP esta conformada por 9 proteinas altamente glicosiladas
(MRJP1-MRJP9) con pesos moleculares que comprenden de 45 a 68 kDa. Estas
macromoléculas son altamente homodlogas ya que comparten 111 aminoacidos
conservados (Buttstedt et al., 2013). Por lo mencionado anteriormente es muy
complicada su separacion por lo cual se optd por la cromatografia por afinidad

glicosidica.

Se obtuvieron 5 fracciones (F1-F5) siendo la F1 la cual albergo a proteinas no
glicosiladas o muy poco glicosiladas. Por otra parte, en las fracciones 2-5 se
encontraron proteinas glicosiladas las cuales tuvieron la facultad de unirse a la
Concanavalina A. finalmente, para la validacion de la separacion se realiz6 un SDS-

PAGE (figura 9).

Se pudo observar que debido a la gran cantidad y a la diversidad proteica de la miel
no se pudieron purificar en su totalidad a estas biomoléculas, en su lugar, obtuvimos
un conjunto de proteinas por fraccion (esta diferenciacion esta dada principalmente

por su nivel de glicosilacion) tal y como se puede apreciar en la figura 10.
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Figura 10: Validacion de la separacion proteica del ECPMA por SDS-PAGE.

Por otro lado, se pudo observar en todas las fracciones a los hidrolizados de la
proteina MRJP1 (~25 kDa). Esto se puede justificar debido a que tal y como se
habia observado por la técnica de SDS-PAGE 2D, la banda de ~25 kDa podia
albergar hasta 8 proteinas diferentes, las cuales provienen de la proteina MRJP1,

tal y como se reporta con los datos obtenidos en la secuenciacion.
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4.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Una vez observado que el extracto proteico contiene gran cantidad de hidrolizados
de la proteina MRJP1, se procedi6 a evaluar al ECPMA para ver si contenia enzimas
proteoliticas. Para ello se realizO un zimograma que contenia como sustrato

gelatina al 2%.

Se pudo observar que la fraccién 1y por consiguiente el ECPMA contienen al menos
una proteasa, esto se dedujo debido a la zona clara de hidrolisis que se pudo

visualizar en el gel (figura 11).

Figura 11: Zimograma. Carril I, ECPMA; carril Il, F1; carril lll, F2; carril IV, F3; carril V, F4,

carril VI, F5.
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Es importante mencionar que, Rossano y colaboradores (2012) en su estudio
reportaron la presencia de serin-proteasas en las mieles regionales del sur de Italia
(miel de naranjo, castafia, eucalipto y de zulla). De igual forma, estos autores
mencionan que estas proteasas son capaces de hidrolizar a las proteinas MRJP, en
especial a la MRJP1. Por lo cual, con lo mencionado anteriormente y recopilando
datos obtenidos por Chua y colaboradores (2015) se puede hacer alusién a que los
precursores de la MRJP1 (~ 25 kDa) presentes en las mieles de Malasia y

posiblemente en las regionales sean producto de estas enzimas.

En el mismo contexto, Lopez (2016) reportd la presencia de una proteasa de tipo
serina en la jalea real de Apis mellifera. Por otra parte, Girolamo y colaboradores
(2012) mencionan que las proteinas presentes en las mieles son semejantes a las
proteinas presentes en la jalea real, excepto a que la variedad de proteinas en las
mieles es mucho menor y en ordenes inferiores con respecto a su cantidad. Con lo
mencionado anteriormente, es posible que la proteasa de tipo serina presente en la

jalea real regional sea la misma a las de las mieles regionales de Apis mellifera.

Por otra parte, una vez observada la actividad proteolitica en la fraccién 1 se
procedié a realizar un SDS PAGE 2D para determinar el nimero de proteinas
diferentes presentes en la fraccion, sabiendo que dentro de esta misma se

encuentra al menos una proteasa (figura 12).
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Figura 12: SDS PAGE 2D de la fraccién 1.

Se puede observar en la figura 12 que la fraccion numero 1 posee al menos 8
proteinas diferentes. Se pueden observar 4 proteinas con pesos moleculares de
~25 kDa con pl que van de 4 a 5. 5. Estas proteinas, que tal y como se ha comentado
en secciones anteriores pudieran ser fragmentos de la proteina MRJP1. Por otra
parte se pueden observar 3 proteinas con pesos moleculares que oscilan en 35 kDa
con pl que comprenden de 5 a 6. Algo interesante por mencionar es que estas 3
proteinas no se observaron en el SDS PAGE 2D realizado con el extracto crudo.
Esto puede ser debido a la presencia de proteinas que se encuentran en mayor
cantidad y por ende en mayor concentracion en el extracto que estas Ultimas

previamente mencionadas. En el mismo contexto, la Ultima proteina que se puede
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apreciar en el gel tiene un peso molecular de 18 - 20 kDay un pl de 6.5 - 7. Al igual
que las tres proteinas previamente mencionadas, esta Ultima no se encuentra en el
gel del extracto proteico, teniendo la misma discusion comentada previamente.
Rossano y colaboradores (2012) en su estudio determinaron por métodos
electroforéticos no desnaturalizantes (Zimograma 2D) la presencia de proteasas de
tipo serina en mieles monoflorales de Italia. En la miel de Eucalipto estos autores
encontraron a un grupo de proteasas con pesos moleculares que oscilan entre 21 a
23.6 kDa con un pl de 6.4 a 8. En la miel de Castafia encontraron proteasas con
pesos moleculares de 22.8 kDa y con pl de 5.9 - 6.6.Por ultimo, en la miel de Zulla
localizaron zonas de degradacién pertenecientes a proteasas con pesos
moleculares de 24 kDa y con pl de 4.9 - 6,8. Con lo mencionado anteriormente, la
proteasa presente en la fraccion 1 se podria localizar en el gel (SDS PAGE 2D) y

puede estar representada con el spot de ~18-20 kDa y un pl de ~6.5 - 7.

4.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

4.5.1 Actividad de captacion de radicales libres por el método DPPH

Se realiz6 este método para evaluar la capacidad antioxidante en la forma reductora
como donador de &tomos de Hidrogeno del ECPMA y de las 5 fracciones obtenidas
por cromatografia por afinidad. Se pudo observar que el ECPMA y cuatro de las
cinco fracciones tuvieron la capacidad de reducir a este radical. Con el programa

GraphPad Prism 7.0 se calcularon las concentraciones requeridas para neutralizar
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en un 50% al radical (IC50) del ECPMAy de la F1, teniendo un IC50 de 3.42y 10.11

HMg/ul respectivamente (figura 13).

IC 50 (DPPH)

Figura 13: IC50 del ECPMA y de la fraccion 1 obtenido por el método DPPH.

Por otra parte, se utilizé6 acido ascérbico como control, el cual tuvo un IC 50 de
0.01804 ug/uL. Esto quiere decir que la capacidad reductora del extracto proteico
de la miel de A. mellifera no es muy alta. Esto puede ser debido a que el extracto
posee un complejo de proteinas las cuales pueden enmascarar la cantidad real de
aguella proteina con posible actividad reductora. Se requeriran métodos
cromatograficos mas exactos para obtener la proteina con actividad biolégica y su
respectivo IC 50. De igual forma se obtuvieron los porcentajes de inhibicion de las

fracciones 2-5 por este mismo método (figura 14). Se observo que la fraccidén 2
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obtuvo un gran porcentaje de inhibicion, pudiendo contener las principales proteinas

gue le brindan la capacidad antioxidante al extracto proteico.

% DE INHIBICION

9.3 pg/uL

Figura 14: Porcentajes de inhibicion de las fracciones 2-5.

Chua y colaboradores (2015) determinaron la capacidad antioxidante de las mieles
de Acacia, Tualang y Gelam provenientes de malasia. Ellos evaluaron la capacidad
reductora de los extractos por el método de DPPH teniendo como resultados los
siguientes: El IC 50 para la miel de Acacia fue de 0.78 pg/pL, para la miel de Tualang
fue de 0.93 pg/pL y para la miel de Gelam fue de 1.08 pg/uL. EI IC 50 del extracto
proteico de la miel regional fue de 3.42 ug/uL, el cual no es tan efectivo contra el

radical evaluado en comparacion con las mieles de Malasia. Esto puede ser debido
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por factores regionales, los cuales podrian influir en la diferenciacion proteica e

incluso en su cantidad.

Por otra parte Nagai e Inoue (2004) analizaron la capacidad antioxidante de los
extractos proteicos de la jalea real por el método de DPPH. Estos autores
mencionan en su estudio que con cantidades mayores a 5 ug/uL podian reducir al
radical DPPH en un 14%. Esto significa que el poder reductor del extracto proteico
de la miel regional es mucho més efectivo ya que con menos cantidad de proteina
se puede alcanzar una inhibicién de este radical del 50%. Las proteinas MRJPs
representan aproximadamente el 90% del contenido total proteico soluble en jalea
real (Schmitzova et al., 1998; Sano et al., 2004; Santos et al., 2005; Scarselli et al.
2005). Con estos resultados se puede hacer alusion a que esta familia proteica
puede ser la responsable de la actividad antioxidante tanto en la fraccion proteica
de la jalea real como de la miel, que tal y como se habia discutido en la seccién
anterior, las proteinas predominantes en las mieles evaluadas por Chua y

colaboradores (2015) y Girolamo y colaboradores (2012) fueron las MRJPs.

4.5.2 Ensayo poder reductor de Felll

Se observoé que el extracto proteico de la miel de Apis mellifera fue capaz de reducir
al Felll, lo cual demostr6 la capacidad reductora (dador de electrones) de estas
proteinas. Por otra parte se pudo observar que el ECPMA tuvo un IC 50 de 16.37
pg/uL (figura 15), mientras que el IC50 del acido ascorbico fue de 0.003 pg/uL, lo

cual muestra una vez mas que la capacidad del extracto no es tan sobresaliente
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como la del &cido ascorbico. Tal y como se discutidé en la seccion anterior, esto
puede ser debido a que en el extracto se encuentran diferentes proteinas las cuales
pueden enmascarar la verdadera cantidad de aquella proteina con capacidad

antioxidante.

Figura 15: IC50 del ECPMA y de la fraccion 1y 2 obtenido por el método reductor de Felll.

Asimismo, se determiné la capacidad antioxidante de las cinco fracciones, siendo
Gnicamente las fracciones 1y 2 a las cuales se les pudo determinar su IC 50 con
15.9 y 34.92 pg/uL respectivamente. Cabe mencionar que las fracciones 3-5
tuvieron una actividad antioxidante ligera con porcentajes de inhibicion de hasta
30% con concentraciones de 37 ug/puL (F4) (datos no mostrados). Con los datos
obtenidos se puede mencionar que las proteinas presentes en la fraccion 1 pueden

ser las principales responsables de brindarle la capacidad antioxidante del tipo
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reductora al extracto proteico, esto debido a que su IC 50 (15.9 pg/uL) es casi similar
al del extracto (16.37 pg/uL), y que las demas proteinas presentes en las fracciones

2 a5 pueden contribuir con esta propiedad.

Por otra parte, en el SDS PAGE 2D de la fraccion 1 (figura 12) se pueden observar
principalmente fragmentos de ~25 kDa los cuales puedan ser los responsables de
la actividad antioxidante. Por lo cual, una de las posibles funciones de estas

proteinas sea la de proteger a la miel de los radicales libres presentes en el medio.

El método DPPH muestra la capacidad reductora de las muestras en la forma de
donacién de atomos de Hidrogeno, por otra parte, el método reductor de Felll evallia
la capacidad reductora de las muestras por medio de la donacién de electrones. La
cantidad requeridas del ECPMA para reducir en un 50% al Felll fue de 16.37 pg/uL.
Por otra parte la cantidad requerida del ECPMA para inhibir en un 50% al radical
DPPH fue de 3.42 ug/uL. Con estos resultados se puede observar que los extractos
proteicos actian mejor como reductores en funcion a la donacion de atomos de

Hidrogeno.

4.5.3 Capacidad quelante de Cu?* del ECPMA

Tal y como se habia comentado en la seccion anterior, el ECPMA mostré capacidad
antioxidante de tipo reductora (donacion de electrones y donacién de atomos de
hidrogeno). Por otra parte, este mismo extracto no mostré tener la capacidad

queladora y esto se determiné con el ensayo de Cu?*. Cabe mencionar que hasta
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el momento no existen reportes los cuales hayan evaluado la capacidad quelante

de las proteinas de la miel ni de otro producto de la colmena.

Los aminoacidos pueden actuar como queladores debido a que pueden utilizar al
nitrégeno del grupo amino y al oxigeno del grupo carboxilo para “secuestrar” a los
iones metdlicos tal y como se aprecia en la figura 16. Estos aminoacidos lo hacen

de tal forma que dos o tres de ellos se unen a un solo ion (Ashmead. H, 1991).

Figura 16: Glicina y metionina incorporando a su estructura a un ion metalico (Ashmead. H,

1991).

Los aminoacidos no terminales presentes en las proteinas de la miel tienen
ocupados sus atomos de nitrégeno del grupo amino y el atomo de hidrogeno que
participa en los enlaces de los quelatos se pierde debido al enlace peptidico. Esto
ocasiona impedimentos estéricos impidiendo la unidn de iones, tales como el de
cobre. Los aminoacidos que pueden ser queladores son los que poseen carga
positiva y negativa. Siguiendo en el mismo contexto es posible que las proteinas

presentes en las mieles no cuenten o en su defecto, posean pocos de estos
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aminoacidos “libres” los cuales sean capaces de interactuar con iones metalicos
presentes en el medio exterior. Con estos resultados se observa que los extractos
proteicos poseen Unicamente capacidad antioxidante del tipo reductora (donacion

de atomos de hidrogeno y donacién de electrones) pero no del tipo quelante.

4.6 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
4.6.1 Actividad antimicrobiana por difusion en disco

Para la actividad antimicrobiana se evaluaron los extractos proteicos (mayores a 3
kDa) de la miel de Apis mellifera contra las bacterias patégenas Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se pudo observar que el
ECPMA tuvo actividad antimicrobiana contra una cepa Gram positiva como lo es S.
aureus (figura 17 A). Por otra parte, se evalud la capacidad antimicrobiana del
ECPMA contra una bacteria Gram negativa como lo es E. coli y tal y como se habia
comentado en el parrafo anterior, este extracto tuvo también la capacidad de inhibir

el crecimiento de este microorganismo (figura 17 B).
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Figura 17: Actividad antimicrobiana por el método de difusion en disco del ECPMA contra

Staphylococcus aureus (A) y Escherichia coli (B). A1.5=1.5mg, A1=1mg.

Para determinar que bacteria fue mas susceptible a las proteinas de la miel de Apis

se procedié a medir los halos de inhibicién los cuales se presenten en la figura 18.
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Figura 18: Diametros de los halos de inhibicién del ECPMA contra S. aureus y E. coli.
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Se pudo observar que la bacteria S. aureus fue mas propensa a la inhibicion del
ECPMA debido a que su halo de inhibicion fue mucho mayor. Esta bacteria es de
tipo Gram positiva por lo que la proteasa presente en el extracto podria estar
influyendo en esta capacidad. Se requerirdn otras técnicas como la inactivacion

proteolitica para corroborar esta teoria.

4.6.2 Concentracién minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima no

inhibitoria (NIC)

Para determinar el MIC y el NIC se utiliz6 el método propuesto por Lambert &
Pearson (2000, modificado). Estos autores determinaron estos valores utilizando la
regresion no linear; insertando los valores de X como el logaritmo de la
concentracion del antibidtico (en este caso el ECPMA). Seguidamente, ajustaron los
datos al modelo Gompertz. Para obtener estos valores se utiliz6 el programa

estadistico GraphPad Prism 7.

Tal y como se habia observado con la actividad antimicrobiana por difusién en disco,
nuevamente el ECPMA resulté ser méas efectivo contra la bacteria Gram positiva S.
aureus teniendo un MIC de 932.3 pg/mL (Figura 19) en comparacién con E. coli el

cual tuvo un MIC de 2243 pug/mL (Figura 20).
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Figura 19: MIC del ECPMA vs S. aureus obtenido por métodos estadisticos.

En el mismo contexto, se pudo observar que con concentraciones inferiores a 400

y 1250 pg/mL para S. aureus y E. coli, respectivamente, se favorecio a la

proliferacion bacteriana en mas del 100% (tomando como 100% el crecimiento

bacteriano en el control positivo). Esto puede ser debido a que en el extracto

coexisten varias proteinas, de las cuales, algunas de estas podrian actuar

principalmente como fuente de nitrdgeno y no como agentes antibacterianos. Por lo

tanto, es muy probable que aquella proteina con actividad antimicrobiana se

encuentre en bajas cantidades dentro del extracto.
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Figura 20: MIC del ECPMA vs E. coli obtenido por métodos estadisticos.

Por otra parte, se obtuvo la concentracion minima no inhibitoria (NIC) la cual es la

concentracion del antibidtico en el cual no se aprecia un decremento significativo de

células viables, lo cual significa que a concentraciones mayores a las del NIC se

obtendran resultados significativos en cuanto al decremento celular y como

consecuencia, a la muerte bacteriana. Tal y como se observé en el MIC, S. aureus

mostré ser nuevamente la bacteria mas susceptible a las proteinas de la miel,

teniendo un NIC de 438.1 pug/mL (Figura 21) en contraste con E. coli, el cual obtuvo

un NIC de 1452 pg/mL (Figura 22).

68



de inhibicién

%

% de inhibicidn

NIC S. aureus

200 - logNIC | 2.642
Slope 8.288
Leod Bottom | 1.389
>0 Span | 147
NIC 438.1
1009
504
0

Log [ECPMA]/pg/mL

Figura 21: NIC del ECPMA vs S. aureus obtenido por métodos estadisticos.
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Figura 22: NIC del ECPMA vs E.coli obtenido por métodos estadisticos.
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4.6.3 Determinacion de la actividad bactericida

Con el fin de elucidar el tipo de actividad antibacteriana se procedié a tomar 50 L
de los tubos en los cuales no se apreci6 visualmente crecimiento bacteriano. Para
S. aureus se tomaron los tubos que albergaron concentraciones del ECPMA de
3200 y 1600 ug/mL y para E. coli de 5000 y 2500 yg/mL. Para que exista una
actividad bactericida se debe de erradicar en un 99.9% a la bacteria. En primera
instancia se procedié a diluir 1000 veces el inoculo de inicio (5x10°) y se disemind
50 uL en medio solido. Seguidamente, después de 24 horas se procedié a contar y
comparar el numero de colonias que crecieron en el control con las que crecieron
en presencia del antibiético. Si el nimero de colonias que crecieron en el medio
solido (muestras) fueron las mismas o menores a las contadas en el control se dice

gue posee actividad antibacteriana del tipo bactericida.

Tal y como se aprecia en las figuras 23 y 24 el ECPMA posee actividad
antibacteriana del tipo bactericida tanto para S. aureus como para E. coli. Para S.
aureus se puede apreciar Unicamente una colonia en el medio solido

correspondiente al tratamiento con 3200 ug/mL (figura 23 B) y ni una colonia con el

tratamiento de 1600 pyg/mL (figura 23 C).
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Figura 23: Determinacion de la actividad bactericida del ECPMA vs S. aureus mediante
conteo de colonias. Control diluido 1000 veces (A). Tratamientos de 3200 y 1600 pg/mL (B y

C respectivamente).

Para E. coli se pudo apreciar Unicamente una colonia para el tratamiento con 5000
pg/mL (figura 24 B) y ni una colonia con el tratamiento con 2500 ug/mL (figura 24

C).
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Figura 24: Determinacién de la actividad bactericida del ECPMA vs E. coli mediante conteo
de colonias. Control diluido 1000 veces (A). Tratamientos de 5000 y 2500 ug/mL (By C

respectivamente).

Con lo dicho anteriormente, se puede mencionar que el extracto crudo proteico de
la miel de Apis mellifera posee actividad antimicrobiana del tipo bactericida contra
las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 25922. Para
estas actividades se requirieron cantidades considerables de proteina para que
estas mantuvieran un efecto sobre las bacterias. Tal y como se habia discutido

anteriormente es posible que gran parte de las proteinas presentes en el extracto
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no posean la propiedad de agente antibacteriano y la proteina (s) que posee esta

actividad se encuentre en bajas concentraciones.

Existen trabajos los cuales evallan la actividad antimicrobiana de mieles de Apis
mellifera de diferentes regiones, pero no de sus extractos proteicos, por lo cual, este
es el primero en su tipo. El Unico trabajo el cual se asemeja es el realizado por
Kathireswari y colaboradores (2014) los cuales evaluaron el potencial
antimicrobiano del extracto proteico de la miel Apis cerana proveniente de la India.
Estos autores mencionan que estas proteinas poseen actividad antimicrobiana
contra cuatro bacterias patdégenas, incluyendo E. coli. De igual forma, para conocer
gue proteinas poseen esta actividad se realizé un fraccionamiento proteico, dando
como resultado dos fracciones (menores y mayores a 30 kDa). Finalmente, estos
investigadores concluyen que las proteinas menores a 30 kDa son las responsables

de esta propiedad bioldgica.

4.6.4 Determinacién de la actividad antimicrobiana de las fracciones (F1-F5)

por difusién en disco.

Una vez corroborada la propiedad antimicrobiana del extracto proteico se procedio
a fraccionar y a evaluar a las cinco fracciones obtenidas por cromatografia por el
método de difusion en disco, recalcando que la fraccion 1 posee a las proteinas no
glicosiladas o menos glicosiladas y la fraccién 5 a las proteinas con mayor nivel de

glicosilacion.
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Figura 25: Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones 1-5 vs S. aureus (A) y

E. coli (B).

Se pudo observar que Unicamente la fraccién nimero 5 ejercié un efecto negativo
sobre el crecimiento de ambas bacterias evaluadas (figura 25), no obstante, no se
obtuvo una inhibicion total pero a simple vista se observd una disminucion en el
namero y el tamafio de las colonias. El que no haya habido una inhibicién clara
puede ser debido principalmente a dos razones: a la baja cantidad proteica utilizada
de la fraccion 5; que por cierto fue la mas baja de las 5 fracciones con 32 ug, o a la
baja difusién en el agar que pudiesen tener las proteinas de gran tamafio presentes
en esta misma fraccion. Por otra parte, tal y como se habia discutido en la seccién
4.6.1 para la inhibicion de S. aureus y E. coli se utilizaron 1000 ug, y comparandolo
con los 32 ug (3.2% en comparacion a lo utilizado con el ECPMA) utilizados en la

presente evaluacion se puede hacer alusion de que el fraccionamiento del ECPMA
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nos ayudd con una purificacion parcial de la proteina de interés, la cual es del tipo

glicosilada.

Una vez determinada la actividad antimicrobiana de la fraccion 5 se procedié a

analizar las proteinas presentes con el método SDS PAGE 2D, (figura 26).

180
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Figura 26: SDS PAGE 2D de la fraccion 5.

Tal y como se observa en la figura 26 la fraccién 5 mostr6 un total de 3 proteinas;
dos proteinas con pesos moleculares de ~25 kDa con pl de 5.9 y 6.1, las cuales
podrian corresponder a fragmentos de la proteina MRJP1, cabe mencionar que
estas proteinas se pudieron observar también en el gel correspondiente al extracto

proteico. Por otra parte, se puede observar un spot con un peso molecular menor a
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15 kDa y con un pl aproximado de 7. El spot previamente mencionado puede ser el

principal candidato a albergar a la proteina antimicrobiana
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El perfil proteico del extracto mostré6 por SDS-PAGE un total de 14
bandas, mientras que el perfil proteico por SDS-2D mostr6é al menos 20
bandas. Finalmente, el zimograma revel6 la presencia de al menos una
proteasa.

Las proteinas que se pudieron identificar parcialmente en la miel regional
de Apis melifera son las MRJP1, 2, 3, 5y 6, asi como a las enzimas
glucosa deshidrogenasa, glucosa oxidasa y proteasas.

El ECPMAYy las fracciones 1, 2,3 y 5 fueron capaces de reducir al radical
DPPH siendo la fraccion 2 la que mejores resultados mostrd. Por otra
parte, el ECPMA vy las fracciones 1-5 fueron capaces de reducir al Felll,
mostrando a la fracciéon 1 con mejor capacidad antioxidante. Por dltimo,
el ECPMA no posee la capacidad quelante.

El ECPMA tuvo actividad antimicrobiana de tipo bactericida contra S.
aureus y E. coli; teniendo un CMI de 932.3 pg/mL y de 2243 pg/mL
respectivamente. Por otra parte, la fraccion 5 mostré actividad

antimicrobiana contra las cepas evaluadas.
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ANEXOS

Anexo 1: Composicidn del gel apilador al 4% (SDS-PAGE)

GEL APILADOR 4%

ACRILAMIDA 30%
BUFFER PH 6.8, 0.5 M
AGUA DESTILADA

SDS 10%

664 pl
504 pl
3.726 ml

50 ul

PERSULFATO DE AMONIO 10% | 50 pl

TEMED 10 pl

Anexo 2: Composicion del gel separador al 10 y 12% (SDS-PAGE)

GEL SEPARADOR 10% GEL SEPARADOR 12%

ACRILAMIDA 30% 4 mL 4.8 mL
BUFFERPH 8.8,1.5M 3 mL 3mL
AGUA DESTILADA 4.8 mL 4 mL
SDS 10% 120 pL 120 pL
PERSULFATO DE 60 pL 60 L
AMONIO 10%

TEMED 10 L 10 pL
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Anexo 3: Composicién del gel separador al 8% (Zimograma)

8%

ACRILAMIDA 30%

BUFFER PH 8.8

GELATINA AL 2%

PERSULFATO DE

AMONIO 10%

TEMED

3.2ml
3ml
5.6 ml

60 L

10 L
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