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INTRODUCCION

El amaranto es un alimento mexicano, ampliamente consumido. Este cuenta con un porcentaje de
proteina de hasta el 19%, el cual es uno de los mas altos comparado con otras semillas de su tipo.
Aunque las proteinas de leche han sido la principal fuente de estudio en la obtencion de péptidos
bioactivos, muchos de ellos se han enfocado en buscar alternativas para la diversificacion de
fuentes proteicas de péptidos con actividad bioldgica. Es por ello que se considerd para el
desarrollo de este trabajo, la liberacién de péptidos con actividad bioldgica, principalmente
aquellas relacionadas con un efecto sobre el sistema cardiovascular. Asi es que se ensayaron
actividades como la antihipertensiva, la antitrombdtica y la antioxidante, las cuales ya se habian
estudiado de manera independiente. Sin embargo, en esta ocasion se realizaron estudios de
multiactividad bioldgica de fracciones peptidicas obtenidas de la hidrdlisis, por diferentes

mecanismos, de proteinas de amaranto.

El reporte estd presentado en cuatro capitulos, los cuales representan una publicacion de cada
uno de ellos. El capitulo 3 publicado en el Journal of Food Medicine, el capitulo 4 aceptado en
Molecules y los capitulos 1y 2 enviados al International Food Research International y al Canadian

Journal of Plant Science.

En el capitulo uno se resumen los estudios alrededor de la liberacién de péptidos bioactivos
encriptados en cadenas polipéptidicas de proteinas de amaranto, asi como de las generalidades
del grano. En el capitulo dos, se reporta la evaluacién de la hidrdlisis por digestion in vitro
utilizando pepsina y pancreatina de la proteina de amaranto, y la cuantificacion de las
multibioactividades con efecto al sistema cardiovascular. El capitulo tres, describe |la bioactividad
liberada durante la fermentacién de proteina de amaranto por dos distintas bacterias, utilizando
Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus termophilus, realizando fermentaciones por
monocultivos y en combinacidn. Finalmente, en el capitulo cuatro se realizé la hidrélisis de la
proteina, liberacién, purificacion y secuenciacién de los péptidos obtenidos después de una

hidrélisis enzimatica con las enzimas alcalasa y flavourzyme, en forma individual o en secuencia.

Es asi que se presenta este trabajo que representa un estudio integral de los mecanismos de

hidrélisis de proteinas de una fuente alimentaria, muy consumida pero con pocos estudios.



Capitulo 1 . Proteinas de Amaranto como fuente de péptidos
bioactivos.

RESUMEN
Recientemente, los péptidos bioactivos se han utilizado como alternativa para prevencién de

enfermedades o el tratamiento en combinacidon con medicamentos. Incluso cuando el alimento
mas estudiado ha sido la leche, se han investigado otras fuentes con el objetivo de diversificar las
alternativas para la obtencion de este tipo de péptidos. El amaranto es un cultivo americano, con
un alto porcentaje de proteinas (> 15%); y se ha utilizado en varios estudios para liberar péptidos
con diferentes bioactividades. El objetivo de este capitulo fue revisar el estado del arte en la
generacién de péptidos a partir de proteinas de amaranto. Se encontré que la hidrélisis por
digestidn in vitro es el proceso mas comun para la liberacion de péptidos. Esta revision se centra

en el amaranto como un producto potencial para la obtencién péptidos bioactivos.

Palabras clave: Amaranto, péptidos bioactivos, liberacidn de péptidos, proteina, protedlisis.

ABSTRACT

Bioactive peptides have been lately used as an alternative for the treatment or prevention of
diseases. Even when the most studied food has been milk, different crops have been investigated
with the aim of diversifying peptides alternatives. Amaranth is an American crop, with a high
percentage of protein (>15%); and it has been used in several studies to release peptides with
different bioactivities. The aim of this work was to review the state of the art in peptides
generation from amaranth proteins. Finding that hydrolysis in vitro digestion is the most typical
process for the release of peptides. This review focuses on amaranth as a potential product for

obtaining bioactive peptides.

Keywords: Amaranth, bioactive peptides, peptides release, protein, proteolysis.



INTRODUCCION

El amaranto es un alimento precolombino, distribuido principalmente en la regién entre México y
Chile. Se ha reportado que fue utilizado por civilizaciones como la Inca, la Azteca y la Maya, que la
incluyeron como parte de su dieta. El amaranto se difundié lentamente en otras regiones
geograficas, al grado que se llegd a encontrar en Europa como planta ornamental desde el siglo
XVIIl o bien en Africa y Asia como vegetal desde el siglo XIX, sin haber alcanzado la importancia en
la nutricidn humana como la tuvo en su regidn de origen (Borneo y Aguirre, 2008). Su distribucién
en diversas areas geograficas se debe a su adaptabilidad a diversas condiciones ambientales, como
los suelos de fertilidad media o baja y las condiciones de lluvia limitada (Amicarelli y col., 2002;

Bressani 1993).

Esta planta pertenece a la orden Caryophyllales, a la familia Amaranthaceae y al género
Amaranthus. Existen mds de 60 géneros y 800 especies de amaranto en el mundo, la mayoria de
ellas especies de malezas como A. retroflexus. Solo algunas especies se utilizan como alimento,
vegetales de hoja, forraje y ornamentales, siendo A. tricolor, A. blitum, A. caudatus, A. cruentus y
A. hypochondriacus las mas comunes (Aguilar y col., 2011; Bressani 1993). El amaranto es una
planta anual dicotileddnea y herbacea; puede alcanzar mas de 3 m en un vastago vertical rigido.
Las hojas de amaranto son de color verdoso y rojo, en su mayoria son comestibles. Cuenta con
flores muy pequefias de color purpura, rojo oscuro o verde amarillo. Sus frutos contienen una
semilla pequefia y lenticular (1.0-1.5 mm de didmetro; 0.6-1.2 g) que puede ser blanca, dorada,

roja y oscura (Adhikary y Pratt 2015; Bressani 1993; Teutonico y Knorr, 1985).

Debido a sus caracteristicas nutricionales no se considera un cereal (mayor concentraciéon de
proteina y la ausencia de gluten), es mas bien un "pseudo-cereal”, como el alforfén y la quinoa
(Amicarelli y Camaggio 2012). La composicion quimica del grano de amaranto es de especial
interés (tabla 1.1). El grano entero se divide en tres partes, la capa (lisa, delgada y facil de
remover), el germen (rico en grasa), y el perispermo (rico en almiddn). Debido a su cantidad y
calidad en macronutrientes (mayor proporcién en proteinas y grasas) se diferencia de los cereales
tradicionales (Bressani 1993; Caselato-Sousa y Amaya-Farfan, 2012) Un hecho importante del
amaranto es que esta semilla tiene una composicién de aminoacidos esenciales equilibrada,
similar a las directrices de la FAO/OMS para la dieta humana (Amicarelli y Camaggio 2012;

Gobelnik-Mlakar y col., 2010; Rastogi y Shukla 2013).



Por cada 100 g de grano Por cada 100 g de proteina

Energia (kcal) 365-370 Trp 0.98-1.8
Proteina (9) 13.57-18.19 Met/Cys 4-4.9
Grasas total (g) 2.5-8.50 Thr 3.3-4
Carbohidratos (g) 60.54-66.25 Isl 2.7-4

Almidén (g) 57.27-68 Val 3.9-4.7

Fibra (g) 2.6- 6.7 Lys 5-6

Phe/Tyr 5-8.5

Leu 4.2-6.3

Tabla 1.1. Composicién quimica y amino acidos esenciales en el grano de amaranto.
Fuente: Elaboracion personal con datos de los autores: Caselato-Sausa y Amaya-Farfan 2012; Becker y col., 1981;
Grobelnik-Mlakar y col., 2010; Adhikary y Pratt 2015.

1.1. Proteinas del amaranto.
La mejor fuente de proteinas de alta calidad nutricional son las proteinas animales, sin embargo
estas tienden a ser mas costosas y algunas de ellas causan alergias o intolerancias (Shevkeni y col.,
2013; Tovano y col., 2008). Por esta razon, existen estudios nutricionales que se centran en las
proteinas vegetales (Zhang y col., 2018) como las de amaranto. Este grano cuenta con proteinas de
alta calidad (cuenta con todos los aminoacidos esenciales) y altamente digeribles (13-19% de
proteinas con 90% de digestibilidad), con un buen equilibrio en aminoacidos, mejor que los
contenidos en cereales y legumbres; alto en lisina (deficiente e n cereales) y también carece de
proteinas que forman gluten (gliadina), lo que lo hace adecuado para su consumo en la dieta

celiaca (Alencar y col., 2016; Kurek y col., 2018).

Las proteinas del grano de amaranto se dividen segun su solubilidad en globulinas, albuminas y
prolaminas (Barba de la Rosa y col., 1992). Silva-Sanchez y col., (2008) reportaron la presencia de
las tres fracciones de proteina y mas tarde, Montoya-Rodriguez y col., (2014) observaron las

mismas proteinas incluso después del proceso de extrusion.

Globulina 11S o amarantina: es la principal fraccion de las proteinas aisladas de amaranto
(Quirdga y col., 2009). Fue caracterizada por primera vez por Barba de la Rosa y col., (1996), esta
formado por 501 aminodcidos (Figura 1.1) y tiene un peso molecular de 56 kDa. La globulina 115
es una de las proteinas de almacenamiento mas importantes de la semilla (Condés y col., 2009),

consta de 3 subunidades integradas en dos trimeros en un homohexamero (Carrazco-Pefia y col.,



2013). El homohexamero se compone de mondmeros entre 52 y 59 kDa que estan unidos por un

enlace SS (Jenssen y col., 2016).

STHASGFFFFHPTKMAKSTNYFLISCLLFVLFNGCMGEGRFREFQ
QGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQEFRCAGVSV
IRRTIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMIPGCPETYESGSQ

QFQGGEDERIREQGSRKFGMRGDRFQDQHQKIRHLREGDIFAM
PAGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDKNFPTRFYLA
GKPQQEHSGEHQFSRESRRGERNTGNIFRGFETRLLAESFGVSEEI
AQKLQAEQDDRGNIVRVQEGLHVIKPPSRAWEEREQGSRGSRY
LPNGVEETICSARLAVNVDDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPI
LRHLRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLNAHNIMYCVRGRGRIQI
VNDQGQSVFDEELSRGQLVVVPQNFAIVKQAFEDGFEWVSFKT
SENAMFQSLAGRTSAIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKFNRPETT
LFRSSGQGEYRRKISIA

Figura 1.1. Secuencia amino acidica de Glibulina 11

Amino acid nomenclature: C, cys; cisteine; H, his; histidine; I, ile; isoleucine; M, met; metionine; S, ser; serine; V, val;
valine; A, ala; alanine; G, gly; glycine; L, leu; leucine; P, pro; proline; T, thr; treonine; F, phe; phenilalanine; R, arg;
arginine; Y, tyr; tirosine; W, trp; tryptophane; D, asp; aspartic acid; N, asn; asparagine; B, asx; either of D or N; E, glu;
glutamic acid; Q, gin; glutamine; Z, glx; either of E or Q; K, lys; lysine. Secuencia Proteinica de base de datos UniProt
(http://www.uniprot.org)

Globulina 7S: esta presente en el amaranto en menor cantidad que la globulina 11S, al mismo
tiempo, ha sido menos estudiada (Tandang y col., 2010). Quirdga y col., (2010) encontraron que la
globulina 7S estd constituida por 4 subunidades de 66, 52, 38 y 16 kDa, con un peso molecular
total de 200 kDa. Garcia-Gonzalez y col., (2013) reportaron la globulina 7S compuesta por 3
subunidades principales Ilamadas a (57-69 kDa), a” (57-72 kDa) y B (42-52 kDa), que estan unidas

por enlaces covalentes formados por un trimero con un peso molecular de entre 170 y 200 kDa.

Albuminas: en el amaranto se encuentra en grupos de 2 polipéptidos, llamados MRPs, con 16-18%

de metionina y un peso molecular de 18 kDa (Segura-Nieto y col., 1994; Silva-Sanchez y col., 2004)

Prolaminas: esta es la proteina menos abundante en el amaranto (Segura-Nieto y col., 1992). Esta
formado por tres fracciones con peso molecular aparente entre 52-54, 33-34 y 22-27 kDa, unidas

por enlaces disulfuro (Barba de la Rosa y col., 1992; Jenssen y col., 2017).

A partir de estas tres fracciones que conforman los principales componentes protéicos del

amaranto se pueden liberar péptidos con diferentes bioactividades.

1.2. Péptidos bioactivos.
Los péptidos bioactivos se definen como fracciones de proteinas especificas con funcion fisioldgica

benéfica, por ejemplo en la disminucién de la presién arterial o bien con un efecto opioide


http://www.uniprot.org/

antagonista o agonista. Otras bioactividades importantes que pueden presentar estos péptidos
son la antitrombdtica, antimicrobiana, hipocolesterolémica, antioxidante, entre otras (Lorenzo y
col., 2018). En algunos casos, los péptidos encriptados en secuencias de proteinas pueden
presentar actividad multifuncional. Sin embargo, mientras estos se encuentran unidos a la
proteina, su actividad es nula. Dichas secuencias bioactivas pueden liberarse mediante tres
métodos diferentes: durante la digestiéon en el tracto digestivo, por accién enzimatica y por
fermentacidn microbiana (Hartman y Meisel 2003; Kitts y Weiler 2003).
1.2.1. Digestion

El proceso enzimatico in vivo (Figura 1.2) o in vitro es la forma mas comun de producir péptidos
bioactivos. Durante este proceso, la proteina se hidroliza completamente, con la combinacién de
enzimas pepsina-pancreatina y pepsina-tripsina, reportadas como las mas utilizadas en estudios in
vitro. Con este proceso enzimatico, se han liberado péptidos con diferentes actividades bioldgicas
en alimentos como la leche, el huevo y la soja (Capriotti y col., 2015; Grootaert y col., 2017; Su y
col., 2017). Por otro lado, se han identificado péptidos con actividad antitrombdtica en la sangre
de los lactantes después del consumo de leche materna (Chabance y col., 1995) y péptidos
antihipertensivos en plasma de adultos después del consumo de sardina (VY) y yogur (LPP, VPP y
IPP). ) (Foltz y col., 2007; Matsui y col., 2002). Incluso cuando los estudios in vitro son accesibles y
pueden proporcionar un buen enfoque para los estudios in vivo, se han realizado estudios
comparativos en leche en ambos sistemas, lo que ha demostrado la generacién de una gran
cantidad de péptidos y aminodcidos tanto in vivo como in vitro (Egger y col., 2017; Sanchdén y col.,

2018).
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Figura 1.2. Digestion in vivo de proteinas



1.2.2. Hidrdlisis enzimdtica
Las proteinasas y peptidasas extraidas de plantas, bacterias, hongos y animales se han aplicado

para liberar péptidos con este método (Figura 1.3). Por ejemplo, Suh y col., (1999) encontraron
péptidos con inhibicidn de la enzima convertidora de angiotensina (ACE-i) con el uso de Pescalase
(Serin proteasa de Bacillus licheniformis) en proteinas de maiz; y Zarei y col., (2014) liberaron
péptidos antioxidantes de desechos de palma usando papaina. También se han identificado
péptidos antioxidantes después del uso de Alcalasa (proteinasa de Bacillus subtilis) y Flavourzyme
(peptidasas de Aspergillus oryzae) en maiz y linaza, respectivamente (Silva y col., 2017; Zhuang y
col., 2013). También se ha reportado la liberacion de péptidos antibacterianos y reductores del
colesterol al usar ambas enzimas en un proceso continuo sobre proteinas de chia (Coelho y col.,

2018).
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Figura 1.3 Accidn de exopeptidasas y endopeptidasas.
(Modificada de Cremonesi, 2002)

1.2.3. Fermentacion
Los péptidos bioactivos pueden producirse, utilizando bacterias iniciadoras, a partir de productos

lacteos. El sistema proteolitico de estos microorganismos permite liberar péptidos encriptados en
secuencias proteinicas. Este sistema se divide en tres pasos principales (Figura 1.4); el primero
consiste en la acidon de una proteinasa unida a la pared celular, luego los oligo, tri- y di- péptidos
formados por la proteinasa se transportan al interior de la bacteria, donde finalmente se dividen
nuevamente por endo, amino, tri y dipeptidasas (Savijoki y col., 2006). Este método para la
obtencidn de péptidos bioactivos se ha utilizado en proteinas de diferente naturaleza, como la
leche, la carne, la soja, el tomate, el guisante, entre otros, liberando péptidos con mdultiples
actividades como la ECA-l, antioxidantes y antimicrobianos, con el uso de monocultivos o la
combinacion de diferentes especies (Aguilar-Toald y col., 2017; Daleri y col., 2018; Gallego y col.,
2018; Mechmeche y col., 2017 Vermeirssen y col., 2003). A pesar de que el sistema proteolitico de

estreptococos y lactobacilos cuenta con los mismos tres pasos, tienen pequeias diferencias



(Rodriguez-Serrano y col., 2018). Estas diferencias se deben a necesidades peptidicas especificas
para cada microorganismop, por ejemplo, los estreptococos cuentan con peptidasas especificas
para aminoacidos aromaticos, los cuales son esenciales para su desarrollo (Zhang y col., 2011). En

la figura 3 se ilustra el sistema proteolitico de lactobacilos.
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Figura 1.4. Sistema Proteolitoco de Lactobacilos
(Modificado de Guédon y col., 2001)

a) Proteinasa. La proteinasa se encuentra unida a la pared celular y es lamada PrtP en el caso
de lactobacilos y PrtS para estreptococo (Chang y col., 2014). La principal diferencia es que la PrtS
se encuentra anclada a la membrana celular por medio de una sortasa (SrtA) (Chang y col., 2012).
También, la actividad proteolitica de PrtS es mayor que PrtP, esto debido a que los estreptococos
tienen mayor necesidad de acido glutdmico y metionina. La proteinasa del estreptococo se activa

en caso de que las concentraciones de estos aminodcidos sean inadecuadas (Letort y Jullard 2001).

b) Transporte membranal. Esta fase cuenta con distintos transportadores especificos.
lactobacilos cuenta con al menos 10 distintos transportadores de aminoacidos con alta
especificidad y diferentes sistemas de regulacién, por ejemplo: Glu/GlIn, Asn y Pro/Gly se regulan
por ATP (Poolman y col., 1995), mientras que los transportadores de di y tri péptidos hidrofilicos
como Leu/Val/lle y Ala/Gly y Ser/Thr son transportados por intercambio de protonoes (Savijoki y
col., 2006). En el caso de estreptococos, la hidrélisis trabaja con un sistema de energia externo,
esto debido a que no cuenta con una fuente de energia endégena (Akpemado vy col., 1983). Estas
bacterias poseen dos sistemas basicos de energia, el primero es por ATP o metabolitos de ATP. El
segundo es por la formacion de un protdn que genera la fuerza que acompaniara el transporte de
aminodacidos y péptidos de cadena corta. El transporte de aminoacidos dependerd de las

condiciones de temperatura y pH éptimas para cada microorganismo (Heefner y Harold, 1982).



En el caso de transporte oligopéptidos en lactobacilos, consiste en 5 proteinas (OppA, B, C, Dy F),
qgue pertenecen a la familia de las ABC, que son ATP-dependientes y son capaces de transportar
hasta 12 aminoacidos (Lamarque y col., 2004). En contraste, el transporte de oligopéptidos en
estreptococos es considerado un sistema mas complejo, debido a que permite la entrada de
cadenas de hasta 23 aminoacidos mediante el sistema Ami (Jullie y col., 2005). En este sistema,
ATP-dependiente, esta asociado con la membrana celular, el cual es responsable de la activacién
de operones (AmiAl, AmiA2 y AmiA3) (Garault y col., 2002). Estos operones se pueden activar por
la presencia de aminodcidos sulfurados, los cuales promueven un cambio en las proteinas a su
conformacion de a-hélice, para permitir la entrada de hasta 23 aminoacidos. Los ATP’s requeridos

son donados por los operones Ami, AmiE y AmiF (Hols y col., 2005).

c) Peptidasas. Una vez que los péptidos son transportados al interior del microorganismo,
son fraccionados para liberar los aminoacidos esenciales. Esta accién es desarrollada por un
sistema de peptidasas y aminopeptidasas intracelulares. En general se han encontrado diecisiete
peptidasas en lactobacilos y catorce en estreptococos, y cabe sefialar que aunque tienen los
mismos nombres en ambos microorganimos, PepN, PepC, PepS, PepX y PepO, en los
estreptococos tienen caracteristicas y actividad diferentes a aquellas encontradas en Lactobacillus

(Rul'y Monnet,. 1997).

La efectividad de los péptidos bioactivos depende de dos factores, su resistencia a la degradacion
gastrointestinal por las peptidasas y su absorcidn en el torrente sanguineo. Esto depende a su vez
de los transportadores de péptidos (PEPT1 para tripéptidos; pinocitosis para péptidos solubles;
paracelular para transporte acuoso y rutas transcelulares). Estos dos factores afectan la secuencia
de aminodacidos, en consecuencia las bioactividades y los resultados clinicos podrian modificarse

(Aluko, 2015).

1.3. Bioactividad de la proteina de amaranto.
El amaranto es un alimento rico en proteinas (> 15%), lo que lo convierte en una buena fuente

para la liberacion de péptidos bioactivos con diferentes actividades. La tabla 1.2 resume los

métodos a través de los cuales se han liberado péptidos bioactivos de amaranto.



Tabla 1.2. Métodos usados para liberar péptidos a partir de amaranto.

Método

Bioactividad

Referencia

Digestion in vitro

Antioxidante
Antihipertensiva
Antihipertensiva
Antiinflamatoria
Antitrombodtica

Inhibicion de Dipeptidil
peptidasa IV

Orsini-Delgado y col.,, 2016, Orsini-
Delgado y col., 2015, Orsini-Delgado y
col., 2011

Tiengo y col., 2009

Quiroga y col., 2011, Barba de la Rosa y
col., 2010

Montoya-Rodriguez 'y col.,, 2014,
Moronta y col.,, 2016, Montoya-
Rodriguez y Gonzalez-Mejia 2015
Sabbione y col., 2016

Velarde-Slacedo y col., 2012

Digestion in vivo

Hipocolesteromiante

Mendonga y col., 2009
Soares y col., 2015

Hidrdlisis enzimatica

Antioxidante
Antihipertensiva
Antihipertensiva
Antiinflamatoria
Antitrombdtica
Inhibicion de Dipeptidil

Torini y Afién 2010

Fritz y col. 2011

Tovar-Pérez y col., 2009
Moronta, Smaldini y col., 2016
Sabbione, y col., 2015
Soriano-Santos y col., 2015

peptidasa IV
Antitumoral Barrio y Afién 2010, Quiroga y col., 2015
Antitumoral Saniy col., 2004

Identificacion y Antitumoral Maldonado-Cervantes y col., 2010

aislamiento de proteina

Antihipertensiva

Luna-Suarez y col., 2010.

bioactiva Antimicrobiano Broekaert y col., 1992, Lipkin y col., 2005
Insecticida Valdes-Rodriguez y col., 1993.
Chagolla-Lépez y col., 1994
In silico Antihipertensiva Vicchiy Afidn 2009
Proteinas de amaranto  Antihipertensiva Medina-Godoy y col., 2013
disenadas
Extrusion Antiinflamatoria Montoya-Rodriguez y col., 2014

1.3.1 Péptidos antihipertensivos

La hipertension es un problema de salud publica en todo el mundo, con una prevalencia del 30%.
El uso de medicamentos convencionales tiene efectos secundarios tipicos, es por eso que el uso de
nutracéuticos en el tratamiento y/o prevencién de enfermedades cardiovasculares podria
hipotéticamente suponer un ahorro econémico para el sector salud y una beneficio en la no
manifestacion de efectos secundarios (Borgui y col., 2016). En ello se basa la importancia en el
estudio de la liberacion de péptidos con actividad antihipertensiva de diferentes matrices

alimentarias.
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La actividad antihipertensiva de los péptidos es una de las bioactividades mas estudiadas.
Investigadores los han buscado en diferentes fuentes, como el pescado, la leche, la carne y las
proteinas de origen vegetal (Ciau-Soli y col., 2017; Simonetti y col., 2017; Yathisha y col., 2018;
Zuhaib y col., 2017). La leche ha sido la fuente de proteinas mas estudiada para la produccion de
los péptidos antihipertensivos. De esta fuente se han encontrado los tripéptidos Val-Pro-Pro e lle-
Pro-Pro, con una alta actividad antihipertensiva con dosis entre 5 y 100 mg/dia (Cicero y col.,

2016).

La primera evidencia de péptidos antihipertensivos obtenidos de la proteina de amaranto fue
reportado por Vecchi y Afidn (2009). En este estudio in silico, la proteina globulina 11S fue
mapeada con la ayuda de bases de datos de péptidos antihipertensivos, lo que permitié detectar
dos tripéptidos (IKP y LEP), con una ICso de la ECA de 6.32 mM y 175 uM, respectivamente. Este
fue el primer reporte que demostré que la proteina amaranto es una fuente de péptidos
antihipertensivos. A partir de estos resultados, se realizaron los hidrolizados de los aislados
proteicos enteros del amaranto y sus proteinas aisladas, como la albumina, la glutelina y Ia

globulina 11Sy 7S.

La globulina y la albumina fueron hidrolizadas con alcalasa, las fracciones obtenidas presentaron
bajo peso molecular (550 Da de albumina; 400 Da de globulina) con una ICso de 636 UM y 375 uM,
respectivamente. También reportaron que una hidrdlisis mas extensa, disminuia la actividad
inhibitoria de la ECA (Soriano-Santos 2015; Tovar-Pérez y col., 2009). Aun asi, se ha demostrado
qgue la digestion gastrointestinal simulada a partir de hidrolizados de proteina de amaranto con
alcalasa no altera significativamente la actividad inhibitoria de la ECA, ya que tiene mds del doble
de actividad cuando se hidroliza primero con alcalasa, que solo por digestién gastrointestinal.
Tiengo y col., (2009) concluyeron que los hidrolizados de la proteina amaranto pueden ser una

buena opcidn como producto hipotensor.

Cabe aclarar que la actividad antihipertensiva puede llevarse a cabo por diferentes mecanismos; el
mas comun es la inhibicion competitiva y/o no competitiva de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). Sin embargo, otros mecanismos de accion estan relacionados con el aumento
de la tensidn arterial como la actividad de los agentes vasodilatadores, por ejemplo el éxido nitrico
(NO) endotelial, la inhibicion de la renina o la reduccion del sistema simpatico, que induce la

vasodilatacién (Aluko, 2005).
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La induccion de la produccién de NO durante la inhibicién de la ECA ha sido evaluada en proteinas
de amaranto. Se ha demostrado que la hidrdlisis triptica de glutelina induce la producciéon de ON
endotelial y la vasodilatacion, con un ICso de 200 pg/mL; explicando por primera vez la asociaciéon
especifica de péptidos de amaranto en la fisiologia vascular (Barba de la Rosa y col., 2010). Por
otro lado, la globulina 7S es un componente menor en el amaranto; Quiroga y col., (2011)
compararon sus propiedades con la globulina 11S. En este estudio, se demostrd que la glubulina
7S puede desnaturalizarse a una temperatura mas baja, tiene propiedades emulsionantes mas
altas y mayor solubilidad en un tampdn neutro, lo que lo hace mds adecuado para los usos
alimentarios. Mediante un anadlisis bioinformatico, encontraron que se liberan secuencias

peptidicas antihipertensivas después de su digestion gastrointestinal con un ICso de 0.17g/L.

Como lo demostrd Tovar-Pérez y col., (2009), la alcalasa es una enzima adecuada para la liberacién
de péptidos antihipertensivos. Fritz y col., (2011) compararon la accion de diferentes enzimas,
como la papaina, tripsina, quimotripsina y alcalasa; sus resultados demostraron in vitro que la
mejor enzima para la liberacion de péptidos antihipertensivos era alcalasa, con un efecto dosis
dependiente en ratas espontaneamente hipertensas con ICsp de 0.12 mg/mL. Mientras tanto, los
resultados de Lado y col., (2015) no registraron cambios en la presidn arterial cuando las ratas se

alimentaron con proteinas aisladas no hidrolizadas.

Una forma novedosa de obtener péptidos bioactivos es mediante la modificacion de moléculas
conocidas, para obtener diversas actividades. En este sentido, la globulina 11S o amarantina fue
modificada para la obtencién de una mayor actividad antihipertensiva, debido a que sus
propiedades fisicoquimicas en la subunidad &acida la hacen susceptible a modificaciones. Para
mejorar su actividad antihipertensiva, se realizé la insercién de cuatro péptidos antihipertensivos
Val-Tyr e lle-Pro-Pro en la estructura primaria en la tercera region variable de la globulina 11S. El
experimento se llevd a cabo a través de un plasmido expresado en Escherichia coli Origami, la cual
fue llamada AMC3. Una vez que la proteina fue expresada y purificada, ésta fue hidrolizada por
digestion in vitro para comprobar la liberacidon de los péptidos insertados, lo que resultd en un
aumento de la actividad en ocho veces mas que en la proteina no modificada (ICso 0.064 mg / mL)
(Castro-Martinez et al., 2012; Luna-Suarez y col., 2010; Morales-Camacho y col., 2016). Al realizar
estudios in vivo, los efectos positivos se observaron en ratas hipertensas espontaneas, el grupo
que ingirié una dosis de 100 mg/kg de AMC3 previamente hidrolizado (digestidn in vitro) tuvo

efectos similares a los grupos tratados con captopril (Medina-Godoy y col., 2013).
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1.3.2 Péptidos antioxidantes
La capacidad antioxidante en los péptidos se ha relacionado con la enzima utilizada para liberarlos,
la naturaleza de la proteina, la estructura del péptido, su peso molecular, su hidrofobicidad y asi
como su composicién de aminoacidos (Pihlanto 2006; Udenigwe y Aluko, 2012). Los mecanismos
exactos de como funcionan los péptidos antioxidantes no estdn totalmente esclarecidos. Algunos
estudios han demostrado su capacidad para inhibir la lipoperoxidacion, para eliminar los radicales
libres, para quelar iones metdlicos o para evitar el dafio oxidativo mediante la induccion de genes
que codifican la produccién de enzimas enddgenas (Sarmadi e Ismail, 2010; Udenigwe y Aluko,
2012). Por ejemplo, Chen y col., (1996) postularon que la histidina, debido a la posicidon de sus
grupos imidazol, se identifica como un donador importante de hidrégeno, eliminador de radicales
peroxilo y quelante de metales mientras que los aminoacidos hidréfobos aumentan la
accesibilidad de los antioxidantes a objetivos celulares como lo son las cadenas de acidos grasos
poliinsaturados. Por otro lado, el triptéfano, la tirosina y la fenilalanina se caracterizan por su
capacidad para donar protones a radicales libres y quelar iones metalicos, mientras que la cisteina
y la metionina, debido a sus grupos SH, también pueden eliminar radicales (David-Birman y col.,
2018; Liang y Kitts, 2014). La importancia de la capacidad antioxidante radica en la prevencién o el
retraso en la oxidacion de biomoléculas, la prevenciéon del dafio celular y enfermedades

relacionadas al mantener los componentes celulares en estado reducido (Tohmay col., 2017).

El amaranto es un cultivo que contiene diferentes compuestos antioxidantes, como B caroteno,
vitamina C, polifenoles, flavonoides y acidos grasos (Pieretti y col., 2017; Sarker y col., 2017).
Tambien su alta concentracién en proteinas puede contribuir al aumento de la actividad
antioxidante mediante su hidrdélisis. El principal método hidrolitico utilizado para la liberacion de
péptidos antioxidantes en el amaranto ha sido la digestidon gastrointestinal simulada (Orsini-
Delgado y col., 2011; 2015; 2016). Se ha observado que por la hidrdlisis de las proteinas del
amaranto, existe un aumento en los péptidos solubles, los cuales podrian ser responsables de las
capacidades antioxidantes. Para la medicién de la capacidad antioxidante, siempre se ha
observado una actividad dosis dependiente, mostrando valores de ICso mas altos que los de Trolox
(antioxidante conocido usado como control positivo). Se midié la mezcla de especies con diferente
potencia antioxidante, incluidas las moléculas prooxidantes y otras con alta capacidad
antioxidante (Orsini-Delgado y col., 2011). Incluso cuando la hidrdlisis gastrointestinal simulada
tenia la capacidad de aumentar la capacidad antioxidante, se realizé una hidrdlisis previa con

alcalasa, debido a que estudios realizados por Soriano-Santos y Escalona-Buendia (2015) y Torini y
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Afion (2010) sugirieron que esta enzima tiene la capacidad para mejorar el contenido en péptidos
antioxidantes, al liberar fracciones con un tamafo molecular inferior a 0.5 kDa con hasta un 66%
de actividad inhibitoria de radicales. Cuando se agregd una hidrdlisis con alcalasa a un proceso de
digestidn gastrointestinal in vitro, no se observaron cambios en la actividad antioxidante de los
péptidos producidos (Orsini-Delgado y col., 2015). No obstante, se lograron caracterizar cuatro
péptidos: AWEEREQGSR (ICso = 6.7 pg / mL), YLAGKPQQEHH (ICso = 16 pg / mL), IYIEQGNGITGM
(ICso = 71 pg / mL) y TEVWDSNEQ (IC50 = 20 pg / mL).

Se ha demostrado que la presencia de residuos de His y Pro es esencial para tener efecto
antioxidante, lo que sugiere que los residuos de aminoacidos especificos en las cadenas de

péptidos desempefian un papel importante en la actividad antioxidante (Tang-Bin y col., 2016).

1.3.3 Antiinflamatorio
La inflamacién, que puede ser aguda o crdnica, es la respuesta del huésped a la invasidén de

sustancias extrafias y/o estimulos inflamatorios producidos por diferentes mediadores
inflamatorios como los eicosanoides, las aminas vasoactivas, las citoquinas y la quimiocina (Serhan
y Savill, 2005). Incluso cuando los eventos inflamatorios agudos estdn bien descritos, la
inflamacién crdnica, particularmente en las infecciones crénicas y las enfermedades autoinmunes,
no se conocen completamente (Laveti y col., 2013). La inflamacidn crénica esta relacionada con
una amplia variedad de enfermedades, como son el asma, el cancer, las enfermedades
cardiovasculares, el Parkinson, etc., que se asocian con un mal funcionamiento del tejido (Scrivo y
col., 2011). Debido a la relacién entre la inflamacidn crénica y las enfermedades crdénicas, estudios
recientes se centran en el desarrollo de péptidos bioactivos con accién antiinflamatoria basada en
células de mamiferos cultivadas (especialmente macréfagos) e inflamacidn quimicamente inducida
en modelos animales (Majumder y col., 2016) . Los péptidos derivados de fuentes alimenticias
como la leche, los insectos comestibles, los huevos y la soja se han analizado para detectar
posibles efectos antiinflamatorios beneficiosos (Lin y col., 2017; Meram y Wu, 2017; Zielinska y
col., 2017). En la figura 2 se describen los efectos antiinflamatorios que pueden tener los péptidos

bioactivos.
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Figura 1.5. Posible actividad anti-inflamatoria de péptidos.

Péptidos bioactivos en alimentos pueden mediar el Factor Nuclear-kB (NF- kB) y la Protein quinasa Mitogen-Activado
(MAPK), modificando citoquinas IL-6, -TNF- a, quimoquinasas y adhesion de moléculas.

En estudios recientes, se ha investigado al amaranto en busca de péptidos con efecto
antiinflamatorio, sometiéndolos a diferentes procesos y evaluando diversas respuestas
antiinflamatorias. La primera evidencia de péptidos antiinflamatorios se observé después de la
extrusion de la harina de amaranto (Montoya-Rodriguez y col., 2014 a). Se observé que la harina
de amaranto después de procesarse y pasar a través de una digestion in vitro, mejord el aumento
de la actividad antiinflamatoria en diferentes biomarcadores, con tres péptidos. Los péptidos
identificados fueron HGSEPFGPR, RPRPWRYT y RDGPFPWPWYSH; donde el primer péptido mostrd
una mayor reduccion en el receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidadas 1 (83%) y en la
matriz metaloproteinasa-9 (52%); mientras que el segundo péptido identificado tuvo una mayor
disminucion en las moléculas de adhesidn intracelular-1 (39%). Como resultado de estos estudios,
se concluyd que la extrusion es una tecnologia que libera péptidos con efectos antiinflamatorios,
mejorando directamente los biomarcadores en aterosclerosis como lo es la disminucion de la
proteina C reactiva (PCR) e interleucinas (Montoya-Rodriguez y col., 2014a; 2014b; Montoya-

Rodriguez y Gonzdlez de Mejia 2015).

Por otro lado, también se ha probado la hidrdlisis de la proteina de amaranto con alcalasa para la
liberacidn de péptidos con esta bioactividad. Con este método hidrolitico, se observé que un grado

de hidrdlisis de 23-30% era ideal para la liberacion de péptidos antiinflamatorios capaces de
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reducir la expresién de citoquina CCL20 a través de la activacién de la ruta NF-kB en células
epiteliales coldnicas. El péptido responsable de dicha actividad se identific6 como SSEDIKE, el cual
también demostré no ser téxico e inhibir las reacciones alérgicas en modelo de ratén, con la
supresion de la secrecion de IgE y el control de la inflamacion intestinal (Moronta y col., 2016a;
2016b). Con los resultados obtenidos en estos estudios se puede demostrar que, mediante
diferentes métodos, es posible liberar distintas estructuras peptidicas a partir de la misma matriz,
con posibilidades para la liberacidn de péptidos bioactivos con diferentes bioactividades.
1.3.4 Antitumor

Los estudios de proteinas y péptidos con potencial anticancerigeno son una estrategia innovadora
para la prevencién y tratamiento de cancer (Chalamaiah y col., 2018; Freitas y col., 2019; Gaspar y
col., 2013). Poseen ventajas como bajo costo, alta afinidad y fuerte especificidad para los tejidos
diana, baja toxicidad y menos efectos secundarios adversos (Bhutia y Maiti 2008; Silva-Sanchez y
col., 2008). Los péptidos antitumorales actian en diferentes etapas del cancer, como la iniciacidn,
la promocidén y la progresion (de Mejia y Dia 2010), con un efecto directo en la reduccion de la
progresién del tumor a través de multiples mecanismos, incluidas las actividades apoptdticas,
bloqueadoras de funciones, antiangiogénicas e inmunomoduladoras (Bhutia y Maiti 2008;
Hernandez-Ledesma y Chia-Chien 2017). Incluso cuando se ha evaluado una alta actividad
anticancerigena en hidrolizados de proteinas (Ayyash y col., 2018; Gonzalez-Montoya y col., 2018),
lectinas y lunasinas de plantas, que son glicoproteinas de origen no inmune distribuidas en
semillas, raices, tallos y hojas, se ha demostrado una alta actividad antitumoral, tal es el caso de la

soja y el amaranto (Gonzdalez de Mejia y col., 2003; Moreira y col., 1991).

En el amaranto se encontré que la lunasina esta presente en todas las fracciones de la proteina del
amaranto (albumina, globulinas y prolaminas), con una mayor concentracion en la gluteina del
amaranto con 2,71 a 3,01 ug equivalentes de lunasina/g de proteina (Maldonado-Cervantes et al.,
2010; Silva -Sanchez et al., 2008). La lunasina es un péptido con 43 aminodacidos, su extremo
carboxilo contiene nueve residuos de Asp (D), una secuencia de adhesién celular Arg-Gly-Asp
(RGD) y una hélice con homologia estructural con proteinas de unién a la cromatina (De Lumen,
2005). Se han demostrado propiedades preventivas de cancer en modelos de cultivos celulares de
mamiferos y en modelos en ratén con cancer de piel por carcinégenos quimicos, oncdgenos e
inactivadores de proteinas supresoras de tumores (De Lumen, 2005). Este tipo de péptidos se han
encontrado en soja, cebada y trigo (Gonzalez de Mejia y col., 2004; Jeong y col., 2002; Jeong y col.,

2007).
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La administracién de lunasina de amaranto en células de mamiferos mostré una penetracién del
nucleo mas rapida que la reportada para la lunasina de soja, y mostré 38.8% de apoptosis en
células Hela, 5.0% en células de fibroblastos con una concentracién de glutelina de 5 pg/mL e
inhibicién de la acetilacién de histonas para inhibir la transformacién de las células NIH-3T3 en
focos cancerosos (Maldonado-Cervantes y col., 2010; Silva-Sanchez y col., 2008). También los
hidrolizados de la proteina amaranto con alcalasa y tripsina, han mostrado actividad antitumoral,
en los péptidos diferentes a la lunasina, mostrando también actividad antiproliferativa contra las
células MC3T3E1, UMR106, Caco-2 y TC7 (Barrio y Aiidn 2010; Quiroga y col., 2015; Silva-Sanchez y
col., 2008).

1.3.5 Otras bioactividades
Como se menciond, existen multiples bioactividades que los péptidos pueden tener con efecto

sobre el sistema cardiovascular, digestivo, inmunoldgico y nervioso. En el amaranto, se han
encontrado péptidos antitrombéticos en sus hidrolizados con alcalasa y tripsina, o digestidn in
vitro con tripsina y pancreatina. En ambos estudios, se observé un aumento en la inhibicion de la
coagulacién, con mayor bioactividad en los hidrolizados de glutelina y en fracciones con un peso
molecular inferior a 4 kDa, que tienen la capacidad de ser absorbidos a través del epitelio
intestinal (Sabbione y col., 2015; Sabbione y col.,, 2016). También se ha comprobado Ia
disminucion del colesterol por diferentes métodos. En hidrolizados por digestiéon in vitro, se
caracterizé la liberacién de tres péptidos con actividad inhibidora de la HMG-CoA reductasa
(enzima que controla la velocidad de la via del mevalonato, la via metabdlica que produce
colesterol y otros isoprenoides), identificando GGV, IVG o LVG y VGVI (Soares y col., 2015). Cuando
se administraron proteinas de amaranto a hamsters con hipercolesterolemia, mostraron un 27%
en la reduccidn del colesterol plasmatico, mientras que el grupo alimentado con caseina lactea
mostré una reduccion del 48% (Mendonga y col., 2009), con resultados similares obtenidos de
ratas wistar (Lado y col., 2015). En ambos estudios in vivo, el posible mecanismo de reduccién de

colesterol en plasma fue el aumento en la excrecidn de colesterol fecal.

La diabetes es un trastorno metabdlico caracterizado por altos niveles de glucosa en plasma,
afecta a mas de 422 millones de personas en el mundo y su prevalencia aumenta rdpidamente en
los paises de ingresos medios y bajos (OMS, 2016). Algunos de los posibles tratamientos es el uso
de terapia basada en incretina, que son hormonas peptidicas liberadas por las células
enteroendocrinas intestinales en el torrente sanguineo en respuesta a la ingesta de nutrientes, las

cuales estimulan la secrecién de insulina. Sin embargo, estos tienen una vida corta debido a su
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inactivacion por la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV). Por lo que actualmente los inhibidores de la
DPPIV tienen un nuevo interés como agentes antidiabéticos, ya que han mostrado resultados
prometedores en la disminucion de glucosa sérica (Liu y col., 2019; Ojeda-Montes y col., 2018). Los
hidrolizados de proteina de amaranto de una digestion in vitro, demostraron tener actividad
inhibitoria de la DPPIV con un ICsp de 1.1 mg/ml ademas de que se logré identificar in silico al
tripéptido IPE como inhibidor (Velarde-Salcedo y col., 2013). Cuando se utilizaron proteinas de
amaranto hidrolizadas con alcalasa en ratones diabéticos, se observé una mejoria en la tolerancia

a la glucosa con incrementos notables en insulina plasmatica (Soriano-Santos y col., 2015).

No solo los péptidos de proteinas de amaranto que promueven la salud han sido probados. Se ha
demostrado también que tienen un efecto insecticida contra larvas de insectos (Tribilium
castaneum y Prostephanus trancatus); antimicrobianos contra diferentes hongos (Fusarium
culmorium (Smith) Sacc., Helminthosporium sativum Pammel., King et Bakke, Alternaria
consortiale Fr., y Botrytis cinerea Pers.) con efecto probado en diferentes plantas de amaranto
como Amaranthus retroflexus, Amaranthus caudatus y Amaranthus hypochondriacus. Estos
péptidos son capaces de inhibir la tripsina o a amilasa de los insectos; o el crecimiento de los
hongos, con efectividad demostrada mayor a la de otros insecticidas quimicos o productos
antimicrobianos (Chagolla-Lépez y col., 1994; Broekaert y col., 1992;