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RESUMO

La utilizaciéon de antimicrobianos para el control de gérmenes es una practica habitual, que
debido a su uso masivo e indiscriminado trae consigo algunas consecuencias negativas como
es la generacion de cepas bacterianas resistentes. El objetivo de este ensayo es comprobar la
eficacia antibacteriana de la melanina obtenida a partir de fibras de guanaco (Lama guanicoe).
Las melaninas son un grupo de pigmentos presentes en todos los grupos biolégicos y poseen
una variedad de funciones relacionadas con la proteccion, resistencia y sobrevivencia de
multiples organismos ante factores ambientales. En este trabajo las fibras fueron recolectadas
de animales esquilados en estancias de la zona. La separacion y obtencion de melanina
comprendio las siguientes etapas: Disolucion de um homogeneizado de la fibra en medio
alcalino, NaOH al 10% en agua, en un bafio, a 60°C, durante 40 minutos. Separacion de la
fraccion feomelanica soluble de la fraccién eumelénica que precipita, mediante centrifugacion
a altas RPM. Se obtuvieron concentrados de eumelanina, mediante neutralizacion, con HCI,
hasta obtener un pH neutro y posterior centrifugacion a altas RPM. Con la eumelanina asi
obtenida se embebieron discos de papel de filtro que se colocaron sobre cajas de petri con
medio de cultivo ARP sembradas con muestras de la superficie interna de las manos de
algunos alumnos participantes del ensayo. Las cajas sembradas y con el papel de filtro
embebido em eumelanina presentaron un halo de inhibicion en cercanias del papel, de 0,5 a
0,8 cm. Se concluye en esta primer aproximacion a la accion antibacteriana de la melanina
que segun el resultado obtenido, hubo respuesta antimicrobiana, ya que se pudo visualizar un

halo de inhibicion en las cajas de petri con el papel de filtro embebido en eumelanina.

Palavras-chave: Melanina, antimicrobiana, fibra de guanaco.
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EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO
DE MELANINA OBTENIDA DE FIBRA DE GUANACOS

1 INTRODUCAO

La utilizacién de antisépticos o antimicrobianos para el control de gérmenes es una préactica habitual, que
debido a su uso masivo e indiscriminado trae consigo algunas consecuencias negativas como es la
generacion de cepas bacterianas resistentes. Por ello es de interes realizar ensayos con recursos locales
con el objeto de detectar nuevas fuentes de agentes microbianos. Se utilizd en este ensayo fibra de
guanacos (Lama guanicoe) que fueron esquilados en silvestria, es una actividad novedosa en nuestro pais
y en el mundo, es um sistema apto para campos con grandes poblaciones de guanacos, que equilibra su
alto riesgo con volimenes muy importantes de fibra obtenidos, en poco tiempo.

El vellon de guanacos contiene dos tipos de fibras: las valiosas, finas y cortas (down) y las gruesas y
largas (cerda). La proporcion de fibras finas suele ser de 35 a 50%. Algunos productores separan
manualmente parte de las fibras gruesas antes de ofrecer el vellon para venta. En ese caso el rendimiento
de fibras finas asciende a 65-95% segun el trabajo de separacion realizado. (LAMAS, 2021) De este
trabajo siempre queda un resto de fibras que se denominan al barrer, esta fibra constituye el material
utilizado en este ensayo.

Las fibras de guancos poseen, segun las determinaciones realizadas y la bibliografia consultada,
principios activos de importancia farmacoldgica. Las fibras de guancos posen un pigmento que se ha
descripto como melanina, Por medio de diferentes estudios se ha comprobado que la melanina tiene
efectos antimicrobianos ante un amplio espectro de bacterias gram positivas y gram negativas. También
se demostré que muchos artropodos generan melanina de forma acelerada cuando se da una infeccion
fuerte causada por uma bacteria u hongo.

En este trabajo se describe, un procedimiento para la obtencidn, a partir de esta fibra, extractos de
melanina purificados mediante un procedimiento sencillo y poco costoso y La utilizacion de la melanina

obtenida como un producto bacteriostatico
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2 JUSTIFICATIVA

Las fibras del guanaco, en muchas ocasiones en los frigorificos donde se faenan, o luego de las esquilas
en silvestria, las fibras que quedan como restos posteriores a la esquila, no Le dan el valor comercial que
tienen. Por lo tanto, resulta ser una materia prima de gran abundancia, la cual todavia no ha sido valorada
ni explorada con totalidad, por lo que, em algunas zonas del pais tendria un valor casi nulo en cuanto a su
adquisicion. En La actualidad, estudios e investigaciones han permitido determinar la composicion
quimica de las fibras, encontrando un porcentaje importante de melanina extraible de las mismas, lo

cual representa un gran potencial en la industria farmacéutica veterinaria. De esta forma, existe gran
interés en la obtencion de melanina a partir de las fibras de guanaco. Se ha demostrado la factibilidad de
obtencién por medio de experimentacion a escala de laboratorio, mientras que la extraccion de los
componentes a escala industrial ES un tema todavia no explorado ni propuesto. Por lo que, se considera
un tema de gran importancia e interés el disefiar un proceso que sea aplicado a nivel industrial para el
disefio de una planta con el objetivo de obtener mayor produccion de las materias primas a través del
aprovechamiento total de los residuos y desechos organicos. Por otra parte, el presente proyecto también
busca solucionar problemas de sectores rurales, al generar un valor agregado mediante la compra de
fibras de guanaco. Ademas de generar concientizacion por la reutilizacion de los mismos y también el

interés por el manejo correcto de los mismos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comprobar la eficacia antibacteriana de la melanina obtenida a partir de fibras de guancos.

Contribuir al objetivo 3 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible al realizar actividades de investigacion
y desarrollo de medicamentos para las enfermedades transmisibles y no transmisibles que afectan

primordialmente a los paises en desarrollo.

3.2 Objetivos especificos

e Objetivo especifico 1 - Localizar el pigmento melanina en las estructuras de fibras del guanaco
utilizando técnicas quimicas.

e Obijetivo especifico 2 - Caracterizar las melaninas de aislamientos seleccionados mediante
técnicas fisicas y quimicas.

e Objetivo especifico 3 - Sentar las bases para un futuro proceso de obtencion de melanina partir de

otras fuentes microbiologicas.
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4 METODOLOGIA

Las fibras de guanacos fueron recolectadas de encierres de guanacos en silvestria.

Al estar algo sucias fueron lavadas con agua y luego secadas a temperatura ambiente sobre las mesadas
del laboratorio escolar.

Separacion y obtencion de melanina en estado sélido a partir de la fibra. Comprendi6 las siguientes
etapas:

-Disolucién de un homogeneizado de la fibra en medio alcalino, NaOH al 10% em agua, en un bafio, a
60°C, durante 40 minutos.

-Separacion de la fraccién feomelanica soluble, mediante centrifugacion a altas RPM, de la fraccion
eumelanica precipitada.

-Obtencidn de un precipitado de eumelanina libre de feomelaninas, mediante lavado,con una solucion
acuosa de NaOH al 20% vy agitacion constante, y posterior centrifugacion, en varias oportunidades.
-Obtencion de concentrados solidos de eumelanina, mediante neutralizacion, con HCI, hasta obtener un
pH préximo a neutro y posterior centrifugacion a altas RPM.

ENSAYOS IN-VITRO

Se selecciondé como medio de cultivo estandar, el agar nutritivo de recuento en placa (ARP) de
Laboratorios Britania.

- Toma de muestras previa

- Obtencidn de muestras microbioldgicas relacionada con la higiene de manos de alumnos.

- Se utilizaron hisopos estériles humedecidos con una solucion fisioldgica estéril para obtener las
muestras de las manos de los participantes del ensayo.

-Para la siembra se procedi6 a rozar delicadamente con el hisopo sobre el medio de cultivo.

- Quedaron dos cajas de petri sin sembrar solo con el medio.

Susceptibilidad de los gérmenes a la melanina

- Preparacion de la melanina: 1 gramo de la eumelanina obtenida se suspendié en 4 ml de agua destilada.
- Se colocd esa preparacion en una caja de petri.

- Utilizando papel de filtro se cortd el perimetro de aproximadamente 0,5 cm de un circulo de didmetro
menor al de la caja de petri emulando las preparaciones de antibiogramas. Se prepararon varios papeles de
filtro con este formato.

- Los papel de filtro asi cortados se embebieron en el liquido preparado del La eumelanina.

- Se colocaron estos discos de papel de filtro sobre 4 cajas de petri sembradas anteriormente.
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- La totalidad de las cajas se llevo a Estufa de cultivo durante de 48 horas a 37°C.

- Luego de esta incubacion se observo el desarrollo de colonias en todas las cajas. En las cajas con el
papel de filtro embebido con eumelanina se observaron zonas sin desarrollo de gérmenes en cercanias del
papel.

- Se hicieron varias repeticiones, (mas de tres).

Se observaron los halos de inhibicion por efecto de la eumelanina.

5 RESULTADOS OBTIDOS

Rendimiento de la melanina.

Si bien la disponibilidad es amplia, a fin de tener una idea de la melanina que se puede obtener, de 5 g de
fibra luego de ser atacadas con el hidroxido de sodio y neutralizadas com el acido clorhidrico,
centrifugadas y secadas a temperatura ambiente en el laboratorio, se obtuvo 1 g de eumelanina.
Caracterizacion de la melanina

Luego del procedimiento de centrifugacion se obtuvieron una fraccion liquida que es La feomelanina y
otra fraccion que sedimento a la que es la Eumelanina. En este ensayo se utilizé solo la eumelanina. De
todas formas en ensayos posteriores se puede intentar utilizar ambas fracciones a fin de no desperdiciar
buena parte de la totalidad de la melanina obtenida.

Actividad antibacteriana:

Las dos cajas sin sembrar permanecieron las 48hs. sin desarrollo de colonias.

Las cuatro cajas sembradas pero sin los discos de papel de filtro impregnadas con melanina desarrollaron
numerosas colonias blanquecinas brillantes y de superficie lisa.

Las cuatro cajas sembradas y con el papel de filtro embebido en eumelanina presentaron um halo de

inhibicion en cercanias del papel, de 0,5 a 0,8 cm.(Figura 1.)

Figura 1. Halos de inhibicién.
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6 CONCLUSOES OU CONSEIDERACOES FINAIS
Se concluye en esta primera aproximacion a la accién antibacteriana de la melanina que segun el

resultado obtenido, hubo respuesta antimicrobiana, ya que se pudo visualizar um halo de inhibicién en las

cajas de petri con el papel de filtro embebido en eumelanina.

Pagina 10 de 12



—=
EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO C{ 'p €
R
DE MELANINA OBTENIDA DE FIBRA DE GUANACOS

TP M ohe Ineciogbo Chenaifio

REFERENCIAS
[1Cordero, R.J.B., Cassadevall, A. (2020) Quick guide Melanin. Current Biology Magazine 30,R142-
R143. Recuperado el 24 de marzo de 2022 de la base de datos Cell Press.
(1 Daverio, M. S. (2014). Caracterizacion de genes vinculados al crecimiento y al color de capa en la
Llama (Lama glama) (Doctoral dissertation, Universidad Nacional de La Plata). Recuperado el 20 de
marzo de 2023.
[1 Gosset Lagarda, G. (2022) La melanina en sitios web. Hypatia .Revista Cientifico — Tecnologica de
Gobierno del estado de Morelos. Recuperado el 24 de abril de 2023, de
https://www.revistahypatia.org/317
1 Guo, W., Guo, X., Yang, L., Wang, T., Zhang, M., Duan, G., Liu, X,, Li, Y., (2021). Synthetic melanin
facilitates MnO supercapacitors with high specific capacitance and wide operation potential window.
Polymer, 235-124276. https://doi.org/10.1016/j.polymer.2021.124276
1 Martinez, L. M., Martinez, A., Gosset, G. (2021). El enorme potencial de las melaninas como
biomateriales, en salud y ambiente [version electronica]. Biotecnologia en movimiento, nim. 26. 3-7.
Recuperado el 14 de abril de 2023
1 Martinez,L.M., Martinez,A., Gosset,G. (2021). El enorme potencial de las melaninas como
biomateriales, en salud y ambiente. Biotecnologia en Movimiento. Revista de divulgacion del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, 26, 3-7. Recuperado el 10 de abril de 2023.
1 Mueller, J. P., Rigalt, F., Cancino, A. K., & Lamas, H. (2021). Calidad de las fibras de camélidos
sudamericanos en Argentina [Quality of the fiber from South American camelids in Argentina]. Revista
Argentina de Produccion Animal, 41(3), 123-130. Recuperado el 2 de febrero de 2023.
[ Tello Cetina, J., Chan Pat, A., Rivera Mufioz, G., Tamayo Cortez, J., Jiménez Suaste, N., Loria Sunsa,
H. (2018). Uso de la melanina del pulpo (Octopus maya) de Yucatan como agente antibacteriano. Revista
Cubana de Investigaciones Pesqueras, vol. 35(1), 13-17. Recuperado el 4 de junio de 2022 de la base de

datos Aqua Docs.

Pagina 11 de 12



EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO (f‘t t
DE MELANINA OBTENIDA DE FIBRA DE GUANACOS —

T Faira Mirssira o Iniciagio Clentiica

APENDICE 1

Pagina 12 de 12



