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Introduccién

Tanto la busqueda como el desarrollo de compuestos bioactivos deben cumplir con requisitos de
inocuidad, multifuncionalidad, eficacia, competitividad y bajo impacto ambiental. Una de las estrategias
para conseguir tensioactivos ecolégicamente aceptables es la preparacion de moléculas cuya estructura
mimetice la de compuestos naturales, como los lipoaminoacidos. Los surfactantes derivados de arginina
son tensioactivos catibnicos con multiples aplicaciones en la industria y amplia actividad biologica, cuya
sintesis puede llevarse a cabo mediante catalisis enzimatica. En este sentido, papaina (E.C. 3.4.22.2), una
endopeptidasa cisteinica vegetal obtenida del latex de Carica papaya, es una de las enzimas mas
empleadas en procesos biocataliticos, entre ellos la sintesis de derivados peptidicos, debido a su robustez
y amplia especificidad.

Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son la sintesis enzimatica, purificacion, evaluacion de la actividad
antimicrobiana contra bacterias y hongos, y del perfil citotdxico de dos tensioactivos cationicos derivados
de arginina (N°-benzoil-arginina decilamida, Bz-Arg-NHC,, y N'-benzoil-arginina dodecilamida, Bz-Arg-
NHC,,).

Materiales y métodos

Los tensioactivos Bz-Arg-NHC, (n=10 6 12), fueron obtenidos por condensacion enzimatica de N°*-benzoil-
arginina etil éster con decilamina y dodecilamina, respectivamente. Papaina adsorbida sobre poliamida
fue utilizada como biocatalizador y el medio de reaccién fue ACN con 0,25% (v/v) de agua. En cada caso, el
producto fue extraido con una mezcla MeOH:H,O (4:1) y purificado mediante cromatografia de intercambio
cationico, utilizando como fase moévil buffer bérico-borato 0,01 M (pH 8,5):EtOH (1:1) y un gradiente de
elucion en NaCl. Para ambos compuestos se estudié la actividad antimicrobiana mediante ensayos de
dilucién en microplaca contra cepas de E. coli, B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa, K. rhizophila, E.
faecalis, S. marcescens, B. subtilis, S. flexneri y E. faecium. Asimismo se estudié el efecto de los
surfactantes sobre la supervivenciade E. coliy S. aureus para concentraciones iguales ala CIMy la CIM/2
correspondientes, determinandose el recuento de microorganismos viables a los 0, 15, 30, 60, 180 y 360
min de incubacion en presencia de los surfactantes. Por otro lado se evalu6 la actividad antifungica de los
surfactantes, analizandose la capacidad de inhibicién de la germinacién de microconidios de dos especies
de Trichophyton (T. rubrum y T. mentagrophytes, hongos filamentosos dermatéfitos) y la actividad
fungistatica/fungicida frente a dos cepas de C. albicans (una levadura patdbgena humana capaz de
desarrollar una forma filamentosa). Finalmente se realizaron estudios de toxicidad frente a eritrocitos
humanos, evaluandose también la viabilidad celular en cultivos de HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano)y 1BR.3.G (fibroblastos epiteliales humanos) alas 24 y 72 h de exposicién utilizando el ensayo del
MTT. En todos los casos los resultados fueron comparados con los obtenidos para un surfactante catidnico
comercial (Cetrimide).

Resultados

Se realiz6 la sintesis a escala semipreparativa de Bz-Arg-NHC,, y Bz-Arg-NHC,, utilizando papaina
adsorbida en poliamida como biocatalizador, con rendimientos del 98% y 85% respectivamente. La
purificacion de los productos se llevo a cabo por cromatografia de intercambio catidnico, empleando
mezclas acuoso-etandlicas de bajo impacto ambiental como solventes. Ambos compuestos sintetizados
demostraron poseer actividad antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de todos los microorganismos
ensayados e incluso demostrando un efecto bactericida en la mayoria de los casos, con una reduccion del
99% de la carga bacteriana inicial luego de tan solo 1 h de incubacién. Por otro lado, los compuestos Bz-
Arg-NHC, demostraron menor actividad hemolitica e irritabilidad ocular que el surfactante cationico
comercial Cetrimide. Una tendencia similar pudo observarse con respecto a la citotoxicidad frente a lineas
celulares de hepatocitos y fibroblastos humanos, ya que ambos derivados de arginina fueron menos
toxicos que Cetrimide. Los ensayos de actividad antifungica revelaron la capacidad de los tres compuestos
ensayados para a inhibicion de los microconidios de T. rubrum y T. mentagrophytes, con un efecto
fungistatico similar en todos los casos. Finalmente, Bz-Arg-NHC, también mostraron actividad fungistatica
frente a C. albicans, siendo ademas fungicida en el caso de Bz-Arg-NHC,,.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en estos estudios preliminares sefialan a Bz-Arg-NHC, como una alternativa a
los surfactantes catidnicos comerciales, especialmente para su uso como aditivos en formulaciones
topicas.



