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RESUMEN

El aprovechamiento de nuevas oportunidades de mercado requiere del desarrollo de
cadenas de valor de algunos productos, aptos para su cultivo y transformacion. El
cartamo (Carthamus tinctorius) es un cultivo herbaceo y anual que se lo explota
actualmente en la Norpatagonia para la obtencion de aceites, los cuales presentan
propiedades benéficas para la salud. Durante la extraccion del aceite se genera un
subproducto (pellet o torta) que generalmente se descarta o se lo reutiliza para la
elaboracion de alimento animal. Este trabajo tuvo como objetivo la obtencion de un
aislado proteico con actividad biologica a partir de harina obtenida luego de la
extraccion de aceite de las semillas de cartamo. La harina desgrasada con acetona en
una relacion de 1:5 se utiliz6 para extraer proteinas con dimetilsulfoxido. El extracto
proteico fue dializado en buffer fosfato 10 mM pH 7. Las proteinas fueron
caracterizadas mediante SDS-PAGE. Las actividades biologicas evaluadas fueron:
actividad antioxidante a través del método ABTS; actividad hemoaglutinante (AH), a
partir de la observacion de la aglutinacion de eritrocitos humanos 0(+) y actividad
antitumoral, utilizando el modelo del pez cebra (Danio rerio). La caracterizacion
fisicoquimica del aislado confirmé que se logro aislar proteinas de bajo peso molecular
en un rango de 15-30 kDa, las mismas han sido descriptas para esta especie como ricas
en los aminoacidos metionina y cisteina. El aislado proteico mostr6 actividad
antioxidante de 0,84 pmoles equivalente de Trolox/mg de proteina y una actividad
hemoaglutinante especifica de 133 U/mg de proteina. Por ultimo, se evalué la potencial
actividad antitumoral del aislado durante 48 h y se observo que una concentracion de
proteinas de 180 pg/ml inhibi6 el desarrollo normal del embrién del pez cebra. Los
resultados de las actividades biologicas evaluadas resultan prometedores para la
utilizacion de estas proteinas en la formulacién de nuevos alimentos funcionales.
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INTRODUCCION

Hay una tendencia global en el desarrollo de aislados y concentrados proteicos que
ayuden a cubrir los déficit nutricionales de la poblacion mundial. En este contexto, la
busqueda y evaluacion de nueva fuentes de proteinas y péptidos bioactivos ayudara a
mejorar la salud humana y contribuira en la prevencion de enfermedades cronicas. La
eleccion de la fuente de proteina puede evaluarse ya sea, considerando propiedades
bioldgicas de interés para la salud humana o por la necesidad de agregar valor a
proteinas subutilizada. Este enfoque proporciona la oportunidad de diversificar el uso de
los cultivos agricolas mas alla de los propdsitos basicos de nutricion y biocombustibles.
Especies como Carthamus tintorius L. (cartamo) han sido introducido como cultivos
alternativo en la zona de la Patagonia Norte. El mismo es un cultivo que se adapta a
suelos poco fértiles, diferentes climas y necesita poca agua. Estas caracteristicas
agrondémicas hace que sea una especie altamente adaptada a condiciones de aridez de
zonas de la Patagonia Norte y sea utilizada para la obtencion de aceite (Composicién de
la semilla: aceite: 35-50 %, proteinas: 15-20 %, carbohidratos: 35-45 %) (Rahamatalla
et al., 2001). Luego de la extraccion de aceite, el remanente solido o torta es usado para
la alimentacion animal dado su alto contenido de proteinas. Este subproducto de la
obtencion de aceite de cartamo puede ser empleado para la obtencion de aislados
proteicos con el fin de ser incluidos en alimentos para mejorar sus propiedades
nutricionales y aprovechar mas eficientemente las proteinas de cartamo (Betschart,
1979; Sridhara & Prakash, 1987). Las proteinas de las semillas del cartamo estan
constituidas predominantemente por una fraccién 12S y otras tres componentes cuyos
valores de coeficiente de sedimentacion son: 2S, 7S y 17S (Latha & Prakash 1984).
Estas fracciones, contienen una mezcla de albuminas (solubles en agua), globulinas
(solubles en sal) y proteinas de glutelinas (solubles en alcalis). La fraccion 2S consta de
ocho cadenas de polipéptidos, con pesos moleculares que varian de 10,000 a 18,000 Da;
dos de estas cadenas tienen niveles de metionina (16 %) y cisteina (8 %) superiores a lo
normal (Kortt y Caldwell, 1990). Este alto nivel de aminoacidos que contienen azufre
puede ser importante para el valor nutricional y funcional de los aislamientos
resultantes.  Aislados obtenidos de semillas de cartamo han exhibido actividades
bioldgicas, incluyendo inmunomodulacion, anti-infarto, anti-alérgicos, efectos anti-
inflamatorios y anti-estrogénicos (Chang et al., 2008). Sin embargo, hasta el momento
no se han descripto estudios con propiedades antitumorales y antioxidante de sus
aislados proteicos. El objetivo de este trabajo fue obtener un aislado de proteinas de



bajo peso molecular con actividad bioldgica, a partir de la torta obtenida luego de la

extraccion de aceite de las semillas de cartamo.

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencidn y caracterizacion de aislados proteicos

Con el objeto de estudiar las propiedades bioldgicas de las proteinas de cartamo es
necesario obtener aislados proteicos a partir de harina desgrasada e identificar
caracteristicas fisico-quimicas de los péptidos activos.

1.1. Obtencién de aislado de proteinas de bajo peso molecular

Con el objetivo de obtener un aislado con proteinas de bajo peso molecular a partir de
harina proveniente de semillas de cartamo, se utiliz6 como medio de extraccion
dimetilsulfoxido (DMSQ) al 100 %. La extraccion se llevé a cabo en una relacion 1:10,
a temperatura ambiente durante 3 h. El aislado fue dializado con una membrana con cut
off de 14 kDa en buffer fosfato 10 mM pH: 7,0 durante 24 h a 8 °C. Se determind el
contenido de proteinas por el método de Bradford.

1.2. Caracterizacion fisicoquimica de aislados proteicos

Las proteinas obtenidas fueron caracterizadas mediante electroforesis desnaturalizante y
reductora por el método SDS-PAGE de Laemmli (1970) usando geles de separacion de
10 % y 16 % de acrilamida.

2. Actividades bioldgicas

2.1. Determinacion de lectinas o hemoaglutininas

Las hemoaglutininas son proteinas que tienen la capacidad caracteristica de aglutinar los
glébulos rojos de una manera similar a los anticuerpos. Para su determinacion, células
rojas de la sangre fueron resuspendidas en solucién fisiolégica (NaCl 0,9 %) a una
concentracion final de 4 %. Por otro lado, se prepararon diferentes diluciones seriadas
del aislado proteico y 50 pl de estas se agregan en platos multipocillo donde
previamente se agrego0 la suspension de globulos rojos (50 pl). Luego de 1 h se observd
si hay hemoaglutinacion a 37 °C. Una unidad de hemoaglutinacion se define como la
minima cantidad de lectina capaz de aglutinar células y es equivalente a una
concentracion de 2 pg/ml de lectina (Rinderle, 1990).

2.2. Determinacion de actividad antioxidante in vitro

La determinacion de la actividad antioxidante del aislado proteico fue evaluada
mediante los métodos de DPPH y de ABTS segun Brand-Williams et al. (1995) y Re et

al. (1999) respectivamente. Brevemente, una solucion de 1 mg/ml de proteinas fue



utilizada para evaluar la actividad antioxidante por los métodos mencionados. Se utilizé
Trolox como antioxidante sintético de referencia (y= 0,8503 X - 0,0373, R2=0,9914) y
los resultados se expresaron en pumoles de equivalente de Trolox/mg de proteina.

2.3. Modelo antitumoral de inhibicion de la proliferacion celular en huevos del pez
cebra

El pez cebra es ampliamente utilizado como modelo vertebrado de estudio en diferentes
areas del conocimiento como la busqueda de nuevas drogas antitumorales (Nagel, 2002;
Hill, 2005). EI mantenimiento de los peces cebra para la produccion de huevos
(embriones) se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Westerfield (2000). El ensayo se
llevé a cabo de acuerdo a lo descripto por Murphey & Zon (2006). Brevemente, en un
plato multipocillo se agregaron las diferentes diluciones de los aislados a ensayar (45,
90, 120, 180, 257, 360 y 900 pg de proteina/ml). Se reservaran pocillos para los
controles sin el agregado de ninguna sustancia. Los huevos fertilizados fueron
colocados en los pocillos del plato con la asistencia de una pipeta Pasteur. Luego, a las
8, 24 y 48 h de exposicion fueron evaluadas las siguientes caracteristicas (apical
endpoints): nimero de huevos coagulados, irregularidades en la formacién de somites y
no despegado de la cola. En los pocillos control a las 48 h no debera haber mas del 10 %
de los huevos con las caracteristicas antes mencionadas para que el ensayo sea valido.
Los peces seran considerados muertos si una de las caracteristicas descriptas es

observada.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion de aislados de proteinas de bajo peso molecular

Los aislados proteicos previamente dializados fueron caracterizados por electroforesis
SDS-PAGE en geles de acrilamida al 10 % y 16 % (figura 1a y 1b, respectivamente). En
el gel de 10 % se pueden observar 2 bandas intensas menores a los 37 kDa, las cuales no
pueden ser resueltas en este gel. Sin embargo, cuando el mismo aislado proteico es
separado en un gel de 16 %, se pueden observar 4 bandas bien definidas por debajo de
37 kDa (36; 33; 31,8 y 29 kDa), una banda intensa a 20 kDa, seguida de una de 18 kDa
y una de 13 kDa. En este sentido, la extraccion con 100% de DMSO favorecio la
solubilizacion de proteinas de bajo peso molecular como la bien caracterizada fraccion
2S descripta previamente en cartamo (Latha & Prakash 1984). Por otro lado, ha sido
descripta en girasol (Helianthus annuus L) otra especie de la familia de las Aesteracea
dos bandas de 17 y 18,5 kDa en geles de 12% SDS-PAGE, correspondiente a



subunidades de una lectina de 72 kDa con afinidad a D-manosa (Suseelan et al., 2002).
Sin embargo, aln no ha sido descripta la presencia de lectinas en aislados de Carthamus

tinctorius.
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Figura 1: SDS-PAGE de aislados proteicos de Carthamus tinctorius a) Gel de
poliacrilamida al 10 %. Calles: 1: Marcador de peso molecular; 2: aislado proteico de
harina de Cartamo en 100 % v/v DMSO. b) Gel de poliacrilamida al 16 %. Calles: 1:
Marcador de peso molecular; 2: aislado proteico de harina de Cartamo en 100 % v/v
DMSO.

2. Actividades bioldgicas de proteinas de bajo peso molecular

Actividad antioxidante in vitro

Cuando se evalud la actividad antioxidante del aislado proteico (Img/ml) por los
métodos de DPPH y ABTS, se obtuvo una actividad de 0,17 y 0,84 umoles equivalente
de Trolox/mg de proteina. Estos valores equivalen a 170 y 840 umoles ET/g de proteina
y representan una actividad antioxidante de 2-3 veces mayor que la actividad de
aislados de frejol (Phaseolus vulgaris L.) y quinua (Chenopodium quinoa Willd Var.
Real) descriptas por nuestro grupo de trabajo (Pifiuel et al., 2019a, Pifiuel et al., 2019b).
Los aminoacidos presentes en las proteinas pueden reaccionar con radicales libres
estabilizando electrones mostrando asi la actividad antioxidante. Los mas reactivos
incluyen los azufrados metionina y cisteina, los aromaticos triptéfano, tirosina y
fenilalanina y los que contienen anillo imidazol como la histidina. Sin embargo, los
aminoéacidos libres en general no son efectivos como antioxidantes. La mayor actividad
de los péptidos y proteinas de bajo peso molecular comparada con los aminoécidos
libres se debe a las propiedades fisicoquimicas conferidas por sus secuencias de



aminoacidos que contribuyen a estabilizar electrones. La mayoria de los péptidos
antioxidantes derivados de fuentes alimentarias incluyen restos de aminoacidos
hidrofébicos como valina o Leucina en el amino terminal, asi como prolina, histidina,
tirosina, triptéfano, metionina y cisteina en sus secuencias (Saito et al., 2003). Los
péptidos de bajo peso molecular descriptos en cartamo presentan una alta proporcién de
aminoacidos azufrados y aromaticos que podria contribuir con la actividad antioxidante
descripta (Kortt y Caldwell, 1990; Mansouri et al., 2018).

Actividad hemoaglutinante (AH)

En la tabla 1 se muestra la AH del aislado proteico obtenido. Como puede observarse la
ultima dilucion que presenta actividad es 1:8, esto es equivalente a 1,125 mg de
proteina/ml y la actividad hemoaglutinante especifica fue de 133 U/mg de proteina. De
esta manera se sugiere la existencia de lectinas en el aislado proteico. La capacidad de
aglutinar eritrocitos de la sangre se debe a la interaccion con azUcares, propiedad que
dio origen a su denominacion como hemoaglutininas. Se evalu6 la inhibicién de la AH
en presencia de 200 mM de glucosa, galactosa, lactosa, maltosa, manosa, trealosa,
galactosamina, N-acetil-galactosamina y N-acetil-glucosamina para una concentracién
de 4,5 mg/ml de proteina sin detectar inhibicion por competicién. En girasol se ha
descripto una hemoaglutinina con afinidad a D-manosa (Suseelan et al., 2002) y en
pseudocereales como amaranto las aglutininas descriptas presentan afinidad por N-
acetil-glucosamina (Hernandez et al., 2002). Es necesario aislar e identificar el péptido
activo y secuenciarlo para demostrar la presencia de lectinas en cartamo como asi

también evaluar el mecanismo de hemoaglutinacion.

Tabla 1. Actividad aglutinante sobre eritrocitos del grupo sanguineo humano “0” factor

Rh +. “+++7 alta, “++” moderada, “+” leve y “-* nula aglutinacion.

Dilucion (9 mg/ml) Actividad hemoaglutinante

1:2 +++
1:4 ++
1:8 +
1:16 -

Inhibicion de la proliferacion celular en huevos del pez cebra
Las primeras etapas del desarrollo del embrién del pez cebra incluye una actividad

proliferativa celular acelerada que puede ser utilizada para evaluar compuestos activos



con capacidad para frenar los procesos biologicos asociados a la division celular (Moon
et al,. 2002; Chakraborty et al., 2009). La inhibicion de la proliferacion celular podria
incluir mecanismos especificos relacionados con la iniciacion o prolongacion del ciclo
celular, que adviertan la presencia de potenciales compuestos antitumorales. Los
aislados proteicos de bajo peso molecular extraidos con DMSO mostraron efectos
antiproliferativos, retardando el desarrollo de los embriones del pez cebra. A partir de
concentraciones de proteina de 180 pg/ml se observa el retraso en el desarrollo de los
embriones. Es importante destacar que concentraciones mas altas de los aislados
proteicos (900 pg/ml) muestran un marcado retraso en la proliferacion celular de los
embriones, sin llegar a necrosar los mismos, sugiriendo que el efecto inhibitorio es
especifico, caracteristico de compuestos que inhiben la proliferacion celular con
potencial efecto antitumoral. Por otro lado, la extraccion de aislados proteicos con
DMSO, un solvente de baja polaridad, extrae mayoritariamente proteinas hidrofébicas,
propiedad que favorece su capacidad para atravesar membranas bioldgicas y de esta
manera ingresar a la célula para ejercer su efecto antiproliferativo. El efecto antitumoral
de las lectinas estaria asociado con la desorganizacion de las fibras de actina del
citoesqueleto de las células causando la muerte (Barrio & Afion, 2010). Una
caracteristica de las células tumorales es la presencia de azlcares extracelulares en la
membrana plasmaética y dado que las lectinas poseen afinidad por los azUcares
presentarian mayor afinidad por las células tumorales (Schoeppner et al., 1995, Yau et
al., 2015). Adicionalmente, la especificidad de las lectinas por diferentes azlcares

podria determinar su selectividad por distintos tumores.
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Figura 2. Desarrollo del embrion del pez cebra (Danio rerio) expuesto a distintas
concentraciones de aislado proteico de cartamo (Carthamus tinctorius). A) 8 h, B) 24 h
y €) 48 horas post fertilizacion.

CONCLUSIONES

Se logré extraer proteinas de céartamo de bajo peso molecular con actividad
hemoaglutinante utilizando DMSO como solvente. EI PM de las proteinas se encuentra
por debajo de 37 kDa y se identificaron 7 bandas que pertenecerian a la fraccion 2 S.
Las proteinas de cartamo extraidas presentan actividad antioxidante, hemoaglutinante y
antitumoral que podrian ser utilizadas como componentes activos para el desarrollo de

alimentos funcionales.
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