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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ENZIMA
CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA MEDIADA POR LOS PEPTIDOS
PRESENTES EN QUESO FRESCO

Resumen

La enzima convertidora de Angiotensina (ACE), es un dipéptido asociado a la
regulacion de la presién sanguinea, esta enzima aumenta el flujo sanguineo
convirtiendo el decapeptido angiotensina | en octapéptido angiotensina Il, lo
que conlleva al aumento de la presion sanguinea ya que causa
vasoconstriccidn generando enfermedades como la hipertension arterial,
afecciones cardiacas y enfermedades renales cronicas.

En un estudio realizado por el “Eastern Regional Research Center, Agicuitural
Research Service, US Department of Agriculture” se encontré que los quesos
estilo mexicano a los pocos dias de fermentacién producen proteinas
inhibidoras de ACE e incluso luego de su tiempo vida util siguen produciendo la
enzima.

El proceso de protedlisis durante la fermentacién del queso es diferente entre
los diferentes tipos de queso debido a los procesos de manufactura, el grado
de madurez, etc., dando como resultado un caracteristico perfil peptidico para
cada tipo de queso. Sin embargo, la protedlisis puede ser resumida
inicialmente con la hidrolisis de la caseina catalizada ante todo por coagulantes
residuales, y en menor medida por plasmina y quizas la catepsina D y otras
proteinasas, dando lugar a la formacién de grandes y medianos péptidos que
son subsecuentemente degradados por el coagulante y las enzimas de la flora
del queso. La segunda proteélisis (en quesos maduros) genera pequefios
péptidos y aminodcidos libres por la accién de proteasas y peptidasas
bacterianas (Fox & McSweeney,1996). Algunos de estos péptidos muestran
actividad biolégica como antioxidantes (Abadia- Garcia et al., 2013; Ahmed et
al., 2015; Timén et al, 2014), y antihipertensivos (ONG et al., 2007; Torres-
Llanez et al., 2011; Gupta et al., 2013).

Para la actividad en estudio previo a la realizacién de la actividad inhibidora de
la enzima convertidora de la angiotensina (ACE), se llevod a cabo el estudio de
la actividad antioxidante por 2,2-Diphenyl-1-picrylhideazyl (DPPH) y el método
de capacidad antioxidante como equivalente de Trolox (TEAC) o lo que es
mismo [a actividad antioxidante por ABTS.



Materiales y Metodologia

Fraccionamiento de quesos

20 g queso + 20 ml de agua

Homogenizar ultraturrax, 5 min 15500 rpm

|

 J

Incubar 1 ha 40 °C

l

Centrifugar a 4 °C x 50 min a 6000 rpm

v

» Eliminar sobrenadante= grasa

El residuo es NFCH {Non Fat Cheese)

Guardar a .80 °C hasta fraccionar

Y

5 ml de una solucién 0.1 g de queso /
ml de agua (NFCH)

+ 5 ml de tricloroacético {240g/L)

Incubar 1 ha25°C

r

10 ml de una soltucién 0.1 g de queso /
ml de agua (NFCH)

Ajustar pHa 4.6 con HCI 0.1 N
Incubar a 25 °C x 20 min
Centrifugar 45 mina 7 °C a 6000 rpm

2. Sobrenadante = ASN (sélido se
desecha), estudio de TROLOX, ABTS

Centrifugar 10 min a 7 °C a 6000 rpm

1. Sobrenadante = NPN, estudio
de TROLOX, ABTS y ACE

Nota: guardar precipitado = caseinas

y ACE

:

3 mi ASN + 7 ml de Etanol
Incubar 24 ha 25 °C
Centrifugar 10 min a 6 °C y 6000 rpm

3. Sobrenadante = EtOH-SN, estudio
de TROLOX, ABTS v ACE

4. Precipitado = EtOH-NSN, estudio
de TROLOX, ABTS y ACE /




La proteodlisis fue realizada siguiendo diferentes fraccionamientos. Primero 20 g
de queso fueron homogenizados con 20 ml de agua destilada por 5 min a
156500 rpm usando un Ultraturrax IKA T18 Basic. Luego, las muestras fueron
incubadas por 1 hora a 40 °C usando un bafo maria para posteriormente ser
centrifugadas a 4 °C por 50 min a 6000 rpm. El sobrenadante {grasa) fue
removido y los residuos (parte no grasa) son almacenados a — 80°C.

Fraccionamiento del Nitrogeno Crudo: Nitrogeno Soluble en Acido (ASN) a pH
4.6, Nitrogeno no proteico (NPN) y 70% Nitrégeno soluble en etanol {EtOH-
SN), estos fraccionamientos fueron preparados de acuerdo al método descrito
por Guerra-Martinez et 0/.(2012), con algunas modificaciones. NFCH fue diluido
con NaCl (9 g/L) para llevario a una concentracion final de 0.1 g de queso m/l
(CMS)

Para NPN, 20 ml de CMS fueron mezclados con 20 ml de acido tricloroacético
(240 gfl) y fue incubado por 1 h a 25 °C, La fraccién soluble fue separada por
centrifugacion a 7 °C por 10 min a 4000 rpm. El sobrenadante se almaceno a -
80 °C hasta realizar el analisis de contenido de nitrogeno.

Para ASN, 10 de 0.1 g/ml de CMS se ajusto pH a 4.6 con HCIl. 1 M y fue
incubado por 20 min a 25°C. la fraccién soluble se separo por centrifugacion a
7 °C por 45 min a 4000 rpm. El sobrenadante se almaceno a — 80 °C hasta
realizar el analisis de contenido de nitrégeno.

EtOH-SN fue preparado afadiendo 2 m! de ASN para obtener una
concentracion final 700 ml/l de EtOH, fue incubado por 24 h a 25 °C, la fraccién
soluble se separo por centrifugacion a a 6 °C por 10 min a 4000 rpm. El
precipitado que corresponde a péptidos de alto peso molecular (EtOH-NSN) y
el sobrenadante (EtOH-SN), fueron almacenados a — 80 °C hasta realizar el
analisis de contenido de nitroégeno.

Evaluacion de la actividad antioxidante

En el estudio realizado, previo a la actividad inhibidora de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE), se llevé a cabo la actividad antioxidante
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), el DPPH es un radical libre estable que
se usa para evaluar la capacidad antioxidante. La reduccion del DPPH por
especies antioxidantes produce una pérdida de color con un cambio de morado
intenso a amarillo, cuando la actividad es maxima, para la determinacion se
emplean placas de 96 pozos de fondo plano, el estandar utilizado fue (BHT,
500 uM). Se colocan 20 pl de muestra o estandar en un pozo por triplicado. Se
afaden 0.2 ml de solucién de DPPH 125 pM DPPH en 80 % de metanol.
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APELLIDOS-NOMBRES DE LA O EL SERVIDOR:
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Director del Proyecto PIC-14-CENAIM-003
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Asistencia a Curso Internacional “Analisis de datos de secuenciacion de siguiente generacion - NGS"
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holetos, de acuerdo a lo que establece en articulo N2. 23 y 2) vehiculos institucionales, se adjuntara la hoja de ruta con tipo de vehiculo,
numero de placa, kilometraje recorrido y los nombres apellidos del conductor.

OBSERVACIONES

FIRMA SERVIDOR/A COMISIONADO

EM&%

BONNY BAYOT ARROYO

NOTA

El presente informe debera presentarse dentro del término maximo de 4
cias de cumplida la licencia, caso contrario la liquidacién se demorars e
incluso de no presentaric tendria que restituir los valores pagados. Cuando
fa licencia sea superior al nimero de horas o dias autorizados, se debera

djuntar la autorizacion por escrito de la Maxima Autoridad o su
Delegado/a.

FIRMAS DE APROBACION

JEFA/E INMEDIATO DE LA O EL RESPONSIBLE DE LA LUNIDAD

MAXIMA ALITORIDAL O 51 DELEGADO/A

Eorrng ot

NCOMBRE

BONNY BAYOT ARROYO

NOMBRE




Informe de viaje
Asistencia al Curso Internacional “Anilisis de datos de secuenciacién de siguiente
generacion — NGS”
Bogotd, Colombia, 16 - 26 de noviembre de 2015

Realizado por Bonny Bayot, Ph.D.
Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM)

1. Antecedentes
Entre el 16 y el 26 de noviembre de 2015 la suscrita realizé una estancia en la ciudad de

Bogota (Colombia) cuyo objetivo fue asistir al curso internacional “Anélisis Bioinformatico
de datos de secuenciacién de siguiente generacién — NGS”, organizado por la Pontificia
Universidad Javeriana de Colombia. El curso tuvo lugar entre el 17 y el 25 de noviembre.
El viaje de ida a Colombia y regreso a Ecuador se realizé los dias 16 y 26 de noviembre,
respectivamente. El Curso fue dictado por instructores colombianos y extranjeros, y abarco
el analisis bioinformatico mas usado para problemas bioldgicos de gendmica,
metagendmica y transcriptémica. Estos son los topicos de las ciencias omicas en los que
CENAIM esta incursionando en el marco de 2 de los 3 proyectos de investigacion de
CENAIM financiados por SENESCYT: PIC-14-CENAIM-001 - "Caracterizacién de la
biodiversidad de invertebrados de la reserva marina el pelado a escalas taxonomicas,
metabolomicas y metagendmicas para uso en salud humana y animal” y PIC-14-CENAIM-
003 - “Desarrollo e implementacion de métodos de control y prevencién de enfermedades
en especies acuaticas de uso comercial y uso potencial en maricultura o repoblacion”.
Adicionalmente, durante la estancia se realizé reuniones de trabajo con el Dr. Andrés
Pinzdn, Director del Grupo de Bioinformatica y Biologia de Sistemas Computacional del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, con quien previamente
CENAIM habia realizado el contacto para el analisis conjunto de los genomas de aislados
bacterianos que estin asociados a problemas de mortalidad en sistemas de produccion
camaroneros del Ecuador, siendo esta actividad enmarcada en uno de los objetivos del
proyecto de Investigacion financiado por SENESCYT PIC-14-CENAIM-003, y del cual la
suscrita es la directora.

A continuacién se resume brevemente las principales actividades realizadas tanto en el
curso como en las reuniones de trabajo con el Dr. Pinzon. Cabe destacar que los gastos de
pasaje, hospedaje y alimentacién fueron cubiertos por el Proyecto SENESCYT PIC-14-
CENAIM-003.

2. Curso Internacional “Analisis Bioinformatico de datos de secuenciacién de
siguiente generacion — NGS”

El curso tuvo una duracion de 8 dias (entre el 17 y 25 de noviembre) para un total de 60
horas. Fue impartido por los siguientes instructores colombianos € internacionales:

sl



Introduccion a Linux y manejo de archivos
2 Sesiones practicas de Linux

Dia 2 — Miércoles 18 de noviembre 2015 — Introduccion a R y a Bioconductor
Introduccién a R y a Bioconductor

Practica con R

Practica con Bioconductor

Dia 3 — Jueves 19 de noviembre 2015 — Manejo de datos de NGS: control de calidad y
filtrado |

Aspectos generales de los datos tipo NGS

Practica Manejo de archivos: herramientas y formatos de salida

Sometimiento de datos NGS al ENA (EBI)

Practica Control de Calidad de datos NGS

Practica Herramientas para filtering o trimming y formatos de salida

Dia 4 — Viernes 20 de noviembre 2015 — Secuenciacién y analisis de genomas
Secuenciacion de genoma empleando secuenciacion de Gltima generacion: aspectos
generales de flujos de trabajo, aplicaciones derivadas y retos

Practica Ensamble de genomas

Practica Alineamiento y mapeo de lecturas

Practica Deteccion de polimorfismos/SNP

Practica Prediccion de genes

Practica Anotacién funcional/comparacion de genomas

Dia 5 —-Sabado 21 de noviembre 2015 - Metagenémica
Introduccion a la metagendmica

Flujo de trabajo en metagendmica

Practica Analisis de datos metagenémicos
Metagendmica comparativa

Dia 6 — Lunes 23 de noviembre 2015 - ChIP-seq
Introduccién a ChIP-seq

Flujo de trabajo en ChIP-seq

Practica: Alineamiento de secuencias con ChIP-seq
Practica: Anotacidn con ChIP-seq

Practica: Analisis de motif con ChIP-seq

Dia 7 — Martes 24 de noviembre 2015
Introduccion a RNA-seq

Flujo de trabajo en RNA-seq

Practica: Alineamiento de secuencias con RNA-seq
Ensambles de transcriptomas

Practica: Andlisis de expresién diferencial

Practica: Anotacion funcional en RNA-seq

Practica: Analisis de expresion diferencial avanzado

By Bef



4. Conclusiones y Proyecciones de aplicacion en ESPOL

El curso ofrecié un gran abanico de aplicaciones y de herramientas para ¢l analisis de datos
derivados de secuenciacion masiva de ultima generacion. Los dos proyectos SENESCYT
mencionados previamente gravitan alrededor de las ciencias Omicas (gendmica,
metagendmica, metabolomica, transcriptomica). Por tanto, el curso brindard en forma
directa herramientas a la suscrita v al CENAIM para analizar los datos que se estan
generando durante las actividades de investigacién de los dos proyectos, tales como:
esquemas de flujo de trabajo, softwares libres a ser usados, plataformas de analisis,
algoritmos a ser utilizados, entre otros. Los contactos con los instructores del curso pueden
servir a futuro a ESPOL para la organizacion de cursos similares. En particular, el Instituto
Bioinformatico Europeo (EBI) realiza capacitaciones en todo el mundo en €l drea de
bioinformatica, por lo que a futuro es posible la coordinacion de un curso similar en
ESPOL. El Dr. Allan Orozco, uno de los instructores del curso es Director de la Red
Centroamericana de Bioinformatica y Biocomputacién y ha participado en el disefio
académico de carreras de bioinformatica en algunas universidades, por lo que podria ser un
contacto atil si ESPOL decide en algin momento concretar un pre/postgrado en
bioinformatica. Finalmente, la colaboracion de investigacion con el Dr. Pinzén garantiza
que el analisis genomico de los aislados bacterianos de CENAIM se realicen
metodolégicamente en forma satisfactoria y que como resultado de la cooperacion se
concreten al menos dos publicaciones (SCOPUS) y sirvan para iniciar una cooperacion

entre CENAIM y GIBBS. —&b Bﬂé‘



ANEXO 2. Certificado de Asistencia Curso
Internacional “Analisis de datos de secuenciacion
de siguiente generacion — NGS”
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