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RESUMEN 

Los pseudocereales han sido ampliamente reconocidos como una fuente de alimentación 

altamente nutritiva ofreciendo beneficios para la salud debido a la presencia de compuestos 

bioactivos; dentro de este grupo se encuentra el amaranto, el cual es reconocido por su aporte 

de proteínas de buena calidad, así como por su funcionalidad, ya que posee propiedades 

bioactivas tales como antimicrobiana antioxidante, antihipertensivo, anticanceroso e 

inmunomodular; así mismo se ha demostrado que aislados proteicos y péptidos producidos 

mediante hidrólisis enzimática de las proteínas mejoran las propiedades funcionales. En la 

actualidad, el cáncer es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo, en 

México es la tercera causa de muerte, siendo el cáncer de mama y de cérvix las de mayor 

incidencia entre mujeres; en el estado de Hidalgo en 2018 se reportaron 122 y 120 casos de 

cada uno de ellos, por lo que se buscan terapias que sean más selectivas y menos agresivas, 

lo cual se podría efectuar con el uso de componentes bioactivos naturales. Es por esto que en 

el presente trabajo se propuso como objetivo evaluar la composición fitoquímica y la acción 

citotóxica in vitro de las proteínas y péptidos obtenidos de la semilla de Amaranthus 

hypochondriacus. Por lo cual, para comprobarlo, de la harina de semillas de amaranto se 

realizó la extracción de las proteínas con solución reguladoras de fosfatos salino, del cual se 

preparó el aislado proteico mediante precipitación con sulfato de amonio, de este se 

prepararon péptidos <30 y >30 kDa mediante hidrólisis enzimática. Al aislado proteico y 

péptidos se les determinó actividad hemaglutinante, presencia de saponinas, contenido de 

compuestos fenólicos, actividad antioxidante mediante las técnicas de FRAP, DPPH• y 

ABTS•+, se midió el efecto citotóxico en líneas celulares de cáncer de mama (MDA) y 

cervicouterino (SiHa), empleando el método de MTT y mediante microscopía electrónica de 

transmisión se observaron los cambios estructurales en las líneas celulares. 

Los resultados indicaron que las lectinas presentes en el aislado proteico aglutinaban 

preferentemente eritrocitos tipo AB+, mientras que los péptidos no reportaron actividad; las 

saponinas solo se encontraron en el aislado proteico causando lisis de eritrocitos, se observó 

la presencia de compuestos fenólicos totales, así como de taninos, antocianinas y ácido 

ascórbico, siendo el aislado proteico quien mostró la mayor concentración de dichos 

compuestos. Los ensayos de atrapamiento de radicales, indicaron que el aislado proteico y 

los péptidos poseen un potente efecto antioxidante, siendo mayor en el aislado proteico. El 

ensayo de MTT mostró que el aislado proteico logró inhibir las líneas celulares cancerosas 
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de MDA y SiHa de manera efectiva, obteniendo valores de DI50 de 59.18±12.45 µg/mL en 

MDA y 678 µg/mL SiHa a las 72h; observándose un severo daño en la morfología de las 

células tratadas. Los resultados obtenidos indicaron que la presencia de compuestos 

bioactivos pueden ser los responsables del daño observado en las líneas celulares, lo que 

condujo a disminuir la proliferación celular, siendo un indicativo que el aislado proteico 

podría tener potencial uso en la terapia contra el cáncer, sin embargo, es necesario otros 

estudios que lo confirmen. 

Palabras clave: Amaranthus hypochondriacus, péptidos bioactivos, citotoxicidad, 

antiproliferativo, microscopía de electrónica de transmisión, anticancerígeno. 
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ABSTRACT  

Pseudocereals have been widely recognized as a highly nutritious food that offers health 

benefits; due to the presence of bioactive compounds, in this group is found the amaranth, 

which is recognized for its high quality of proteins and functional properties; as it show 

antimicrobial, antioxidant, antihypertensive, anticancer, and immunomodulating activity; 

Furthermore, protein and peptide isolates produced by enzymatic hydrolysis of proteins have 

been shown to improve functional properties. Currently, cancer is one of the main causes of 

mortality worldwide, in Mexico, it is the third cause of death, being breast and cervical cancer 

the highest incidence among in women. In Hidalgo State, 122 and 120 cases of each were 

reported in 2018, therefor more selective and less aggressive are necessary, which could be 

carried out with the use of natural bioactive components. The goal of this work was 

evaluating the phytochemical composition and the in vitro cytotoxic action of proteins and 

peptides obtained from Amaranthus hypochondriacus seed. 

For this reason, it was carried out the extraction of proteins from the amaranth seed flour with 

saline phosphate buffer solution, the protein isolate was prepared by precipitation with 

ammonium sulfate, peptides were prepared (≤30 and >30 kDa) by enzymatic hydrolysis. 

Hemagglutinating activity, identification of saponins, phenolic compounds content, and 

antioxidant activity were determined by FRAP, DPPH• and ABTS•+ techniques, the 

cytotoxic effect was determinate in breast and cervical cancer (MDA, SiHa) cell lines, 

employing the MTT assay and transmission electronic microscopy was carried out to 

establish cell structure damage. 

The results indicated that lectins present in the protein isolate preferentially agglutinated 

erythrocytes type AB+, while peptides did not report activity; saponins were only found in 

the protein isolate causing erythrocyte lysis, total phenolic compounds were observed, as 

well as tannins, anthocyanins and ascorbic acid, being the protein isolate the one that showed 

the highest concentration of such compounds. Radical trapping assays indicated that protein 

isolate and peptides have a potent antioxidant activity, being the effect on protein isolate 

higher. The MTT assay showed that the protein isolate inhibited the cancer cell lines of MDA 

and SiHa effectively, obtaining DI50 values of 59.18±12.45 µg/mL in MDA and 678 µg/mL 

SiHa at 72h; observing severe damage in the morphology of the cells treated.  
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The results obtained indicated that the presence of bioactive compounds may be responsible 

for the damage observed in the cell lines, which led to a decrease the cell proliferation, being 

an indication that the protein isolate could have potential use in cancer therapy, however it is 

necessary other studies to confirm it. 

Key words: Amaranthus hypochondriacus, bioactive peptides, cytotoxicity, 

antiproliferative, transmission electron microscopy, anticancer. 
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1 INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial, el cáncer de mama y cérvix son las neoplasias más frecuentes que aquejan 

a las mujeres, las cuales generan altas tasas de morbilidad y mortalidad; en México son 

diagnosticados 35.4 y 23.3 casos por 100,000 mujeres respectivamente (1); por lo que el 

conocimiento de la fisiopatología del cáncer ha promovido la búsqueda de nuevos agentes 

que trabajen en conjunto con los tratamientos de primera línea; debido principalmente a que 

la terapéutica farmacológica tradicional trae consigo efectos adversos no deseados. Lo que 

hace necesario una búsqueda de nuevas alternativas menos nocivas, más seguras y con 

efectividad, lo que abre nuevas posibilidades a la investigación de distintas proteínas y 

péptidos provenientes de fuentes naturales como los pseudo-cereales (2,3). 

El Amaranthus es un pseudo-cereal perteneciente a la familia de las Amaranthaceae, que 

tiene aproximadamente 87 especies, distribuidas por todo el mundo, incluido México (4), 

ampliamente cultivado y consumido desde épocas prehispánicas (5), que ha demostrado que 

su consumo puede prevenir o disminuir el riesgo de desarrollar distintas enfermedades, ya 

que contiene compuestos bioactivos que presentan diversas actividades biológicas (6–8). Una 

de las especies más importante es A. hypochondriacus, planta que proporciona granos y hojas 

con alto valor nutricional, es rico en proteínas (17%) con una composición de aminoácidos 

cercanos al equilibrio óptimo requerido en una dieta humana (9). La harina es la materia 

prima para la obtención de un concentrado proteico llamado “aislado proteico”; mediante la 

precipitación con (NH₄)₂SO₄, esta aislado proteico posteriormente se hidrolizará para obtener 

los péptidos (10), se ha señalado que los péptidos y algunos otros compuestos bioactivos 

pueden traspasar la barrera intestinal de forma intacta, llegando a ser transportados a través 

del sistema cardiovascular, logrando interactuar con tejidos y órganos donde ejercen sus 

propiedades biológicas (11,12), atribuyéndoles diferentes efectos sobre la salud incluidas 

propiedades: antitrombóticas, inmunomoduladoras, antioxidantes, activadoras la proteólisis 

mediada por ubiquitina (AUMP), inmunoestimulantes, y antihipertensivas (13,14).  

Por lo que en el objetivo fue evaluar algunos de los compuestos activos (lectinas, taninos, 

saponinas y fenoles totales), la actividad antioxidante y el efecto citotóxico del aislado 

proteico y péptidos de >30 kDa y <30 kDa, obtenidos a partir de la semilla de A. 

hypochondriacus en líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231) y cérvix (SiHa).  
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2 ANTECEDENTES  

2.1 Generalidades 

2.1.1 Cáncer   

El cáncer es esencialmente una enfermedad de división celular incontrolada afectando el 

balance que existe entre la proliferación celular y la apoptosis, el principal mecanismo de 

regulación para el correcto mantenimiento de la homeostasis en el organismo. Este proceso, 

conocido como carcinogénesis, tiene un origen multifactorial como se muestra en la Figura 

1, los agentes carcinogénicos resultan en diferentes alteraciones genéticas y epigenéticas que 

conducen a la célula de manera secuencial hacia una transformación maligna (15). 

 

Figura 1 Etapas de la carcinogénesis (16). 

Debido a lo anterior el cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo, ocasionando 9.5 

millones de defunciones en 2018, en México 14 de cada 100 mexicanos mueren por esta 

enfermedad siendo la tercera causa de muerte con 82 502 defunciones registradas, en Hidalgo 

se registraron 1903 defunciones en 2018 (17,18). 

Los tipos de cáncer con mayor incidencia son el de pulmón, hígado, estómago, colon y mama; 

en el caso de las mujeres el Instinto Nacional de Cancerología (INCan), indicó que los 

tumores malignos más frecuentes en mujeres son: el cáncer de mama y cérvix con altas tasas 

de morbilidad y mortalidad (1);  y que aproximadamente el 30% de casos es debido a factores 

de riesgo conductuales y dietéticos (índice de masa corporal elevado, ingesta reducida de 

frutas y verduras, falta de actividad física, consumo de tabaco y alcohol) (19,20). 
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2.1.1.1 Cáncer de mama  

El cáncer de mama es la neoplasia maligna con mas incidencia entre las mujeres a nivel 

mundial, representa el 24.2% de todos los tipos de cáncer femeninos, según las estadísticas 

del Observatorio Global de Cáncer (GLOBOCAN) en el 2018, por lo que se considera la 

primera causa de muerte por cáncer en mujeres en países en vías de desarrollo. En México, 

de acuerdo a cifras de la Dirección General de Epidemiología (DGE), en 2018 se 

diagnosticaron 11668 nuevos casos de tumor maligno de la mama (21,22). 

El cáncer de mama no es una sola enfermedad, es un grupo heterogéneo de neoplasias que 

pueden surgir tanto de células epiteliales lobulares como ductales, los subtipos de este cáncer 

se definen en función a sus perfiles moleculares e histológicos, los cuales causan variación 

en la presentación clínica, pronóstico y tratamiento a elegir (23).  

Las causas precisas del cáncer de mamá no son claras, sin embargo, se han descubierto 

algunos factores que pueden aumentar el riesgo de padecerlo, como: la edad (aumenta a 

mayor edad), antecedentes familiares, padecer enfermedad proliferativa de la mama, 

mutación en los genes BRCA1 y BRCA2, menarca a edad tepmprana, edad avanzada en el 

primer embarazo, no haber recibido lactancia materna, niveles altos de testosterona y edad 

de la menopausia (24). 

El diagnóstico se basa en un análisis clínico, junto con una serie de pruebas de imagenología: 

mastografía, resonancia magnética y ultrasonido.  Posterior al diagnóstico se clasifica en 

estadios los cuales son determinados por los siguientes factores: 1) Tamaño del tumor, 2) La 

propagación a nodos linfáticos, 3) Metástasis a sitios lejanos, 4) La presencia de receptores 

de estrógeno, progesterona o Her2, y 5) la proporción de células normales/ cancerígenas en 

el tumor (24). 

El tratamiento depende de la etapa clínica en el que es diagnosticado, el cual puede consistir 

en quimioterapia, radioterapia, cirugía o una combinación de estas, para los estadios I y II la 

cirugía conservadora de mama, y la radioterapia post-quimioterapia conforman el tratamiento 

de elección; en estadios más avanzados suele ser recomendada la mastectomía con 

quimioterapia adyuvante para atacar la enfermedad metastásica microscópica residual local 

o distante (24). 
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2.1.1.2 Cáncer de cérvix  

El cáncer de cérvix es un crecimiento anormal del tejido dentro del cuello uterino (porción 

inferior del útero), inicia con displasia de las células uterinas, este crecimiento anormal se 

torna hipertrófico, hiperplásico, anaplásico e invasivo hacia el tejido circundante por 

competencia del suministro sanguíneo mediante destrucción directa de las células contiguas 

(25). 

La causa primaria de las lesiones precancerosas y del cáncer de cérvix es la infección vía 

sexual persistente o crónica por uno o más de los tipos oncógenicos del virus del papiloma 

humano (VPH). De los más de 200 tipos de VPH hasta ahora caracterizados, el VPH-16 es 

el más asociado al cáncer de cérvix seguidos por el VPH-18 y el VPH-31, como se muestra 

en la Figura 2, otros factores de riesgo incluyen la infección por VIH, tabaquismo, el uso de 

píldoras anticonceptivas por más de 5 años, historia de cáncer de cérvix en la familia, más de 

tres partos e inmunodepresión ligada a malnutrición u otras enfermedades sistémicas (26,27) 

 

Figura 2 Clasificación de los tipos de virus por riesgo carcinogénico. (27) 

Se estima que el cáncer cervical es la cuarta neoplasia maligna más común entre las mujeres 

alrededor del mundo, más de medio millón de mujeres fueron diagnosticadas en 2018; en 

México la dirección general de epidemiología (DGE) reportó 2876 nuevos casos de tumor 

maligno del cuello de útero en 2017 (21,22). 

Los esfuerzos para la prevención y el diagnóstico temprano del cáncer de cérvix se han 

centrado en el tamizaje de las mujeres con riesgo de contraerlo mediante la técnica de 

Papanicolaou, el cual permite realizar un diagnóstico citológico de probable displasia de las 

células uterinas, existen otros métodos diagnósticos auxiliares como la histopatología 

(26,28). 

VPH

Bajo riego 6 y 11
Condiloma acuminado

Infección pasajera

Alto riego 16 y 18
Infección pasajera

Cáncer invasor 
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Se clasifica en estadios, los cuales son determinados por dos factores: 1) Localización del 

tumor (se limita al cuello, se ha diseminado a tejidos circundantes, ha hecho metástasis) y 2) 

Tamaño, el tratamiento depende de la estratificación, el cual incluye histerectomía, 

radioterapia, quimioterapia y exenteración pélvica en los casos en el que el cáncer sea 

persistente o recurrente con un tumor limitado a pelvis (25). La cirugía, la quimioterapia y la 

radioterapia, como se menciona anteriormente han sido durante muchos años, las terapias 

estándar en el tratamiento contra el cáncer, las cuales han incrementado notoriamente la 

supervivencia en el paciente oncológico; sin embargo, tras la cirugía se puede ocasionar un 

impacto negativo sobre su salud, es relativamente frecuente un estado catabólico, desarrollo 

de fístulas, síndrome de malabsorción; por otro lado la radioterapia, presenta una toxicidad 

importante en la zona radiada, que se intensifica al llevarse junto a quimioterapia ocasionado 

con frecuencia una malabsorción de nutrientes, una limitación de la ingesta oral y 

desnutrición (29). 

Debido a lo previamente descrito existe una demanda constante por desarrollar coadyuvantes 

a los medicamentos de primera línea contra el cáncer que sean nuevos, efectivos y asequibles, 

lo que ha conducido a la exploración de fuentes naturales, este nuevo interés se expresa en el 

redescubrimiento de alimentos ancestrales considerados funcionales, como los 

pseudocereales; que han demostrado ser ricos en compuestos bioactivos con potencial 

anticancerígeno que podrían auxiliar al mejoramiento de la terapia anticancerígena evitando 

la resistencia y la toxicidad de los medicamentos de primera línea; presentando una nueva 

alternativa y valioso recurso. 

2.1.2 Características de los pseudo-cereales 

El American Heritage Dictionary of English define un pseudo-cereal como “cualquier planta 

que no pertenezca a la familia de las gramíneas pero que produzca frutos y semillas utilizados 

como harinas”, son plantas dicotiledóneas cuyas semillas muestran función y composición 

similar a la de los otros cereales (maíz, avena, centeno), entre los que se encuentran la quínoa, 

el trigo sarraceno y el amaranto (30).  

2.1.2.1 Amaranthus 

El Amaranthus es un pseudo-cereal (Tabla 1), originario de América Central, con gran 

importancia como cultivo alimenticio para las civilizaciones azteca, maya e inca (31); consta 

de alrededor de 87 especies distribuidas en todo el mundo se clasifican en dos tipos : El 
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amaranto de grano mostrado en la Figura 3 (p. Ej., A. cruentus L., A. caudatus L., A. hybridus 

L. y A. hypochondriacus L.) y amaranto vegetal (p. Ej., A. tricolor L., A. dubius L. y A. lividus 

L.) (32). 

Tabla 1 Clasificación botánica del amaranto (33). 

Clasificación  

Reino Plantae 
Clase Dicotyledoneae 
Subclase Caryophyllidae 
Orden Caryphyllales 
Familia Amaranthaceae 
Género Amaranthus 

Especie 

Al menos 87 especies p.ej. 
A. Caudatus 
A. Cruentus 
A. hypochondriacus 

  

   

Figura 3 Especies predominantes de amaranto. A) A. hypochondriacus B) A. caudatus C) 

A. cruentus. (34) 

2.1.2.1.1 Características morfológicas 

El género Amaranthus se caracteriza por ser una planta perenne (anual) de tallos robustos, 

cilíndricos y fibrosos, que puede llegar a crecer de 0.3-5 m; con tonalidades diversas que van 

dese el verde hasta el púrpura (4) con hojas dispuestas en forma alterna y opuesta al tallo de 
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forma romboide, con longitud de entre 6.5-15 cm y flores son grandes dispuestas en panículos 

y agrupadas en inflorescencia, con coloraciones vistosas como amarillo, verde, rosado, rojo 

o purpura (31,35).  

El amaranto es una de las pocas plantas que puede generar tanto granos y vegetales de hoja 

comestibles de alta calidad nutricional, la Figura 4A muestra el fruto seco, con forma de 

cápsula que se abre de forma transversal dividiéndose en dos partes opérculo (superior) y 

urna (inferior) el cual contiene una sola semilla (35), las Figuras 4B-5C muestran que la 

semilla tiene una forma lenticular y llega a medir entre 0.9-1.7 mm de diámetro, y es una 

especie dicotiledónea; anatómicamente se componen de una cubierta o episperma, dos 

cotiledones, ricos en proteínas; el perisperma, una capa rica en almidón; el endosperma y la 

raíz. De colores que van del blanco al amarillo dorado (4,35).  

  

  

Figura 4 Fruto y semilla de amaranto. A) Fruto B) Micromorfología de la superficie de la 

semilla de A. hypochondriacus C) Sección transversal  D) Sección longitudinal de la 

semilla de amaranto (4,35,36). 

2.1.2.1.2 Composición de la semilla de amaranto 

La semilla de amaranto se caracteriza por un menor contenido de almidón, mayor contenido 

de lípidos y proteínas en comparación a otros cereales y pseudocereales, la Tabla 2 muestra 
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la comparación química proximales promedio entre amaranto y otros cereales y 

pseudocereales (32,37). 

Tabla 2 Comparación de composición proximal entre amaranto y algunos cereales y 
pseudocereales (32,37) 

Composición Amaranto** Trigo* Maíz* Arroz* Quínoa* 

Carbohidratos 59.2 66.9 67.7 75.4 58.1 

Proteína 16.6 14 10.3 8.5 15.6 

Grasa 7.2 2.1 4.5 2.1 4.6 

Fibra 4.1 2.6 2.3 0.9 8.9 

Cenizas 3.3 1.9 1.4 1.4 2.3 

Humedad 9.6 12.5 13.8 11.7 7.8 

*Porcentajes en peso seco. ** Promedio de cuatro especies de Amaranthus (A. cruentus, A. 

caudatus, A. hypochondriacus y A. hybridus). 

2.1.2.1.2.1 Carbohidratos-Almidón y Grasas 

El almidón es el carbohidrato principal del grano, entre el 48-69% de su peso seco total, pero 

generalmente se encuentra en cantidades más bajas que en otros cereales como se muestra en 

la Tabla 2 (32,33) con un gránulo de almidón de tamaño pequeño (1–3 μm), y un alto 

contenido de amilopectina que da como resultado propiedades únicas como la excelente 

estabilidad ante la congelación-descongelación, temperaturas de gelatinización más altas, 

estabilidad de retrogradación, viscosidad, menor solubilidad o mayor capacidad de retención 

de agua. Estas propiedades dan una gran variedad de aplicaciones en la industria alimentaria 

(33). Su contenido de aceite, es más alto que en otros cereales como se muestra en la Tabla 

2; los ácidos palmítico, oleico y linoleico son los principales ácidos grasos presentes en el 

aceite de amaranto, con una relación de ácidos grasos saturado/insaturado que varía de 0.12 

a 0.50, contiene una cantidad considerable de escualeno (5%) comparada con otros cereales 

y oleaginosas (0.01-0.4 %).  Sin embargo, el aceite de amaranto se produce en niveles muy 

bajos y a un costo muy alto en comparación de otros aceites como el de oliva, cacahuate, 

girasol (32). 

2.1.2.1.2.2 Proteínas  

Las proteínas son el segundo componente más abundante en la semilla, es la proteína como 

se muestra en la Tabla 2, estas juegan un papel importante en la estructura de los alimentos 
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a través de procesos como la emulsión y gelificación; nutricionalmente las proteínas del 

amaranto cuentan con un suministro alto y equilibrado de aminoácidos esenciales con alta 

biodisponibilidad; en la Tabla 3 se muestra la composición de aminoácidos esenciales en las 

diferentes especies de amaranto, donde se puede ver que el contenido de lisina (Lys) es de 

dos a tres veces mayor ( = 5.6 g/100g de proteína) en comparación a otros cereales como el 

maíz, arroz o trigo (1.9, 3.8 y 2.9 g/100g de proteína) y el contenido de aminoácidos 

azufrados (Met y Cys: = 4.5 g/100g de proteína) es relativamente alto en comparación con 

otras leguminosas como la soja (3.1 g/100g de proteína) (4,32). 

Tabla 3 Composición de aminoácidos esenciales en las semillas de las tres principales 

especies de amaranto (32). 

Aminoácidos 
(g/100g de proteína) 

A. caudatus A. cruentus A. hypochondriacus 

Cisteína (Cys) 2.3 2.0-3.8 2.0-3.9 

Isoleucina (Ile) 3.6-4.1 3.4-3.7 2.8-3.8 

Leucina (Leu) 5.9-6.3 4.8-5.9 5.0-5.8 

Lisina (Lys) 5.7-6.4 4.8-5.8 3.2-6.0 

Metionina (Met) 2.4-3.3 1.8-2.6 0.6-1.6 

Fenilalanina (Phe) 3.4-4.0 3.2-4.5 3.8-4.5 

Treonina (Thr) 3.8 3.2-4.2 2.6-4.3 

Triptófano (Trp) 1.1 n. d 1.1-4.0 

Tirosina (Tyr) 2.8 2.4-4.0 3.1-4.0 

Valina (Val) 4.1-4.7 3.9-4.3 3.2-4.2 

Met-Cys 4.7 3.8-5.4 2.6-5.5 

Phe-Tyr 6.2 5.6-8-5 6.9-8.5 
 

Las proteínas de almacenamiento generalmente se clasifican en cuatro tipos, basándose en 

su solubilidad como se muestra en la Tabla 4, la distribución relativa de las proteínas de 

amaranto según la clasificación de Osborne muestra que la composición está más 

estrechamente relacionada con la mostrada por las leguminosas que por los cereales, como 

se muestra en la Tabla 5, por lo que las fracciones de albúminas y globulinas son las más 

dominantes.(38,39)  
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Tabla 4 Clasificación de Osborne para proteínas vegetales basándose en su solubilidad 

(38). 

Proteína vegetal Disolvente 

Glutelinas Ácidos o bases diluidos 

Globulinas Soluciones salinas acuosas (NaCl) (10%) 

Albúminas Agua 

Prolaminas Disolventes orgánicos 

 

Tabla 5 Distribuciones promedio de proteínas (%) en fracciones Osborne de varios 

pseudocereales, cereales y legumbres. (38) 

 Referencia Albúminas Globulinas Prolaminas Glutelinas 

Amaranto 

(40) 19 38 13 21 

(41) 51 16 2 31 

(42) 47 19 1 29 

(43) 44 20 

(44) 11 51 0 7 

(32) 52 16 2 31 

Guisante 
(45) 

21 66 0 12 

Arroz 11 10 12 77 

2.1.2.1.2.2.1 Albuminas 

Se han descrito dos tipos de albuminas de amaranto, obtenidas mediante una extracción de 

dos pasos: agua y disolución salina, la fracción proteica principal clasificada como albúmina-

1, extraída  de la harina con una disolución salina, seguida de una diálisis contra agua y una 

posterior eliminación de la globulinas por centrifugación, con un peso molecular de alrededor 

de 34 kDa; el segundo tipos descrito puede ser extraído con agua del residuo de harina, esta 

fracción es llamada albúmina-2, albúmina menor o globulina P; es llamada globulina debido 

a que comparten varias características con otras globulinas de amaranto como el tamaño 

molecular y la reactividad de la superficie, por lo que la albumina-2 es una isoforma de la 

globulina 11S, la estructura secundaria de las albúminas de amaranto consiste en 4% de 

hélices α, 37% de láminas β y 55% de estructura aperiódica. (38,46) 
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2.1.2.1.2.2.2 Globulinas 

Es la fracción principal y la proteína más importante de almacenamiento, los dos tipos 

principales de globulinas son la 11S y 7S, la globulina 11S o amarantina consiste en 3 

subunidades en forma de pro globulinas caracterizada como una proteína con 501 residuos 

con masa molecular de alrededor de 56 kDa organizada en dos hexámeros, cada hexámero 

está formado por subunidades con masa molecular entre 52 y 59 kDa, las subunidades esta 

conformadas por una proteína ácida (34 a 36 kDa, pI 5.6) y una proteína básica (22 a 24 kDa, 

pI 9.2) unidas por un enlaces disulfuro; como se mencionó anteriormente la albúmina-2 se 

considera una isoforma de la globulina 11s (4,38,47). La globulina 7S está presente en menor 

cantidad que la globulina 11S, formada por 3 subunidades principales llamadas α (57-68 

kDa), α´ (57−72 kDa) y β (42−52 kDa) unidas por enlaces no covalentes para formar un 

trímero con una masa molecular de aproximadamente 170 a 200 kDa. Cada subunidad tiene 

uno o dos grupos glicosilo unidos a N-terminal, esta estructura puede ser estabilizar en 

soluciones de alta resistencia iónica (4).  

2.1.2.1.2.2.3 Prolaminas y Glutelinas 

Las prolaminas en el amaranto son la fracción proteica con los niveles más bajos, formadas 

por algunos de los componentes en otras de las fracciones proteicas, con masas moleculares 

de 52 a 54, 33 a 34 y 22 a 27 kDa unidos por enlaces disulfuro; comparten subunidades 

comunes con las glutelinas, y las diferencias de solubilidad entre estas proteínas y las 

prolaminas se le atribuye a las diferencias en los niveles y ubicaciones de los enlaces 

disulfuro (38). Las glutelinas representan la segunda fracción más importante en las semillas 

de amaranto, compuesta por seis polipéptidos, dos con peso molecular de 55-67 kDa, dos de 

35-38 kDa y los más pequeños de 22-23 kDa. Estas proteínas presentan el mayor contenido 

de lisina (5.9-10.2%) y de tirosina-fenilalanina (6.7-10.3%) y presentan propiedades únicas 

de solubilidad, pero molecularmente tienen características de globulinas (48).  

2.1.2.1.3 Otros constituyentes de la semilla  

2.1.2.1.3.1 Ácidos fenólicos, flavonoides y otros polifenoles  

Los compuestos fenólicos presentes en el amaranto, están involucrados en la defensa de la 

planta contra la invasión de patógenos, incluidos bacterias, hongos y virus. Estos 

antioxidantes impiden o retrasan la oxidación de otras moléculas a través de la inhibición de 

reacciones de oxidación; evitando la catálisis de metales como hierro y cobre para evitar la 
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formación de radicales libres, y el daño en ADN. Se ha reportado una mayor concentración 

de estos compuestos es mayor en el A. caudatus (660,37 μg trolox/g), comparado con otros 

alimentos como las mora (1784 μg trolox/g), el maíz morado (4720 μg trolox/g) y el camote 

morado (3167 μg trolox/g), entre otros (49). Uno de los principales componentes en el 

amaranto es el flavonoide polifenólico rutina (quercetin-3-rutinósido) descrito por Kraujalis 

et al. (50), que es un potente antioxidante, antimicrobiano y fungicida; con valores reportados 

alrededor de 0.08 g/Kg en semilla y 24.5 g/Kg en hoja seca, mientras que las variedades 

reportadas con más rutina son A. hybridus y A. cruentus (51). Otros de los compuestos 

antioxidantes reportados en diferentes extractos de la planta de amaranto son: fitoesteroles, 

antocianinas, fenoles, betacianinas, betaxantinas, nicotiflorina, isoquercetina, ácido 4-

hydroxybenzoico, ácido p-cumárico, vitamina C, neoxantina, violaxantina, luteína, alfa y 

beta carotenos (52). Tufts et al. (53) describieron  una actividad inhibitoria de TNF-alfa 

debida a los compuestos antioxidantes y anti inflamatoria en las hojas de la variedad A. 

dubius. 

2.1.2.1.3.2 Compuestos antinutricionales 

El término antinutricional se utiliza para describir aquellos compuestos que afectan el valor 

nutricional de los alimentos, especialmente las semillas, pues dificultan o inhiben la 

asimilación de nutrientes; estos compuestos son de naturaleza variada y pueden llegar a ser 

tóxicos o causar efectos fisiológicos (afectaciones pancreáticas o aglutinación de glóbulos 

rojos entre otras). Estos compuestos son sustancias naturales no fibrosas, generadas por el 

metabolismo de defensa de las plantas (54). 

2.1.2.1.3.2.1 Ácido fítico 

El ácido fítico (mioinositol 1,2,3,4,5,6–hexafosfato), es la principal forma de 

almacenamiento de fósforo que comprende del 1-5% de peso en los cereales, representan del 

50-85% del fósforo total en las plantas, se acumula en las semillas durante el periodo de 

maduración, concentrándose en el salvado. Este se une a los minerales y los hace no 

disponibles debido a sus propiedades quelantes, inhibiendo la absorción intestinal y 

biodisponibilidad de hierro, zinc, calcio magnesio y manganeso, además interactúan con los 

residuos básicos de la proteína formando complejos, proteína-fitato y proteína-fitatomineral, 

por lo que muchas reacciones enzimáticas a nivel digestivo se paralizan. Egli et al. (55) 

reportaron que la cantidad de ácido fítico en el amaranto es mayor que en otros cereales (56). 
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2.1.2.1.3.2.2 Lectinas 

Compuesto perteneciente a un grupo variado de proteínas, conocido como hemaglutinas; las 

lectinas vegetales se presentan frecuentemente  en forma de glicoproteínas, cuyo mecanismo 

de acción consiste en combinarse con las glicoproteínas de las membranas celulares 

aglutinándolas o coagulándolas; su mecanismo de acción es resultado de su alta especificidad 

para reconocer los carbohidratos sobre la superficie del intestino delgado, causando daños en 

la pared intestinal afectando los procesos de absorción y transporte a través de ella (54). Las 

Amarantinas son las lectinas presentes en el amaranto, se considera una de las familias de 

lectinas de plantas más pequeñas; la primera lectina de la familia de Amarantina se purificó 

a partir de las semillas de A. caudatus, la aglutinina de éstas semillas es una proteína 

homodimérica de 66 kDa describiendo dos sitios de unión a carbohidratos (57). 

2.1.2.1.3.2.3 Saponinas  

Son compuestos con una estructura compleja formada por un núcleo esteroidal hidrofóbico 

y una parte hidrofílica constituida por unidades de monosacáridos, son glucósidos que le 

atribuyen su sabor amargo a las semillas. Las saponinas bajan la tensión superficial, poseen 

propiedades emulsificantes y tiene efectos hemolizantes en glóbulos rojos. Su actividad 

hemolítica, antilipidémica y su capacidad de reducir los niveles de colesterol en el suero,  son 

algunas de sus características más importantes (54). 

Las saponinas del amaranto son un grupo de glucósidos de alto peso molecular, formados 

por una o más cadenas carbohidratadas y una aglicona denominada sapogenina, se han 

asilado 7 saponinas triterpenoicas de la semilla de A. caudatus (58). En A. cruentus se 

demostró que la concentración total de saponinas en las semillas era de 0.09-0.1%, y se 

concluyó que los bajos contenidos de saponinas en las semillas de amaranto relativamente 

baja para generar toxicidad (59). 

2.1.2.1.3.2.4 Taninos (TN) 

Son compuestos polifenólicos de gran peso molecular y un gran número de grupos hidroxilos, 

clasificados en hidrolizables (gálicos) y condensados (catéquicos), son compuestos 

construidos por un núcleo que contiene un glúcido, que a la vez posee grupos hidroxilos; 

mientras que los taninos condensados son polímeros no ramificados de hidroxiflavonoles. 

Estos se pueden unir a enzimas, proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos, esteroides, 

saponinas y formar complejos con el hierro, inhibiendo las enzimas digestivas y formar 
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complejos con membranas mucosas provocando daños en las mismas. Los complejos 

taninos-proteína son insolubles y esto disminuye la digestibilidad proteica, además reducen 

la biodisponibilidad de vitamina B12, destruye la vitamina B1 y disminuye las reservas de 

vitamina A (54,60). Estos compuestos se localizan principalmente en la testa y en los 

cotiledones, en la semilla germinada o reventada contiene mayores cantidades de taninos, 

esto se debe a la formación de pigmentos debido a reacciones químicas y bioquímicas (54). 

El contenido reportado por Becker et al. (61), del promedio de diez especies de amaranto 

tiene un rango muy amplio de 0.4 a 5.2 mg/g; esto puede deberse a las diferencias entre las 

variedades y la forma de cultivo. Estudios recientes reportan valores de 0.06 ± .11% en peso 

seco para A. hypochondriacus y 0.12 ± .04% para A. cruentus (62). 
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2.2 Antecedentes de problema  

El desarrollo de tratamientos con compuestos naturales y seguros como las proteínas 

alimentarias (aislados, hidrolizados o péptidos) han reportado propiedades nutricionales 

como diversas funciones biológicas.  

Las proteínas provenientes de cereales o pseudo-cereales pueden ser extraídas y procesadas 

para obtener aislados proteicos y mediante una hidrólisis enzimática los péptidos bioactivos 

que están inactivos dentro de las secuencias proteicas, y pueden liberarse (63), la estructura 

de estos péptidos proporciona las bases moleculares sobre su funcionalidad y su capacidad 

de ejercer su actividad biológica, estas propiedades no solo dependen de la secuencias 

primarias de las proteínas, sino también de su conformación (64). El uso de proteínas 

alimentarias ha aumentado debido a su alto valor nutricional, su funcionalidad y su bajo 

contenido de factores antinutricionales (65). 

2.2.1 Hidrólisis enzimática 

Los hidrolizados proteicos se definen como una mezcla compleja de oligopeptidos, péptidos 

y aminoácidos libres que se producen por hidrólisis parciales o extensas; mientras que los 

péptidos bioactivos se definen como aquellos con propiedades farmacológicas beneficiosas 

(63), la hidrólisis in vitro utiliza enzimas proteolíticas, este es el proceso más usado para la 

obtención de hidrolizados y péptidos con propiedades biológicas (66); debido a las 

condiciones específicas requeridas (pH 6.0-8.0; temperaturas 40-60 ºC), los hidrolizados y 

péptidos obtenidos con proteasas específicas son reproducibles y no involucran solventes 

orgánicos o químicos tóxicos, por lo que es adecuada para la industria alimentaria y 

farmacéutica (67).  

La especificidad de las proteasas utilizadas para la hidrólisis afecta la longitud, la 

composición y la secuencia de los aminoácidos, lo que influye en la actividad biológica de 

los péptidos, por lo que un tratamiento con diferentes proteasas, que muestran diferentes tipos 

de especificidad, y generan varios tipos de hidrolizados, con una mezcla de aminoácidos 

libres, oligopéptidos de alto y mediano peso molecular y péptidos cortos con diferentes 

secuencias de aminoácidos. Las proteasas de menor especificidad producen péptidos más 

cortos que las proteasas de mayor especificidad (63). 
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2.2.1.1 Enzimas proteolíticas  

 Las enzimas proteolíticas como se muestra en la Tabla 6, son clasificadas por su origen 

(plantas, animales y de fuentes microbianas), su sitio catalítico (aminoácidos) y modo de 

acción (endo- o exo- actividad) (63).  

 

Tabla 6 Enzimas proteolíticas (68) 

Tipo Origen Nombre Fuente 
Temp 
(ºC) 

pH 
Sitio de 
acción 

catalítica 

Se
ri

np
ro

te
as

a 

Animal 

Tripsina 

Porcino y 
Bovino 

30-60 7-9 -*Lis (o Arg) 

Quimotripsina 45-55 8-9 
-*Trp (o Tir, 

Fe, Leu) 

Elastasa  6-8 -*Ala 

Bacteriana 
Alcalasa 

Subtilisina 
Carlsberg 

Bacillus 
licheniformis 50-60 6-10 

Aminoácidos 
aromáticos e 
hidrófobos 

C
is

te
in

pr
ot

ea
sa

s 

Plantas 

Papaína Papaya 40-75 5-8 
-*Fe (o Val, 

Leu) 

Bromelaina Piña 20-65 5-8 Aahf - 

Ficina 
Látex de 

Ficus 
 5-8  
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Tabla 6 Enzimas proteolíticas -cont. (68). 

Tipo Origen Nombre Fuente 
Temp 
(ºC) pH 

Sitio de 
acción 

catalítica 

A
sp

ar
ta

to
 p

ro
te

as
as

 

Animal 

Pepsina 
Porcino y 
Bovino  1-4 -Fe (o Tir, 

Leu) 

-*Trp (o Fe, 
Tir Quimosina   4-6 

Fúngica 

Aspergilopep
tidasa A 

Aspergillus 
saito i 35-50 2-5 

Glu, Asp, Leu 
*-Similar a la 

pepsina 
Newlasa Rhizopus sp. 40-50 3-6 

M
et

al
o 

pr
ot

ea
sa

 

Animal 
Carboxipepti

dasa A Páncreas  7-8 

*Carbonilo 
del AA 

terminal del 
péptido, 

excepto Pro, 
Arg, Lis 

Bacteriana Neutrasa 
Bacillus 

amyloliquefa
ciens 

40-55 6-7 
-Fe, Leu, 
Val*--- 

P
re

pa
ra

ci
on

es
 e

nz
im

át
ic

as
 Papaína cruda Papaya  5-9 

Amplia 
especificidad 

Pancreatina 
Páncreas 
(bovino y 
porcino) 

30-80 7-9 

Veron P, Sumicina LP, 
Bocina A 

Aspergillus 
oryzae 40-55 4-8 

Pronasa 
Streptomyces 

griseu  7-9 
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2.2.1.2 Obtención de péptidos  

Los péptidos, pueden exhibir funciones biológicas deseadas, pero se encuentran en bajas 

concentración dentro del hidrolizado por lo que el fraccionamiento y concentración es 

esencial. Existen varios métodos para aislar los péptidos, como la cromatografía líquida o la 

ultrafiltración en la que se emplean diferentes tipos de membranas (membranas de corte en 

peso molecular (MWCO); estos métodos logran un separación en función de parámetros 

fisicoquímicos como el tamaño molecular, hidrofobicidad o carga (63). El método de 

ultrafiltración se emplea para obtener hidrolizados de proteínas enriquecidos con péptidos de 

peso específico. Las membranas con alto MWCO (20–100 kDa), están adaptadas para separar 

péptidos y proteínas no hidrolizadas o enzimas de proteólisis, mientras que las membranas 

de ultrafiltración con MWCO intermedio o bajo se aplican principalmente para el 

fraccionamiento de péptidos; las fracciones obtenidas representan una mezcla entre 

moléculas activas e inactivas con pesos moleculares similares (69). 

2.2.2 Péptidos bioactivos  

Los péptidos bioactivos se han definido como fragmentos de proteínas específicas, como se 

muestra en la Figura 5, que pueden actuar como moduladores fisiológicos del metabolismo 

(70,71), la bioactividad específica de los péptidos depende principalmente de sus propiedades 

estructurales, como la longitud de la cadena y características fisicoquímicas, como la 

hidrofobicidad y carga molecular (72,73).  

No obstante, se debe tener en cuenta lo siguiente:  

1. Para ser considerado “bioactivos”, un componente dietético debe tener un efecto 

biológico medible a un nivel fisiológico (71); 

2. La “bioactividad” evaluada debe tener el potencial de afectar la salud de manera 

beneficiosa, excluyendo los efectos potencialmente dañinos como toxicidad, 

alergenicidad y mutagenicidad (71). 

Se ha demostrado que los alimentos de origen animal y vegetal son fuentes importantes de 

péptidos bioactivos. Las fuentes vegetales incluyen los cereales (trigo, cebada, arroz), 

pseudocereales (quínoa y amaranto) o las legumbres (soya, frijol, guisante). La presencia de 

los péptidos bioactivos aumenta el valor de la calidad de las proteínas de los alimentos (3). 
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Figura 5 Esquema de liberación de péptidos bioactivos a partir de proteína precursora (71). 

2.2.2.1 Péptidos bioactivos en la semilla de amaranto  

Además de los componentes nutricionales, las semillas de amaranto también contienen 

sustancias que desempeñan diversas funciones biológicas, la semilla de amaranto contiene el 

péptido similar a la lunasina (encontrado previamente en la soya), este péptido y la fracción 

proteica de las glutelinas tienen una concentración relativamente alta de ácido aspártico; lo 

que ha sugerido que las regiones ácidas puedan estar relacionadas con un epítopo de lunasina 

en las fracciones proteicas de la semilla (14,74). La fracción proteica de las glutelinas 

hidrolizada con tripsina demostraron actividad apoptótica contra células cancerosas 

cervicales (HeLa); el análisis in silico reveló que los péptidos más frecuentes en el amaranto 

son antihipertensivos especialmente en la proteína globular 11S mostrando un potencial para 

inhibir la enzima convertidora de angiotensina I (ACE) reduciendo la presión arterial (75); 

en las fracción de las glutelinas se han descrito péptidos con actividades biológicas como 

antiinflamatorias o inhibidores de dipeptidil aminopeptidasa (DPP) IV enzima clave en la 

activación de hormonas controladoras de la liberación de insulina por las células endocrinas 

(76–78). 

Proteína precursora

Procesamiento industrial Digestión

Tracto digestivo

Aminoácidos

Péptidos bioactivos
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2.2.2.2 Actividades biológicas de los péptidos bioactivos 

2.2.2.2.1 Efecto anticancerígeno/antiproliferativa  

Diferentes péptidos bioactivos han demostrado efectos antiproliferativos en diferentes 

modelos cancerosos, entre los péptidos anticancerígenos la lunasina es uno de los más 

reportados; es un péptido de 43 aminoácidos encontrado en primer lugar en la soya y 

posteriormente en otros cereales y pseudocereales como el  trigo, cebada, arroz, centeno y 

amaranto (14,74,79); la lunasina se caracteriza por una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), 

seguida de ocho residuos de Asp (D) en su extremo carboxil, demostrado que la secuencia 

RDG es responsable de la adhesión a la matriz extracelular, mientras que la secuencia de 

aspartatos es la clave en la unión a cromatina, la primera evidencia sobre su efecto 

antiproliferativo fue reportada por Gálvez y de Lumen en donde transfretaron E. coli con 

ADNc codificador de lunasina que mostró el arresto en mitosis; además el gen de la lunasina 

se transfectó en células de cáncer causando la detención de la división celular, la 

fragmentación cromosómica y la lisis celular (80). En los fibroblastos de ratón, un 

tratamiento con lunasina 100 nM inhibió la trasformación en focos cancerosos inducidos por 

carcinógenos químicos como el 3-metilcolantreno (MCA); adicionalmente demostró la 

acetilación de histonas H3 y H4 en células de cáncer de mama (MCF-7) y en un modelo de 

cáncer de piel de ratón (SENCAR) una aplicación tópica de lunasina (250 μg/semana) redujo 

la incidencia de tumor de piel inducida por 7,12-dimetilbenz (a) antraceno (DMBA) 

aproximadamente un 70% (81). 

Se ha demostrado que la lunasina inhibe la acetilación de la histona H3, los genes supresores 

de tumores p53 y Rb, activan la histona desacetilasa para suprimir los genes implicados en 

la carcinogénesis, por el contrario los oncogenes virales como el virus del papiloma humano 

(VPH) actúan interrumpiendo la interacción entre las histonas desacetilasas y p53 o Rb, lo 

que da como resultado la activación de la proliferación celular de las células transformadas; 

por lo que se propone un mecanismo de que la lunasina se une a las histonas desacetilasas 

actuando como supresor tumoral explicando la capacidad de la lunasina de inhibir la 

proliferación celular de células transformadas (79,82). 

Otro modelo propuesto para explicar la actividad quimiopreventiva de lunasina, es la 

citotoxicidad (IC50 14 μM) en células leucémicas (L1210), demostrando además una 

detención del ciclo celular en la fase G2/M como la apoptosis a través de la activación de la 
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caspasa-3 de una manera dependiente de la dosis (83), otro estudio en células de cáncer de 

colon (HT29) con concentraciones de lunasina de 10-50 μM indujo apoptosis por medio de 

la activación de caspasa-3 por una vías mitocondriales apoptóticas (84). 

Aunque la lunasina es uno de los péptidos con más reportes de actividad anticancerígena, 

otras moléculas han sido aisladas de leguminosas y cereales con actividades anticancerígenas 

reportadas. 

Kannan et al. (85), aislaron un pentapéptido del salvado de arroz resistente al jugo 

gastrointestinal con una secuencia (Glu-Gln-Arg-Pro-Arg) que en concentraciones de 600-

700 mg/mL, causó una inhibición del 84% en el crecimiento de las células de cáncer de colon 

(Caco-2 y HCT-116), el 80% en el crecimiento de las células de cáncer de mama (MCF-7 y 

MDA-MB-231) y 84 % de crecimiento de células de cáncer de hígado (HepG-2). 

Otro grupo significativo de proteínas bioactivos presentes en muchos cereales, 

pseudocereales y leguminosas son las lectinas, la propiedad más reportada sobre las lectinas 

es la capacidad de aglutinar la células debido a su unión a residuos de carbohidratos 

específicos en la superficie celular (86), las lectinas de soya y otras leguminosas sobreviven 

a través  de la digestión en el tracto gastrointestinal, estas interfieren con la absorción de 

nutrientes y se ha reportado que ingresan en la circulación sistémica (87), por lo que las 

lectinas se consideran como un factor antinutricional (88); Liner (89), demostró que la lectina 

de soya podría inhibir el crecimiento tumoral en un modelo de rata mientras que Boland et 

al. (90) demostraron que estas mismas lectinas mejoraron la esperanza de vida en un modelo 

de ratón  con linfoma y García-Gasca et al. (91) demostraron que las lectinas, de Phaseulus 

acutifolius, exhibían un efecto antiproliferativo diferencial en células no transformadas y en 

diferentes líneas celulares de cáncer. 

2.2.2.2.2 Propiedades anti-inflamatorias 

Otra de las propiedades reportada para los péptidos bioactivos es la modulación de los 

procesos inflamatorios, Día et al. (92) purificaron tres péptidos similares a la lunasina de la 

harina de soya, se trató la línea celular de macrófagos RAW 264.7 inducida por 

lipopolisacárido (LPS) con lunasina (100 μM) resultando en la inhibición de biomarcadores 

pro inflamatorios como la producción de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1beta (IL-1β), 

activación del factor nuclear kappa B (NF-κB), expresión de ciclooxigenasa-2 (COX-2), 

óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y producción de prostaglandina E2; reportando que 
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los efectos sobre las vías de transducción de las señales inflamatorias se debió a la inhibición 

de la translocación nuclear de las subunidades p65, p50 y NF-κB. 

2.2.2.2.3 Propiedades protectoras cardiovasculares 

Algunos péptidos bioactivos derivados de los cereales ejercen un efecto antihipertensivo al 

inhibir la enzima convertidora de angiotensina I (ECA). Quiroga et al. (93) hidrolizó 

mediante la enzima alcalasa péptidos entre 1.355 y 0.179 kDa derivados de A. 

hypochondriacus que probaron inhibir la renina en un efecto dosis-respuesta relacionado con 

la hidrofobicidad del péptido; mientras Vilcacundo et al. (94) mostraron que tres péptidos 

(FLISCLL, SVFDEELS y DFIILE) hidrolizados mediante pancreatina de A. caudatus 

mostraron actividad inhibidora de ECA; al igual que Matsui et al. (95) que identificaron un 

péptido (Ile-Val-Tyr) hidrolizado de germen de trigo por la proteasa alcalasa con actividad 

inhibidora de ECA; por otro lado Motoi et al. (96) identificaron un péptido hidrolizado por 

la proteasa ácida gliadina (Ile-Ala-Pro) con actividad inhibidora de ECA del germen de trigo; 

los efectos del péptido Ile-Ala-Pro se evaluaron en ratas hipertensas al aplicar una inyección 

intraperitoneal, disminuyó la presión arterial sistólica. Otro de los péptidos a partir de 

proteínas de arroz hidrolizados por alcalasas (Thr-Gln-Val-Try), con una metodología similar 

obtuvieron resultados de disminución de la actividad inhibidora de ECA (97). 

Además de los efectos hipotensores e inhibidores de la ECA descritos para la protección 

cardiovascular de los péptidos bioactivos de soya y trigo han reportado un efecto reductor de 

colesterol y lípidos. Pak et al. (98) reportaron un péptido (Ile-Ala-Val-Pro-Gly-Glu-Val-Ala) 

aislado de la fracción de las globulinas de soya hidrolizada con pepsina, ejerció un efecto 

hipocolesterolémico al unir las sales biliares y reducir la absorción de colesterol y la 

reabsorción de sales biliares; Ferreira Ede et al. (99) suplementaron β-conglicinina (globulina 

7S) de soya durante 28 días (200 mg/día) redujo tanto el colesterol y los triglicéridos en 

plasma como la proporción de lipoproteínas de baja densidad/alta densidad (LDL / HDL). 

2.2.2.2.4 Propiedades antioxidantes  

El estrés oxidativo es un factor importante en la progresión de varias enfermedades crónicas, 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) pueden dañar todas las macromoléculas, como los 

lípidos, las proteínas y el ADN. Los péptidos antioxidantes obtenidos por hidrólisis 

mostraron que algunos aminoácidos como His, Trp, Tyr y Lys tienen propiedades 

antioxidantes mientras que los aminoácidos básicos (Arg, His y Lys) pueden quelar los iones 
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metálicos (100); Medina et al. (101) demostraron que Val y Leu cuando se encuentran en el 

N-terminal y Tyr y Trp en el C-terminal ejercen propiedades antioxidantes, Chen et al. (102) 

analizaron el efecto antioxidante de 28 péptidos sintéticos diseñados a partir del péptido 

antioxidante Leu-Leu-Pro-His-His que se encuentra en la soya, demostrando que la 

combinación de los aminoácidos Pro-His-His demostraban mayor actividad antioxidante; en 

estudios in vitro se ha evaluado la actividad antioxidante de péptidos de germen de trigo 

mediante los ensayos de 1,1-difenil-2-picrylhydrazyl (DPPH), superóxido, hidroxilo, 

eliminación de radicales, poder reductor de iones ferrosos y actividad quelante, demostrando 

que la actividad antioxidante es comparable al α-tocoferol (control); la actividad antioxidante 

también se confirmó en péptidos de trigo, guisante y soya (103,104) 

Jeong et al. (105) reportaron las propiedades antioxidantes de la lunasina demostrando que 

es capaz de quelar iones de Fe2+, evitando la formación de radicales hidroxilo, así como 

estudios in vitro demostraron que la lunasina elimina los radicales peroxilo y superóxido, 

también se demostró que es capaz de proteger las defensas antioxidantes de células epiteliales 

colorectales de adenocarcinoma (Caco-2) tratadas con peróxido de hidrógeno y 

hidroperóxido de terc-butilo con concentraciones fisiológicas de lunasina (0.5–25 μM por 24 

h) (106).  

2.2.2.2.5 Propiedades antimicrobianas  

Los péptidos antimicrobianos son moléculas muy diversas, que pueden dividirse en cuatro 

grupos en función de las características estructurales: péptidos α-helicoidales, β-hoja, 

extendidos y de bucle. La mayoría de los AMP comparten un carácter anfipático con una 

carga neta positiva y un alto contenido de residuos hidrófobos (107). Moyer et al. (108) 

describieron un peptido de 1.7 kDa (Atr-AMP) rico en prolamina derivado de A. tricolor con 

actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus lo que demuestra 

su actividad contra especies bacterianas gram negativas y positivas.  

  



28 

3 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA  

El cáncer sigue siendo una de las enfermedades que más muertes causa en el mundo, México 

reportó 9.5 millones de casos en 2018. El cáncer es causado por un crecimiento celular 

anormal de manera descontrolada, con la capacidad de invadir otros tejidos, lo que lleva a la 

formación de masas tumorales, neo-vascularización (angiogénesis) y metástasis. El cáncer 

de mama, colorrectal, de pulmón y de cérvix son las formas más diagnosticadas de esta 

enfermedad entre mujeres (18,21,109). 

Actualmente los tratamientos utilizados varían y dependen de factores como: el tipo, la 

localización y la extensión de la enfermedad, así como del estado de salud del paciente. Son 

diseñados para matar/eliminar las células cancerígenas o para producir eventualmente su 

muerte al privarlas de las señales celulares necesarias para su división celular. Los 

tratamientos generales disponibles son: radioterapia, quimioterapia y la resección quirúrgica. 

En la mayoría de los casos se aplican diferentes opciones de tratamiento, pero ninguna es 

completamente eficaz al ser incapaz de focalizar su efecto lo que genera un daño en tejido 

circundante (24,25,110). 

Debido a los efectos devastadores del cáncer, así como las limitantes de los tratamientos, 

existe la necesidad de evaluar el efecto citotóxico, de proteinas alimentarias derivadas de 

pseudocereales, sobre la viabilidad, supervivencia y muerte de células tumorales, con el fin 

de encontrar diferentes y mejores alternativas de tratamiento. El amaranto es una planta 

dicotiledónea clasificada como pseudocereal, que produce semillas con un contenido 

proteico de alta calidad, y compuestos promotores de salud, considerada como una planta 

“biofarmacéutica natural”, que podría aportar métodos seguros y efectivos contra algunas 

enfermedades (74,111). 

Por lo que la presente investigacion se plantea si; ¿Las proteínas y los péptidos que se 

obtienen a partir de la semilla de la especie Amaranthus hypochondriacus lograrán 

generar un efecto citotoxico en las líneas celulares cancerígenas de mama (MDA-MB-

231) y cérvix (SiHa)? 
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4 JUSTIFICACIÓN 

En las últimas décadas se ha progresado en la comprensión de la etiología del cáncer; sin 

embargo a pesar de este progreso, el cáncer continúa aumentando en el mundo debido, en 

parte a sus características metastásicas, altas tasas de replicación y su capacidad de 

adaptación escapando del sistema inmune con diversas acciones. Los tratamientos actuales 

contra el cáncer presentan toxicidad sistémica y muerte no equitativa de células cancerosas, 

causando una gran variedad de efectos secundarios. Debido a estas limitaciones existe una 

necesidad de encontrar tratamientos alternativos menos agresivos y más selectivos, entre 

estas alternativas, se encuentra el uso de alimentos que contengan compuestos bioactivos que 

en sinergia con los tratamientos actuales generen mejores resultados. 

El presente estudio pretende enfatizar que las proteínas y péptidos bioactivos presentes en las 

semillas de A. hypochondriacus demostrarán ser un agente promotor de salud que protejan 

contra el desarrollo de cáncer, exaltando sus propiedades como el breve marco de tiempo de 

interacción, baja toxicidad, alta especificidad y buena solubilidad, que lo haga una opción 

estratégica en el tratamiento como anticancerígenico y que ayude ante las deficiencias 

presentes en las terapias actuales, así como también ampliando la comprensión del efecto de 

estos péptidos sobre las células cancerígenas, para lograr una mejora en la supervivencia y 

en la calidad de vida de los pacientes diagnosticas con esta enfermedad. 
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5 HIPÓTESIS 

El aislado proteico y los péptidos bioactivos de las semillas de la especie A. hypochondriacus 

demostrarán efecto anticancerigeno en las líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-

231) y de cérvix (SiHa). 

6 OBJETIVO(S) 

6.1 General 

Evaluar el efecto citotóxico y antiproliferativo del aislado proteico y de los péptidos 

bioactivos obtenidos de las semillas A. hypochondriacus en líneas celulares de cáncer de 

mama (MDA-MB-231) y cérvix (SiHa).  

6.2 Específicos 

1. Obtener apartir de la semilla de A. hypochondriacus un aislado proteico; preparar y 

separar los péptidos a partir del aislado proteico mediante hidrólisis enzimática y 

ultrafiltración.  

2. Evaluar la actividad hemaglutinante y hemolítica presente en el aislado proteico y 

péptidos bioactivos de la semilla de A. hypochondriacus. 

3. Cuantificar el contenido de compuestos de origen fenólico presentes en el aislado 

proteico y péptidos bioactivos de la semilla de A. hypochondriacus. 

4. Evaluar la actividad antioxidante en presente en el aislado proteíco y péptidos 

bioactivos de la semilla de A. hypochondriacus. 

5. Evaluar la citotoxicidad y antiproliferativo del aislado proteico y péptidos en líneas 

celulares MDA-MB-231 y SiHa. 

6. Identificar los cambios morfológicos de las células MDA-MB-231 y SiHa inducidos 

por el compuesto que presente mayor efecto citotóxico en las líneas celulares, 

mediante microscopía electrónica de transmisión (MET). 
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7 MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1 Tipo de estudio 

Ensayo experimental in vitro con diseño longitudinal prospectivo. 

7.2 Evaluación de protocolo por el comité de ética 

El presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Ética en Investigación de la 

Univerisidad Autónoma del Estado de Hidalgo con el numero CEEI-000011-2019 (Anexo 

16.2) 

7.3 Diagrama de diseño experimental  

7.3.1 Extracción de proteínas  

 

Figura 6 Esquema metodológico de la separación de péptidos a partir de la semilla de A. 

hypochondriacus.  
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Figura 7 Esquema metodológico.   

             Harina             Aislado proteico             Péptidos >30 kDa             Peptidos <30 kDa  
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8 METODOLOGÍA   

8.1 Material vegetal  

Las semillas de amaranto (A. hypochondriacus) se adquirieron de un productor local del 

Estado de México, las semillas provienen del mismo lote, se limpiaron manualmente 

retirando materia extraña, granos dañados y se almacenaron a temperatura ambiente. 

8.2 Preparación de muestra  

8.2.1 Harina  

Antes de cada prueba se molió la cantidad necesaria de harina en un molino de granos 

(Molino seco IKA A10) y tamizado en una malla del #60. 

8.2.2 Extracto-Aislado proteico 

8.2.2.1 Precipitación de proteínas con sulfato de amonio  

De la harina previamente preparada; se extrajeron las proteínas con una solución reguladora 

de de fosfato salino (PBS) a una concentración de 0.01 M y pH de 7.4, en una relación 1:10, 

la mezcla se agitó durante 16-18 h a 4 °C, posteriormente se centrifugó a 10 000 rpm/60 min; 

al sobrenadante se le añadió sulfato de amonio (NH4)2 SO4 al 70% a 4 °C; a continuación la 

proteína precipitada fue recuperada mediante centrifugación a 10 000 rpm durante 60 min a 

4°C; el precipitado obtenido fue resuspendido en PBS y se sometió a diálisis contra H2O con 

tres cambios durante 24 h a 4 °C, obteniendo el extracto proteico seguido de una liofilización 

(112). 

8.2.2.2 Liofilización  

La liofilización se basa en el fenómeno físico de la sublimación del agua presente; el extracto 

proteico se colocó en contenedores de 10 mL y se liofilizo en una liofilizadora (Labconco 

Corporation); con las siguientes condiciones: temperatura del condensador: -52 ºC, vacío: 

0.045 mbar, velocidad de congelación: -36 ºC; y temperatura final de secado de entre 25 y 

31ºC por 72 h, obteniendo el aislado proteico (113).  

8.2.3 Fracciones peptídicas 

8.2.3.1 Hidrolisis enzimática 

Se realizó un tratamiento enzimático secuencial con pepsina y pancreatina descrito por Mora-

Escobedo (114), tomándose 2.5g de aislado proteico y 50 mL de agua destilada ajustando el 
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pH a 2 con HCl (1.0 N). La muestra se hidrolizó con 100 mg de pepsina por 60 min a 37 °C 

en agitación constante, posteriormente se ajustó el pH a 5.3 con NaHCO3 (0.9 M) 

adicionándole 100 mg de pancreatina una vez disuelta se ajustó nuevamente le pH a 7.5 con 

NaOH (1 N), dejándose en constante agitación por 120 min a 37 °C; para detener la hidrólisis 

la muestra se colocó en un baño a por 5 min a temperatura de ebullición.  

El hidrolizado se almacenó a 4 °C, pasadas 24 h la muestra se centrifugó a 10 000 rpm por 

10 min y se prosigue al protocolo de ultrafiltración para la separación de las fracciones 

peptídicas (114). 

8.2.3.2 Ultrafiltracción 

El sobrenadante con las fracciones solubles de la muestra se colocó en una celda de 

ultrafiltración equipada con un agitador magnético (Amicon 8050 de 50 mL, Millipore). Se 

usó una membrana de celulosa con un límite de peso molecular (MWCO) de 30 000 (30 kDa) 

obteniendo dos fracciones peptídicas la primera de >30 kDa y la segunda ≤30 kDa, la 

ultrafiltración se realizó a temperatura ambiente (28 ± 2°C) y se empleó O2 para mantener la 

presión transmembrana, una vez que se realizó la separación las muestras se liofilizaron 

siguiendo la metodología previamente descrita y se almacenaron a 4 °C para las posteriores 

pruebas (115).  

8.3 Análisis químico proximal 

El análisis químico proximal se realizó en las semillas de A. hypochondriacus mediante el 

uso de los métodos oficiales de análisis (AOAC) (116), los contenidos de humedad, grasa y 

ceniza se determinaron por los métodos 950.46, 960.34 y 920.153, respectivamente; la 

proteína total fue determinada por el método de Kjeldahl con el método 928.08, utilizando 

como factor de conversión de nitrógeno 5.85 (32); el contenido total de carbohidratos se 

calculó por diferencia. Los resultados se expresaron en porcentaje.  

8.4 Ensayo de Bradford para determinación de proteínas solubles totales  

Ensayo colorimétrico descrito por Bradford (117) basado en la formación de un complejo 

entre el colorante azul brillante de Coomassie G-250 y las proteínas, en concreto a los 

residuos de aminoácidos y a sus bases aromáticas. Se realizó una curva de calibración de 

seroalbúmina bovina en concentraciones (0-0.5 mg/mL). La lectura de absorbancia se realizó 

en un espectrofotómetro (Epoch 2, Biotek) a una longitud de onda de 595 nm. Se tomó como 
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válidas las curvas del calibrador con una R2 ≥0.995. Expresando los resultados en mg/mL de 

proteína. 

8.5 Cuantificación de metabolitos secundarios  

8.5.1 Determinación de actividad hemaglutinante (Lectinas) 

8.5.1.1 Preparación de eritrocitos 

Se emplearon eritrocitos humanos tipo “A”, “B”, “AB” y “O” (+) de donadores sanos quienes 

firmaron un consentimiento informado previamente (Anexo 16.3), los procedimientos para 

la extracción de sangre periférica realizaron de acuerdo a las normas oficiales mexicanas 

NOM-007-SSA3-2011 y NOM-253-SSA1-2012, la sangre sé depositó en tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) al 2% como anticoagulante y se centrifugó (10 min/2000 

rpm); un vez separados fueron lavados y resuspendidos con PBS para tener una solución al 

2%. 

8.5.1.2 Identificación 

La detección de la actividad de las lectinas se basa en la aglutinación debido a la unión a los 

carbohidratos especificos presentes en membrana, empleando el método descrito por Jaffé 

(118). Las lectinas se extrajeron de las muestras con PBS durante 16 h a 4°C en agitación, a 

continuación fueron centrifugadas (20 min/10 000 rpm) y el sobrenadante fue empleado para 

la identificación de lectinas. Empleando una placa de 96 pozos fondo plano, a cada pozo se 

le añadieron 50 µL de PBS, en el primer pozo se añadieron 50 µL de muestra realizándose 

diluciones seriadas de orden 2, a continuación, a cada pozo se le agregaron 50 µL de la 

preparación de eritrocitos dejándolos incubar por una hora a temperatura ambiente. Las 

unidades reportadas de hemaglutinina se definen como el inverso de la última dilución que 

presenta aglutinación; calculándose al dividir el título de aglutinación entre los mg de 

proteína soluble presentes en 50 µL de la muestra determinada por el método de Bradford 

previamente descrito. Los resultados se expresaron en actividad hemaglutinante por mg de 

proteína (AH/mg). 

8.5.2 Determinación de actividad hemolítica (Saponinas) 

Se empleó la técnica descrita por Giron (119), la cual se fundamenta en la propiedad 

hemolítica independiente al tipo de sangre; que presentan las saponinas al interactuar con la 

membrana generando una alteración en el trasporte de la bomba Na+/K+  (120). 
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8.5.2.1 Preparación de eritrocitos 

Se emplearon eritrocitos humanos tipo “AB”(+) de donador sano el cual firmó un 

consentimiento informado previamente (Anexo 16.3), los procedimientos para la extracción 

de sangre periférica realizaron de acuerdo a las normas oficiales mexicanas NOM-007-SSA3-

2011 y NOM-253-SSA1-2012, la sangre sé depositó en tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) al 2% como anticoagulante y se centrifugó (10 min/2000 

rpm); un vez separados fueron lavados con una solución salina isotónica y diluidos al 4% de 

solución salina isotónica. 

8.5.2.2 Identificación  

Las saponinas presentes en las muestras se extrajeron pesando 10 mg, adicionándole 1000 

µL de etanol y llevándolo a un agitador orbital por 30 min, las muestras fueron llevadas a 

sequedad y resuspendidas en NaCl 0.9%. Para la determinación de la capacidad hemolítica, 

se empleó una placa de fondo redondo de 96 pozos, donde a cada pozo se colocaron 50 µL 

de NaCl (0.9%), a continuación en el primer pozo se adicionaron 50 µL del extracto de 

saponinas, realizando diluciones seriadas de orden 2, posteriormente se adicionaron 50 µL 

de la solución eritrocitos a cada pozo, se incubaron por una hora a temperatura ambiente. 

Reportando la máxima dilución que presente aglutinación como unidades hemolíticas por 

miligramo de muestra (UH/mg). 

8.6 Cuantificación de compuestos de origen fenólico  

8.6.1 Fenoles totales (FT) 

El contenido de polifenoles se llevó a cabo por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu 

descrito por Singleton (121). Se realizó una curva patrón de ácido gálico en el rango de 

concentraciones de 0-600 mg/L. A 100 µL de muestra, se le agregaron 500 µL del reactivo 

de Folin (1:10) y 400 µL de Na2Co3 al 7.5%, se dejaron reaccionar por 30 min, la absorbancia 

se midió a 765nm y los resultados se expresan como mg equivalentes de ácido gálico (AG) 

por gramo de muestra (mg EAG/g). 

8.6.2 Taninos (TN) 

Estos compuestos fueron  extraídos de 0.2 g de las muestras adicionando 5 mL de metanol, 

se agitaron durante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó a 3500 

rpm por 30 min; se realizó una curva patrón empleando +catequina (tomado como válidas 
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las curvas con una R2 ≥0.995), siguiendo la metodología de Price modificada por Harris et 

al. (122). Tomando 500 µL del sobrenadante se adicionaron 2.5 mL de vainillina-HCl al 

0.5% y se dejándose reaccionar por 45 min a temperatura ambiente. La lectura de absorbancia 

se realizó a 500 nm. Los resultados se reportaron como miligramos equivalentes de catequina 

(MEC) por cada gramo de muestra (mgMEC/g). 

8.6.3 Antocianinas totales (ANT) 

Se cuantificó el contenido de antocianinas mediante el método diferencial de pH, basado en 

la transformación estructural de las antocianinas con el cambio de pH (123). Las muestras se 

prepararon con el buffer de cloruro de potasio pH 1.0 (0.025 M) y el buffer de acetato de 

sodio pH 4.5 (0.4 M), se midió la absorbancia de cada muestra a 510 nm y 700 nm. El 

contenido de antocianinas de cálculo con la siguiente ecuación: 

!"# = %(!!"# − !$##)%&	".# − (!!"# − !$##)%&	).!)[+,][./][1000]
[2 ∗ 1]  

Donde: 

PM: 449.2 peso molecular de cianidina-3-glucósido  

FD: factor de dilución  

ε: 26900 coeficiente de extinción molar 

Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucósido 

por g de muestra (mgCy3gl/g).  

8.7 Cuantificación de ácido ascórbico (AA) 

El contenido de ácido ascórbico se determinó mediante el método colorimétrico con hidrato 

de sal sódica de 2,6-dicloroindofenol (DCPI) descrito por Dürüst (124). La muestra se diluyó 

en ácido oxálico al 0.4% y se filtró; posteriormente se tomaron 100 µL de muestra y se le 

adicionaron 100 µL de solución amortiguadora de acetato de sodio y 800 µL de DCPI (0.0012 

%). La absorbancia se midió a 520 nm. El ácido ascórbico se utilizó como patrón de 

referencia (0-50 mg/mL) tomando en cuenta como válidas la curva R2 ≥0.995. Los resultados 

se expresaron en mg de ácido ascórbico por mg de muestra (mgAA/g). 
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8.8 Determinación de actividad antioxidante  

8.8.1 Ensayo de decoloración con el radical catiónico (ABTS•+) 

Fundamentada en la decoloración del radical ABTS•+, la reducción en presencia de especies 

donantes de hidrógeno (125). Se pesaron 100 mg de muestra y se disolvió en 1mL de agua, 

la mezcla se agitó durante 2 h a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó a 10 000 

rpm/ 10 min; la preparación del radical ABTS•+ se realizó  12-16 h previas al uso con una 

solución de ABTS•+ (7 mM) conteniendo persulfato de potasio (2.45 mM), después de 24 h 

se realizó una dilución con etanol hasta obtener valores de absorbancia de 0.70 ± 0.02 a 734 

nm. Se realizó una curva de calibración con Trolox (0, 40, 80, 100, 120, 160 y 200 µg/L); 

para medir la capacidad antioxidante de las muestras se tomaron 100 µL de cada una y se 

adicionó 900 µL de la solución de ABTS•+, reaccionaron por 5 min en obscuridad y 

posteriormente se realizó una lectura de absorbancia a 734 nm (Se tomarán como válidas las 

curvas del calibrador de Trolox con una R2 ≥0.995). Los resultados se expresarán en µM de 

TEAC (actividad antioxidante equivalente al Trolox) por gramo de muestra (µM TEAC/g). 

8.8.2 Ensayo de decoloración del catión radical a-a-difenil-ß-picrilhidrazilo (DPPH•)  

Se basa en la medición del grado de decoloración que provocan los componentes de la 

muestra sobre el DPPH•, mediante el método reportado por Schenk y Brown (126). Se 

pesaron 100 mg de muestra y se disolvió en 1mL de agua, la mezcla se agitó durante 2 h a 

temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó a 10 000 rpm/ 10 min; se preparó una 

solución de DPPH• al 7.5% y se realizó una curva de estándar con Trolox (0, 20, 40, 60, 80, 

100, 120 y 140 µg/L). A 900 µL de la solución de DPPH• se le agregó 100 µL de cada 

muestra, se dejó en reposo por una hora y posteriormente se realizó la lectura de absorbancia 

a 520 nm (Únicamente la curva con R2 ≥0.995 fue tomada como válida). Los resultados se 

expresarán en µM de TEAC (actividad antioxidante equivalente al Trolox) por gramo de 

muestra (µM TEAC/g). 

8.8.3 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP) 

El análisis se realizó siguiendo el método modificado de Benzie y Strain (127) fundamentado 

en la capacidad de un compuesto para reducir el hierro férrico (Fe3+) a ferroso (Fe2+). La 

muestra se preparó previamente pesando 100mg en 1 mL de agua, se agitó durante 2 h a 

temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó a 10 000 rpm/ 10 min; el reactivo FRAP 

se preparó mezclando una solución amortiguadora de acetato (300 mM), solución de TPTZ 
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(10 mM) y FeCl3 (20 mM) en proporción 10:1:1, y se realizó una curva estándar de FeSO4 

(0-50 mg/mL), el potencial reductor se midió tomando 30 µL de muestra más 90 µL de agua 

y 900 µL del reactivo FRAP, se incubó a 37 ºC por 10 min y posteriormente se realizó la 

lectura a un absorbancia de 590 nm. Únicamente la curva  R2 ≥0.995 fue tomada como válida. 

Los resultados se expresarán en µM Fe2+/g de muestra.  

8.9 Determinación de actividad anticarcinogénica 

8.9.1 Líneas celulares, cultivo y siembra. 

Las líneas celulares de cáncer empleadas en el presente estudio son: la línea celular de cáncer 

de mama (MDA-MB-231) y línea celular de cáncer de cérvix (SiHa); cuyas características 

se muestran en la Tabla 7, las líneas celulares fueron donadas por el Dr. Alejandro García 

Carrancá, del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. 

Tabla 7 Características de líneas celulares (128,129) 

Línea 
celular 

Organismo Tejido Morfología Clasificación Características 

MDA-
Me231 

Homo 
sapiens 

Glándula 
mamaria 

Epitelial Adenocarcinoma Mujer caucásica 
51 años 

SiHa 
Homo 

sapiens Cérvix Epitelial 

Grado II, 
carcinoma de 

células 
escamosas 

Mujer asiática 
55 años 
VPH 16 

Las líneas celulares se cultivaron en el medio esencial de Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM), complementándose con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1 % penicilina y 

estreptomicina para obtener medio de cultivo completo (MCC). Las células se transfirieron 

a frasco de cultivo estéril de 75 cm2 con 10 mL de MCC incubándose a 37 °C a 4% de CO2 

y 95% de humedad relativa.  

Una vez que las células alcanzaron 80-90 % de confluencia, se trataron con 5 mL ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA-PBS, 1mM y pH 7.4) se incubaron entre 5-10 min hasta 

que la monocapa celular se separó y se prosiguió al protocolo de conteo y siembra. 

8.9.2 Conteo celular y protocolo de siembra 

Las células se contaron en un hemocitómetro utilizando tinción con azul de tripán. El número 

de células por mL se calculó utilizando la fórmula: 
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"	56	7é9:9;<
=> = ?@8B (5)(DE9	FEF;9	56	7é9:9;<)(10000) 

Donde: 

X = número de células contadas en el hemocitómetro 

8 = número de cuadrantes contados  

5 = factor de dilución de células en azul tripán 

8.9.3 Ensayo de citotoxicidad y antiproliferativo en líneas celulares con aislado proteico 

y péptidos bioactivos. 

Después del recuento, se calculó el volumen de células y MCC necesario para cada ensayo, 

las células se sembraron en una placa de fondo plano de 96 pozos con densidades de 10,000 

células/200 μL, para el ensayo de citotoxicidad con 24 h de incubación y 5,000 células/200 

μL para los ensayos antiproliferativos de 48 h y 72 h de incubación. Después de 24 h de 

incubación, las células se trataron por triplicado con diferentes concentraciones, en caso del 

aislado con 0, 50, 100, 250, 500, 750, 1500 y 2500 mg/mL; los péptidos >30 kDa con 0, 500, 

600, 700, 800, 900 y 1000 mg/mL y con los péptidos <30 kDa con 0, 500, 800, 1000, 1300, 

1500, 2000 y 3000 mg/mL en ambas líneas celulares, durante 24, 48 y 72 h. Además, se 

incluyeron controles positivos paclitaxcel a una concentración de 34.2 y 25.65 y cisplatino 

de 30 y 24 µg/mL y para células MDA-MB-231 y SiHa respectivamente. Al finalizar el 

periodo de tratamiento, se realizó el ensayo de citotoxicidad (ensayo de MTT). 

8.9.4 Citotoxicidad (Ensayo de MTT) 

Se basa en la reducción de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) 

a formazán por las enzimas deshidrogenasas mitocondriales en células vivas. Después de los 

tiempos de incubación de 24, 48 y 72 h, se agregaron 10 μL de una solución MTT (5mg/mL) 

a cada pozo y la placa se incubó a 37 ° C durante 3 h; posteriormente, se eliminó el MTT y 

se añadieron 100 µL de DMSO a cada pozo, la placa se colocó en un agitador orbital por 5 

min para disolver los cristales de formazán formados; se determinó la absorbancia 

espectrofotométricamente a 540 nm en un lector de microplacas EPOCH (Bio-Tek 

Instruments Inc.) (130). 



41 

8.10  Microscopía electrónica de transmisión (MET)   

Con los resultados previos del ensayo de citotoxicidad y antiproliferación, previamente 

descrito, se seleccionó el compuesto y el tiempo de exposición con el mayor efecto 

citotóxico; las células de MDA-MB-231 y SiHa fueron tratadas con el aislado proteico a la 

concentración de DI50 del tiempo de 72 h; lavadas tres veces con PBS; posteriormente se 

fijaron en glutaraldehído al 2.5% con cacodilato de sodio (0.1 M) en CaCl2 (5mM), y se 

almacenaron a 4 ºC. Se les añadió resina LR White polimerizándolos bajo UV a 4 ° C durante 

48 h. A partir de los bloques obtenidos de resina se realizaron cortes finos y se tiñeron con 

citrato de plomo y acetato de uranilo elaborando cortes finos que se observaron con un 

microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-1011 (131).  
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8.11 Definición de variables  

 

Tabla 8 Definición de variables 

Variable 
Tipos de 
variables 

Definición 
conceptual 

Definición 
operacional 

Escala de 
medición 

Ácido 
Ascórbiso Cuantitativa 

Cuantificación 
del contenido de 
ácido ascórbico 

Reducción de 2,6-
dicloroindofenol 

mg de ácido 
ascórbico por 

gramo de 
muestra 

Actividad 
citotóxica 

Cuantitativa 

Determinar la 
funcionalidad 

mitocondrial de 
las células 

tratadas 

Reacción del 
tetrasolium, bromuro 

de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2 y l)-

2-5-
difeniltetrazolium 

(MTT) 

% de 
disminución 

vs control 
(100%) 

Antocianinas Cuantitativa 
Cuantificación 

del contenido de 
antocianinas 

Diferencial de pH 

mg cianidina-
3-glucósido 

por gramo de 
muestra 

Capacidad 
antioxidante 

Cuantitativa 

Capacidad de 
captar radicales 

libres y 
neutralizados 

Inhibición del 
radical ABTS•+ y 

DPPH• 

µM TEAC 
por ml de 
muestra 

Cuantitativa 
Potencial 
reductor  

Reducir Fe3+ a Fe2+ 
µM Fe2+ por 

gramo de 
muestra 

Composición 
química 
proximal 

Cuantitativa 

Cantidad de 
carbohidratos, 

proteínas, grasa, 
ceniza y 
humedad 

Determinación 
gravimétrica 

% en 100g de 
muestra 

Fenoles Cuantitativa 

Cuantificación 
del contenido de 

compuestos 
fenólicos totales 

Compuestos 
fenólicos 

reaccionan al 
reactivo de Folin-

Ciocalteu 

mg ácido 
gálico /gramo 

de muestra 
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Tabla 8 Definición de variables -cont. 

Variable 
Tipos de 
variables 

Definición 
conceptual 

Definición 
operacional 

Escala de 
medición 

Hemaglutininas Cuantitativa 
Cantidad de 

hemaglutininas 
Aglutinación de 

eritrocitos 

AH / mg de 
proteína 
soluble 

presentes en 
50 µl de la 

muestra 
determinada 

por el método 
de Bradford 

Péptidos 
bioactivos 

Cuantitativa 

Extracción de 
las diferentes 

fracciones 
proteicas 

Extracción de 
acuerdo a 

solubilidad 

(g de proteína 
extraída en la 
fracción / g de 

proteínas 
totales en 

harina) x 100 

Proteínas 
solubles 

Cuantitativa 
Cantidad de 

proteínas 

Formación de 
complejo entre azul 

brillante de 
coomassie G-250 y 

las proteínas 

mg de 
proteínas por 

mL de 
muestra 

Saponinas Cuantitativa 
Cuantificar las 

saponinas 
presentes 

Aglutinación de los 
glóbulos rojos 

UHE / mg de 
muestra 

Taninos Cuantitativa 
Determinar la 
cantidad de 

taninos 

Decoloración del 
compuesto de 

catequiza 

MEC / 100 g 
de muestra 

 

8.12 Análisis estadístico  

Los datos se almacenaron en una base de datos creada en el programa Microsoft Excel 

(Microsoft Office, USA) y se analizaron estadísticamente mediante el programa GraphPad 

Prism 8.0 (GraphPad Software, USA); presentándose como la media ± desviación estándar 

de la media (DE). 

  



44 

9 RESULTADOS  

9.1 Análisis químico proximal de la harina de Amaranto (A. hypochondriacus) 

Con la finalidad de conocer los componentes de harina de la semilla amaranto se realizó un 

análisis químico proximal, cuyos resultados se presentan en la Tabla 9, donde los 

carbohidratos y las proteínas son los componentes predominantes. Los resultados muestran 

que la semilla de amaranto es una fuente de proteína, lo cual justifica el proceso de separación 

de los péptidos para su análisis. 

Tabla 9 Composición química proximal de harina de semilla de A. hypochondriacus. 

Componente % 

Ceniza 7.11±0.07 

Humedad 3.25±0.32 

Grasa 4.21±0.23 

Proteína* 15.80±0.38 

Carbohidratos totales** 69.62±0.68 

* Factor de conversión de nitrógeno (F.N.C) = 5.85 
** Calculado por diferencia.  
Los valores representan la media ± DE. Determinación 
por triplicado. 

9.2 Cuantificación de proteína soluble de la harina de semilla de A. hypochondriacus 

durante el proceso de separación de los péptidos. 

La cuantificación de proteína soluble durante el proceso de extracción de los péptidos se 

observa en la Figura 8, donde se muestra una disminución significativa entre el extracto 

proteico (182.6 ± 2.3 mg/g) y los pasos subsecuentes, el aislado proteico (169.8 ± 3 mg/g), 

hidrolizado (153.1 ± 3.1 mg/g), péptidos >30kDa (132.8 ± 3.1 mg/g) y péptidos <30kDa 

(119.4 ± 4.6 mg/g), el porcentaje de recuperación proteica disminuyó 7% del extracto 

proteico al aislado proteico, 16% al hidrolizado, 27% a los péptidos >30kDa y 35% a los 

péptidos <30kDa. 
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Figura 8 Cuantificación de proteínas solubles durante el proceso de extracción. El * indica 

diferencias significativas entre extracto proteico (control) con respecto a las muestras 

(p<0.05). Los valores representan la media ± DE. Determinación por triplicado. 

Se realizó el análisis de coeficiente de correlación de Pearson (Anexo 1) entre la proteína 

soluble en cada una de las muestras y los metabolitos secundarios evaluados, mostrando una 

correlación fuerte y estadísticamente significativa (p<0.05). Entre el extracto proteico y las 

lectinas (R2 =0.999), FT (R2 =0.939), y los ensayos de actividad antioxidante ABTS•+ (R2 

=0.98) y FRAP (R2 =0.915); y entre el aislado proteico y las lectinas (R2 =0.999), saponinas 

(R2 =0.974), FT (R2 =0.997) y el ensayo de actividad antioxidante ABTS•+ (R2 =0.982). 

9.3 Metabolitos secundarios 

9.3.1 Actividad hemaglutinante del extracto proteico, aislado proteico y péptidos  

La Figura 9 muestra la evaluación de la actividad hemaglutinante en cuatro tipos de 

eritrocitos humanos; se evaluó el extracto proteico, aislado proteico y ambos péptidos (>30 

kDa y <30 kDa), solo registrando actividad el extracto y aislado proteico; mostraron mayor 

afinidad hacia los eritrocitos tipo AB+ con 7 ± 0.1 y 60.3 ± 1.1 AH/mg proteína 

respectivamente, y menor afinidad a los eritrocitos tipo B+ en extracto (1.75 ± 0.02 AH/mg) 

y en el aislado proteico (15.1 ± 0.3 AH/mg) con una disminución del 25% en comparación 

de los eritrocitos AB+.  La actividad hemaglutinante presentó diferencias significativas 
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(p<0.05) entre el aislado proteico y el extracto proteico en los cuatro tipos de eritrocitos; se 

estableció que existe correlación fuerte entre la actividad hemaglutinante y el contenido de 

proteína soluble del extracto proteico (R2=0.999) y con el aislado proteico (R2 =0.999) 

(Anexo 1). 

 

Figura 9 Actividad hemaglutinante de lectinas presentes en proteínas y péptidos obtenidos 

de la semilla de A. hypochondriacus en 4 tipos de eritrocitos. A B C: Letras mayúsculas 

indican diferencias entre los tipos de eritrocitos en el extracto proteico (p<0.05). a b c: 

Letras minúsculas indican diferencias entre los tipos de eritrocitos en el aislado proteico 

(p<0.0001). El * indica diferencias entre extracto proteico y aislado proteico en cada tipo 

de eritrocito (p<0.0001). Los valores representan la media ± DE. Determinación por 

triplicado. 

9.3.2 Actividad hemolítica del extracto proteico, aislado proteico y péptidos  

Las saponinas presentes se evaluaron mediante la prueba de hemólisis en eritrocitos tipo 

AB+, se evaluaron las muestras de extracto proteico, aislado proteico y ambos péptidos (>30 

kDa y <30 kDa). Los péptidos no mostraron actividad hemolítica, como se muestra en la 

tabla 10, sin embargo, en el caso del extracto proteico, la actividad disminuyó 

significativamente hasta 70.2% con respecto al aislado proteico. 
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9.3.3 Constituyentes de origen fenólico y ácido ascórbico en el extracto proteico, aislado 

proteico y  péptidos  

La Tabla 10 muestra la cuantificación de los constituyentes de origen fenólico; los taninos 

(TAN) presentan una mayor concentración en el extracto proteico (1.46±0.75 mg MEC/g) 

con una disminución significativa (p<0.05) durante el proceso de obtención de los péptidos 

disminuyendo 94% entre el extracto proteico y los péptidos <30 kDa. Se realizó el análisis 

de coeficiente de correlación de Pearson (Anexo 1) entre los TAN y la presencia de saponinas 

en el aislado proteico mostrando una correlación fuerte (R2 =0.964) y estadísticamente 

significativa (p<0.05).  

Tabla 10 Metabolitos secundarios evaluados en el extracto proteico, aislado proteico y 
péptidos 

  Extracto  
proteico 

Aislado 
proteico 

Péptidos 
>30 kDa 

Péptidos 
<30 kDa 

Saponinas UH/mg 23.810±0 
a 

80±0 
b 

s/a 
 

s/a 
 

FT mg EAG/g 129.4±2.4 
a 

28.01±0.03 
b 

11.78±0.08 
c 

11.49±0.2 
c 

TAN mg ECAT/g 146.9±1.75 
a 

24.62±1.74 
b 

13.95±2.29 
c 

8.99±3.67 
c 

ANT mg Cy3gl/g 11.42±1.05 
a 

9.25±0.34 
a 

2.85±0.86 
b 

0.91±0.86 
b 

AA mg AA/kg 25.7±6.9 
a 

2.04±1.6 
b 

0.43±0.22 
b 

0.11±0.3 
b 

s/a: Sin actividad detectada a b c: Letras diferentes muestran diferencias entre muestras en 

el mismo ensayo (p<0.0001). FT: Fenoles totales, TAN: Taninos, ANT: Antocianinas y AA: 

Ácido ascórbico. Los valores representan la media ± DE. Determinación por triplicado. 

Otro constituyente evaluado fueron las antocianinas (ANT) que pertenecen al grupo de los 

flavonoides mostrando que el extracto proteico contiene la mayor cantidad (11.42±1.05 mg 

Cy3gl/g) en comparación del aislado proteico, péptidos >30 kDa y <30 kDa, disminuyendo 

significativamente (p<0.05) la concentración de estos compuestos durante el proceso de 

separación de los péptidos.  

Se evalúo la presencia de compuestos fenólicos, englobando todas aquellas estructuras 

moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromático unido a un grupo 

hidroxilo; señalando que el extracto proteico, al igual que en las dos pruebas anteriores, 

contenía la mayor cantidad de compuestos fenólicos (12.94±2.4 mg EAG/g) disminuyendo 
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significativamente en un 78% en el aislado proteico y 91% en ambos péptidos (>30 kDa y 

<30 kDa).  

Se observó una correlación Pearson fuerte y estadísticamente significativa (p<0.05) (Anexo 

1), en el extracto proteico, entre los fenoles totales (FT) y la presencia de lectinas  (R2 =0.950) 

y presencia de saponinas (R2 =0.971); así mismo, dicha correlación fue fuerte en el aislado 

proteico entre FT y la presencia de lectinas (R2 =0.999). 

Se cuantificó la cantidad de ácido ascórbico (AA) en las diferentes muestras durante el 

proceso de separación de los péptidos, mostrando que ésta disminuye significativamente en 

comparación del extracto proteico (25.78±6.9 mg AA/kg), en 92% en el aislado proteico, 

98% en los péptidos >30 kDa y 99% en los péptidos <30 kDa.  

9.3.4 Actividad antioxidante en extracto proteico, aislado proteico y péptidos  

En la Tabla 11 se muestra la actividad antioxidante mediante mecanismos de transferencia 

de átomos de hidrógeno y electrones. En los ensayos de ABTS•+ y DPPH• el extracto proteico 

reportó la mayor actividad 104.59±0.69 y 75.62±0.21 µM TEAC/g respectivamente, en los 

pasos subsecuentes del proceso de separación la actividad antioxidante se ve disminuida 

significativamente (p<0.05) hasta perder 88-92% de su actividad antioxidante en los péptidos 

en comparación del extracto proteico. La capacidad para reducir el ión férrico se evaluó 

mediante en ensayo FRAP, observándose que el extracto proteico mostró el mayor resultado 

(47.8±0.9 µM Fe2+/g), disminuyendo dicha capacidad significativamente (p<0.05), a través 

del proceso de obtención de aislado proteico, péptidos >30 kDa y los péptidos <30 kDa, 

siendo dicho decremento del 13, 74 y 78% respectivamente.  

Tabla 11 Actividad antioxidante en el extracto proteico, aislado proteico y péptidos 

  
Extracto  
proteico 

Aislado 
proteico 

Péptidos 
>30 kDa 

Péptidos 
<30 kDa 

ABTS•+  µM TEAC/g 104.5±0.69 
a 

19.4±0.05 
b 

9.82±0.10 
c 

8.04±0.05 d 

DPPH• µM TEAC/g 75.62±0.21 
a 

17.1±0.14 
b 

9.42±0.04 
c 

7.53±0.04 d 

FRAP µM Fe2+/g 47.8±0.92 
a 

41.7±0.95 
b 

12.3±0.26 
c 

10.7±0.18 c 

a b c: Letras diferentes muestran diferencias entre muestras en el mismo ensayo (p<0.0001). 

Los valores representan la media ± DE. Determinación por triplicado 
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El análisis de coeficiente de correlación de Pearson (Anexo 1) entre los ensayos de actividad 

antioxidante y los metabolitos secundarios evaluados mostraron una correlación fuerte y 

estadísticamente significativa (p<0.05) entre el ensayo de actividad antioxidante (ABTS•+) y 

la presencia de lectinas (R2 =0.977) y FT (R2 =0.984) presentes en el aislado proteico. La 

capacidad de reducir el el ion férrico (FRAP) mostró una correlación fuerte y 

estadísticamente significativa (p<0.05) entre la capacidad reductora y el ensayo antioxidante 

ABTS•+ (R2 =0.977) en el extracto proteico. 

9.3.5 Concentración antioxidante inhibitoria media (IC50) 

En Figura 10 muestra la concentración inhibitoria media (IC50) definida como la cantidad 

mínima capaz de inhibir el 50 % del radical empleado, se comparó el valor de la IC50 de 

trolox (control) en el ensayo de DPPH• (4.60 ± 0.03 µM/mL) y ABTS•+ (1.08 ± 0.08 µM 

/mL) con las muestras, donde se observa un aumento significativo (p<0.05) de la IC50 durante 

el proceso de extracción de los péptidos, en el ensayo DPPH• aumentaron 5.15 ± 0.2 µM/mL 

en el extracto proteico, 11.39 ± 1.6 µM/mL en el aislado proteico, 165.19 ± 4.2 µM/mL en 

los péptidos >30 kDa y 150.9 ± 7.9 µM/mL en los péptidos <30 kDa en comparación del 

control; mientras que en el ensayo ABTS•+ los valores aumentaron 7.1 ± 0.3  µM/mL en el 

extracto proteico, 9.82 ± 0.3  µM/mL en el aislado proteico, 136.4 ± 0.9  µM/mL en los 

péptidos >30 kDa y 105.53 ± 0.1  µM/mL en los péptidos <30 kDa en comparación del 

control. Para en ensayo de reducción de metales quelantes FRAP el control fue 2,4,6-tri(2-

piridil)-s-triazina (TPTZ); con IC50 de 0.39±0.01 µM/mL, el extracto proteico mostró un 

aumento significativo de 1955%, el aislado proteico de 2379% y en ambos péptidos 7040% 

veces más en comparación con el control, mostrando que la actividad antioxidante y la 

concentración inhibitoria media presentan una relación inversa. 
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Figura 10 Concentración antioxidante inhibitoria media (IC50). El * indica diferencia entre 

el control (Trolox/Fe2+) y muestras en el mismo ensayo (p<0.0001). Los valores 

representan la media ± DE. Determinación por triplicado. 

9.3.6 Actividad anticarcinogénica 

9.3.6.1 Estudios in vitro en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231)  

9.3.6.1.1 Evaluación del efecto citotóxico del aislado proteico y péptidos obtenidos de 

semilla de amaranto (24 h) 

Las pruebas de citotoxicidad que se muestran en la Figura 11 y Tabla 12-A, se observa que, 

a las 24 h de exposición con el aislado proteico, la viabilidad celular disminuye 

significativamente por debajo del 50%, a partir de la concentración 500 mg/mL y continúa 

descendiendo hasta 28.8% a la concentración máxima de 2500 mg/mL, obteniendo la dosis 

inhibitoria media (DI50) de 573.9 ± 114.4 mg/mL; en los péptidos >30 kDa, la viabilidad 

celular disminuyó significativamente a partir de la concentración 800 mg/mL alcanzando el 

11.8% a la concentración de 1000 mg/mL, para obtener una DI50 de 1162.2 ± 56.06  mg/mL. 

En los péptidos <30 kDa se observó un aumento significativo en la viabilidad de 28 y 49 %, 

en las concentraciones 500 y 800 mg/mL respectivamente. El mayor efecto a las 24 h se 
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observó con una concentración de 3000 mg/mL de péptidos <30 kDa la cual redujo la 

viabilidad más del 90% en comparación con el control; el decremento en la viabilidad 

ocasionada por las muestras, estuvo directamente relacionado con el aumento de las 

concentraciones. En comparación con el cisplatino, los efectos de todas las muestras, fue 

mayor que la de este fármaco ya que mostró solo una reducción del 45% a las 24 h; por otro 

lado para el caso del paclitaxcel, éste presentó mayor  efecto que las muestras ensayadas; sin 

embargo en los péptidos  >30  y < 30 kDa, fue mayor el efecto de estas muestras a 

concentraciones superiores de 900 mg/mL y 3000 mg/mL respectivamente. 

 

Figura 11 Efecto citotóxico del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231) 

después de 24 h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres 

experimentos independientes. 

9.3.6.1.2 Evaluación del efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos 

de semilla de amaranto después de 48 y 72 h de exposición 

En la Figura 12 y Tabla 12-B se muestra el efecto antiproliferativo, después de las 48 h de 

exposición de las células a las muestras, evidenciado por la disminución continua en la 

viabilidad celular con respecto al tiempo. La viabilidad en el aislado proteico disminuyó 

significativamente menos del 50%, a partir de la concentración de 100 mg/mL hasta llegar a 

21.8±0.044% en la concentración de 2500 mg/mL, obteniéndose una DI50 de 190.2 ± 132.3 
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mg/mL; en los péptidos >30 kDa la viabilidad disminuyó considerablemente a la 

concentración 900 mg/mL, sin presentar diferencia significativa con la concentración 

máxima analizada; los péptido <30 kDa mostraron un aumento en la viabilidad  entre 20 y 

60 %, a las concentraciones de 500 a 1500 mg/mL, con respecto al control, y una disminución 

significativa a partir de la  concentración de 2000 mg/mL. Por otro lado, al comparar las 

muestras con cisplatino, solamente el aislado proteico y los péptidos <30 kDa, en las 

concentraciones mayores de 1500 y 2000 mg/mL respectivamente, mostraron mayor efecto 

que el fármaco a la concentración 30 µg/mL; mientras que en el caso de paclitaxel, solamente 

los péptidos <30 kDa, a concentraciones superiores de 2000 mg/mL, lograron superar este 

compuesto. 

El efecto antiproliferativo a las 72 h se muestra en la Figura 13 y Tabla 12-C, evidenciado 

por la disminución de la viabilidad de forma continua en el tiempo; el aislado proteico 

disminuyó significativamente menos del 50% a partir de la concentración más baja evaluada 

(50 mg/mL) y continúa disminuyendo hasta aproximadamente 80% a la concentración de 

2500 mg/mL, determinándose la DI50 de 59.18 ± 12.45 mg/mL; en los péptidos >30 kDa hay 

un aumento significativo en la viabilidad de 12 a 19% en las concentraciones de 500 a 700 

mg/mL y a partir de la concentración 900 mg/mL se observa una disminución importante. 

Los péptidos de menor tamaño (<30 kDa) lograron una reducción significativa de la 

viabilidad en las concentraciones más altas evaluadas; por otro lado, los controles positivos, 

cisplatino y paclitaxcel lograron disminuir la viabilidad entre el 80 y 90% respectivamente, 

cabe hacer notar que solo a las concentraciones máximas analizadas en las muestras, lograron 

obtener mayor efecto que los controles positivos. 

El efecto del tiempo sobre la viabilidad se muestra en la Figura 12, para el aislado proteico 

(tabla 11-A), las concentraciones 50, 100, 500 y 1500 mg/mL mostraron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) entre  los tres  tiempos de exposición (24,48 y 72 h); 

las concentraciones 250 y 750 mg/mL solo mostraron diferencias estadísticamente 

significativa (p<0.05) a las 24 h de explosión y la concentración máxima sólo mostró 

diferencias estadísticamente significativa (p<0.05) entre las 48 y 72 h de exposición. Con 

respecto a los péptidos >30 kDa (tabla 11-B), las concentraciones de 500 y 600 mg/mL, 

mostraron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) a las 24 y 72 h de exposición; 

a la concentración de 700 mg/mL se mostró diferencia estadística significativa (p<0.05) entre 

los diferentes tiempos de exposición; a 800 mg/mL de éste péptido, mostró diferencia 
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estadística significativa (p<0.05) entre los tres tiempos de tratamiento y la concentración 

máxima analizada, se presentó diferencia estadística significativa (p<0.05) entre 24 y 48 h, 

así como entre 48 y 72 h. En el caso de los péptidos <30 kDa (tabla 11-C), las concentraciones 

de 800, 1000 y 1500 mg/mL mostraron diferencias estadísticas significativas (p<0.05) entre 

los tres de exposición, en las concentraciones de 500 y 1300 mg/mL se presentaron 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre 24 y 48 h, y entre 48 y 72 h; a los 

3000 mg/mL de muestra no se observó diferencia significativa en ninguno de los tiempos de 

estudio. 

 

 
 

Figura 12 Efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231) 

después de 48 h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres 

experimentos independientes. 
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Figura 13 Efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231) 

después de 72 h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres 

experimentos independientes. 

Tabla 12 Análisis estadístico de los ensayos de citotoxicidad y antiproliferativos, 

expresados en porcentaje de viabilidad celular, del asilado proteico y péptidos obtenidos de 

semilla de amaranto en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231) 

A) Aislado proteico  

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

50 A 82.1±0.090 b B 59.4±0.068 b C 44.4±0.066 b 

100 A 73.3±0.13 b B 50.2±0.072 b C 34.3±0.054 c 

250 A 58.9±0.10 c B 46.1±0.106 c B 31.5±0.077 d 

500 A 44.3±0.047 c B 36.2±0.059 d C 25.3±0.074 e 

750 A 36±0.088 d B 31.7±0.054 e B 23.2±0.036 c 

1500 A 30.5±0.062 d B 27.2±0.032 e C 20.8±0.028 e 

2500 A 28.8±0.111 e A 21.8±0.044 e B 16.4±0.034 e 
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B) Péptidos >30 kDa 

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

500 A 80.1±0.24 b AB 99.7±0.16 a B 119.6±0.24 a 

600 A 78.4±0.2 c AB 96.4±0.25 a B 112.9±0.30 a 

700 A 64±0.22 d B 87.1±0.33 a C 113.1±0.43 a 

800 A 47.3±0.12 d B 93.4±0.17 a B 93.8±0.41 a 

900 A 17.5±0.047 e B 39.6±0.38 b AB 36±0.25 b 

1000 A 11.8±0.07 e B 36.5±0.19 b A 9.8±0.028 b 

C) Péptidos <30 kDa 

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

500 A 128.4±0.150 b B 157±0.193 b A 115.9±0.21 a 

800 A 149.6±0.29 b A 131.8±0.18 b B 104.8±0.29 a 

1000 A 134.9±0.31   b A 132.6±0.31 b B 95.4±0.38 a 

1300 A 78.2±0.08 a B 121.8±0.26 b A 61.8±0.16 b 

1500 A 80.7±0.16 a B 123.5±0.24 b C 60±0.089 b 

2000 A 74.3±0.24 ac B 11±0.036 c B 7.9±0.018 c 

3000 A 7.5±0.042 d A 11±0.036 c A  6.7±0.017 d 

A B C: Letras mayúscula diferentes indican diferencias entre los diferentes tiempos de 

tratamiento en la misma concentración (p<0.05). a b c: Letras minúsculas diferentes indican 

diferencias entre las diferentes concentraciones en el mismo tiempo (p<0.05). Los valores 

representan la media ± DE. Determinación por triplicado. 
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9.3.6.1.3 Dosis inhibitoria media (DI50) en la línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-

231) 

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la dosis inhibitoria media (DI50) calculadas para 

las diferentes muestras estudiadas; el aislado proteico mostró la mayor toxicidad en los tres 

tiempos de exposición, seguido de los péptidos >30 kDa mientras que los péptidos <30 kDa 

presentaron menor citotoxicidad. Tanto el aislado proteico como los péptidos disminuyeron 

la viabilidad celular de manera dependiente al tiempo y a la dosis. De manera general el 

efecto antiproliferativo y citotóxico fue mayor a las 48 y 72 h de tratamiento con el aislado 

proteico.  

Tabla 13 Dosis inhibitoria media (DI50) determinadas en la línea celular de cáncer de 

mama (MDA-MB-231) tratada con aislado proteico y péptidos obtenidos de las semillas de 

A. hypochondriacus. 

 Viabilidad (%) 

  24 h   48 h   72 h  

Aislado 
proteico 

mg/mL A 573.9±114.4 a A 190.2±132.3 a B 59.18±12.45 a 

Péptidos 
>30 kDa 

mg/mL A 1162.2±56.0 b AB 791.5±117.6 b B 744.38±156.4 b 

Péptidos 
<30 kDa 

mg/mL A 2756.1±122 c A 2328.4±109.5 c B 1891.4±46.8 c 

Paclitaxcel µg/mL A 21.72±0.40 d AB 14.99±0.85 d B 12.3±0.32 d 

Cisplatino µg/mL A 3.67±0.06  e B 22.04±0.425 e C 16.3±0.55 d 

A B C: Letras mayúsculas diferentes indican diferencias entre tiempo de tratamiento en el 

mismo compuesto (p<0.05). a b c: Letras minúsculas diferentes indican diferencias entre los 

compuestos en el mismo tiempo (p<0.05). Los valores representan la media ± DE de tres 

ensayos realizados independientemente.  
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9.3.6.2 Microscopía electrónica de transmisión (MET) en la línea celular de cáncer de 

mama (MDA-MB-231) tratadas con aislado proteico. 

El cambio morfológico se considera una de las características más notables de las células 

cancerosas. Por lo tanto, para evaluar el daño ocasionado por el aislado proteico, se 

observaron los cambios morfológicos en las células de cáncer de mama (MDA) comparandó 

las células no tratados y las células tratadas con aislado proteico a una dosis 59.1 mg/mL 

(DI50) después de 72 h de exposición, en la Figura 14 se muestran los resultados del estudio 

de MET; en la Figura 14-A se muestra la microfotografía de las células control, en la cual se 

observa una célula pleomórfica con organelos presentes y una membrana delimitada; 

mientras que la Figura 14-B muestra una destrucción celular, con la presencia de vacuolas y 

la perdida de estructura celulares como mitocondrias, núcleo y membrana plasmática 

(indicado con flechas). 

 

 

Figura 14 Análisis con microscopio electrónico de transmisión (TEM) de la línea celular 

de cáncer de mama (MDA-MB-231) cultivada durante 72 h (A) Sin tratamiento (control 

negativo) y (B) Tratada con el aislado proteico a una dosis 59.1 mg/mL (DI50).   
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9.3.6.3 Estudios in vitro en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa) 

9.3.6.3.1 Evaluación del efecto citotóxico del aislado proteico y péptidos obtenidos de 

semilla de amaranto (24 h) 

En la Figura 14 y Tabla 14-A se muestran las pruebas de citotoxicidad a las 24 h de 

exposición con el aislado proteico, la viabilidad disminuyó significativamente por debajo del 

50%, a partir de la concentración 750 mg/mL y continúa descendiendo hasta 28.8%  a la 

máxima concentración, obteniendo la dosis inhibitoria (DI50) de 768.64 ± 73.88 mg/mL; en 

los péptidos >30 kDa la viabilidad celular disminuyó significativamente en la concentración 

900 mg/mL alcanzando el 31.5% a la concentración de 1000 mg/mL, para obtener una DI50 

de 1086.7±70.66 mg/mL. Los péptidos <30 kDa obtuvieron un DI50 de 5345.12±265.5 

mg/mL. El mayor efecto a las 24 h se observó con una concentración de 2500 mg/mL de 

aislado proteico la cual redujo la viabilidad más del 70%; el decremento en la viabilidad 

ocasionada por las muestras, estuvo directamente relacionado con el aumento de las 

concentraciones. En comparación con el cisplatino, los efectos del aislado proteico y los 

péptidos >30 kDa, fueron mayores que los de este fármaco ya que mostró solo una reducción 

del 44.2% a las 24 h; por otro lado para el caso del paclitaxcel, éste presentó mayor efecto 

que las muestras estudiadas. 

 
Figura 15 Efecto citotóxico del asilado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa) después de 24 

h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres experimentos 

independientes. 
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9.3.6.3.2 Evaluación del efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos 

de semilla de amaranto (48-72 h) 

En la Figura 15 y la Tabla 14-B se muestra el efecto antiproliferativo, después de las 48 h de 

exposición, evidenciando por la disminución continua en la viabilidad con respecto al tiempo. 

Con el aislado proteico la viabilidad disminuyó menos del 50%, a partir de la concentración 

de 500 mg/mL hasta llegar a 36.8% en la concentración de 2500 mg/mL, obteniéndose una 

DI50 de 439.7±151 mg/mL; en los péptidos >30 kDa la viabilidad disminuyó 

considerablemente a la concentración 900 mg/mL, reportando un DI50 de 1004.89±76 

mg/mL; los péptido <30 kDa mostraron un aumento en la viabilidad  de 10%, a la 

concentración de 500 mg/mL, con respecto al control, y una disminución significativa a partir 

de la  concentración de 1500 mg/mL. Comparando las muestras con cisplatino, solo los 

péptidos <30 kDa, en la concentración mayor de 3000 mg/mL, mostró mayor efecto que el 

fármaco a la concentración 30 µg/mL; mientras que en el caso de paclitaxcel, ninguna de las 

muestras logró superar este compuesto. 

 

Figura 16 Efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa) después de 48 

h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres experimentos 

independientes. 
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El efecto antiproliferativo a las 72 h de exposición se muestran en la Figura 16 y Tabla 14-

C, evidenciando que la disminución de la viabilidad es continúa al paso del tiempo; el aislado 

proteico disminuye significativamente menos del 50% a partir de la concentración 100 

mg/mL y continúa disminuyendo hasta aproximadamente 80% a la concentración de 2500 

mg/mL, determinándose la DI50 de 82.916±16.08 mg/mL; en los péptidos >30 kDa hay una 

disminución continua hasta disminuir más de 50% a partir de la concentración 900 mg/mL. 

Los péptidos <30 kDa lograron una reducción significativa de la viabilidad en las 

concentraciones más altas evaluadas; en comparación de los controles positivos, cisplatino y 

paclitaxcel lograron disminuir la viabilidad entre el 80 y 90% respectivamente, solo a las 

concentraciones máximas analizadas de aislado proteico y péptidos <30 kDa, lograron 

obtener un efecto similar al mostrado por los controles positivos.  

El efecto del tiempo sobre la viabilidad se muestra en la Tabla 14, para el aislado proteico 

(tabla 14-A), las concentraciones 100, 500 y 1500 mg/mL mostraron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tres  tiempos de exposición (24,48 y 72 h); 

las concentraciones 250 y 750 mg/mL sólo mostraron diferencias estadísticamente 

significativa (p<0.05) a las 24 h de explosión y la concentración máxima sólo mostró 

diferencias estadísticamente significativa (p<0.05) entre las 48 y 72 h de exposición. Con 

respecto a los péptidos >30 kDa (Tabla 14-B), las concentraciones de 500 y 600 mg/mL, 

mostraron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) a las 24 y 72 h de exposición; 

a la concentración de 700 mg/mL se mostró diferencia estadística significativa (p<0.05) entre 

los diferentes tiempos de exposición; a 800 mg/mL de éste péptido, mostró diferencia 

estadística significativa (p<0.05) entre los tres tiempos de tratamiento y a la concentración 

máxima analizada, se presentó diferencia estadística significativa (p<0.05) entre 24 y 48 h, 

así como entre 48 y 72 h. En el caso de los péptidos <30 kDa (Tabla 14-C), las 

concentraciones de 1000 y 1500 mg/mL mostraron diferencias estadísticas significativas 

(p<0.05) entre los tres tiempos de exposición, en las concentraciones de 3000 mg/mL de 

muestra no se observó diferencia significativa en ninguno de los tiempos de estudio. 
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Figura 17 Efecto antiproliferativo del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto y controles positivos en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa) después de 72 

h de exposición. Los valores representan la media ± DE, de tres experimentos 

independientes. 

Tabla 14 Análisis estadístico de los ensayo de citotoxicidad y antiproliferativos en 

porcentaje de viabilidad celular del aislado proteico y péptidos obtenidos de semilla de 

amaranto en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa) 

A) Aislado proteico  

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

50 A 82.1±0.91 b B 93.4±4.5 b C 53.5±6.8 b 

100 A 62.5±5.7 b B 82.4±3.8 b C 44.6±4.6 c 

250 A 58.9±10.8 c A 66±6.3 c B 35.9±3.3 d 

500 A 44.3±4.7 c B 57±2.7 d C 29.3±2.3 e 

750 A 36±8.8 d A 49.5±3.8 d B 26.7±3.4 e 

1500 A 30.5±6.3 d B 42.7±2.8 e C 20.8±1.9 e 

2500 A 28.8±11.2 e A 36.8±1.59 E B 19.9±2.3 e 
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B) Péptidos >30 kDa 

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

500 A 104.5±8.7 b AB 102±9.8 a B 70.9±11.6 b 

600 A 79.8±37.7 c AB 92.8±6.7 a B 66.1±13.7 b 

700 A 72.2±34.1 d B 84.8±6.2 b C 64.1±12.3 b 

800 A 65.2±32.5 d B 67.8±5.7 b B 59.8±11.5 b 

900 A 37.8±17.9 e B 43.5±6.5 c AB 32.9±15.4 c 

1000 A 31.5±2.5 e A  31±5.6 c B  14.9±7.8 c 

C) Péptidos <30 kDa 

 Viabilidad (%) 

Concentración (mg/mL)  24 h   48 h   72 h  

0  100±0 a  100±0 a  100±0 a 

500 A 108.2±7.2 b B 111.3±1.6 b A 81.8±2.9 a 

800 A 109.5±5.1 b A 103.9±14.1 b B 76.3±9.6 a 

1000 A 84.2±39.8   b A 99.8±8.1 b B 74.6±6.3 a 

1300 A 84.3±27.3 a B 93±7.4 b A 69.6±5.8 b 

1500 A 76.7±36.2 a B 62.4±6.9 b C 46.6±5.4 b 

2000 A 72.1±34.2 c B 28.2±11.8 c B 24.7±6.1 c 

3000 A 70.6±33.3 d A 13.4±5.7 c A  11.3±2.6 d 

A B C: Letras mayúscula diferentes indican diferencias entre los diferentes tiempos de 

tratamiento en la misma concentración (p<0.05). a b c: Letras minúsculas diferentes indican 

diferencias entre las diferentes concentraciones en el mismo tiempo (p<0.05). Los valores 

representan la media ± DE de tres ensayos realizados independientemente. 
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9.3.6.3.3 Dosis inhibitoria media (DI50) en la línea celular de cáncer de cérvix (SiHa). 

En la Tabla 15 se muestra el cálculo de la DI50 para las muestras estudiadas; el aislado 

proteico mostró la mayor toxicidad en los tres tiempos empleados de exposición, seguido de 

los péptidos >30 kDa y los que mostraron menor toxicidad fueron los péptidos <30 kDa. La 

disminución de la viabilidad tanto en el aislado como en los péptidos fue de manera 

dependiente al tiempo y a la dosis utilizada. Se observa que el efecto antiproliferativo y 

citotóxico fue mayor a las 48 y 72 h de tratamiento. 

Tabla 15 Dosis inhibitoria media (DI50) determinadas en la línea celular de cáncer de 

cérvix (SiHa) tratada con aislado proteico y péptidos obtenidos de las semillas de A. 

hypochondriacus. 

 Viabilidad (%) 

  24 h   48 h   72 h  

Aislado 
proteico 

mg/mL A 768.6±73.8 a B 439.7±151 a C 82.916±16.08 a 

Péptidos 
>30 kDa mg/mL A 1086.7±70.6 b A 1004.89±76 b B 631.56±23.57 b 

Péptidos 
<30 kDa mg/mL A 5345.1±265 c B 1827.52±143 c C 1498.33±95.1 c 

Paclitaxcel µg/mL A 21.06±1.53 d A 13.09±0.343 d A 12.32±0.43 a 

Cisplatino µg/mL A 30.93±0.75 d A 18.39±0.292 d A 14.09±0.30 a 

A B C: Letras mayúsculas diferentes indican diferencias entre tiempo de tratamiento en el 

mismo compuesto (p<0.05). a b c: Letras minúsculas diferentes indican diferencias entre los 

compuestos en el mismo tiempo (p<0.05). Los valores representan la media ± DE de tres 

repeticiones realizadas independientemente. 
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9.3.6.4 Microscopía electrónica de transmisión (MET) en la línea celular de cáncer de 

cérvix (SiHa) tratadas con aislado proteico.  

El cambio morfológico es una de las características de las células cancerosas, por lo tanto, 

para evaluar el daño ocasionado por el aislado proteico, se observaron los cambios 

morfológicos en las células de cáncer de cérvix (SiHa) comparando las células no tratados y 

las células tratadas con aislado proteico a una dosis 82.9 mg/mL (DI50) después de 72 h de 

exposición, en la Figura 18 se muestran los resultados del estudio de MET; en la Figura 18-

A se muestra la microfotografía de las células control, en la cual  se observan un grupo de 

células pleomórficas, con presencia de mitocondrias, nucleo, citoplasma y membranas 

delimitadas; mientras que la Figura 18-B muestra la destrucción celular, ya que hay una 

perdida de organelos como núcleo, mitocondrias y una destrucción de la membrana celular, 

los cuales son señalados por flechas. 

 

 

Figura 18 Análisis con microscopico electrónico de transmisión (TEM) de la línea celular 

de cáncer de cérvix (SiHa) cultivada durante 72 h (A) Sin tratamiento (control negativo) y 

(B) Tratada con el aislado proteico a una dosis 59.1 mg/mL (DI50).   
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10 DISCUSIÓN  

10.1 Análisis proximal 

La composición química proximal de las semillas empleadas mostraron que la humedad 

presentó un valor de 3.25 ± 0.32% menor al reportado de 9.6%, como media para las cuatro 

especies predominantes de amaranto A. cruentus, A. caudatus, A. hypochondriacus, y A. 

hybridus (32), y al valor reportado en la quínoa (7.8%) (37); por otro lado fue mayor que el 

reportado para el frijol lima Phaseolus lunatus (3.17%) (132); la humedad es uno de los 

factores principales para la calidad y conservación de los componentes presentes en las 

semillas, lo que es un indicativo en la calidad y vida media la semilla de las semillas 

empleadas (133). 

Los niveles de carbohidratos fueron de 69.62±0.68%, el cual es similar a los reportados en la 

misma especie (62-69%) (61,134,135) y menor a lo reportado para otros cereales como el 

maíz (72.8%), trigo (65.7%) y sorgo (70.1%) (136), los carbohidratos constituyen la principal 

parte de la semilla, siendo el almidón el carbohidrato más importante presente en las semillas 

empleadas (50). Por otro lado, la concentración de lípidos fue de 4.21±0.23%, lo cual  se 

encuentra en el rango de los reportados en la especie de Amaranto (4.1-8.1 %) (137,138), con 

valores más altos en comparación del maíz (5.2 %), y más bajos que el trigo (2.7 %) y sorgo 

(4%) (136). 

La concentración de proteínas totales con un valor de 15.8 ± 0.38% se encontró en el rango 

reportado por Rodas y Bressani (139) para la especie Amaranthus el cual se reportó en el 

rango de 14.5-15.9%, y con un valor más alto a otros tipos de cultivos como maíz (9%), 

centeno (13%), trigo sarraceno (12%), arroz (7%) y la quínoa (15%), por lo que como se ha 

indicado en diversos reportes, el grano de amaranto es una buena fuente de proteínas al 

cumplir con los requisitos diarios recomendados para los humanos para el consumo de 

proteínas. Debido a alto porcentaje proteico, la semilla de amaranto se considera una buena 

fuente de proteínas de alta calidad y es una materia prima óptima para la obtención de 

concentrados proteicos (extractos, aislados o péptidos) (50). 

Como se pudo observar, los resultados en el análisis proximal de la semilla utilizada en este 

trabajo, se encontraron valores similares a los reportados previamente por otros autores, 

destacando que el porcentaje de proteína es más alto que el de otros cereales, por lo que fue 

una materia prima óptima para la obtención del aislado proteico y péptidos con alto valor 
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biológico sin embargo, las variaciones encontradas se pueden atribuir a la procedencia de la 

semilla, la variedad, las diferentes en condiciones climáticas en el cultivo, almacenamiento 

y procesamiento de la semilla (140,141). 

10.2 Proceso de obtención de los péptidos 

Para el proceso de extracción se utilizó el método salting in-out con sulfato de amonio basado 

en la solvatación preferencial metodología de precipitación selectiva (10,142,143) y se 

determinó la concentración de proteínas solubles utilizando el ensayo de Bradford, en el 

extracto proteico se obtuvo un valor de 182.6 ± 2.3 mg/g, lo cual es esperado, dicho resultado 

concuerdo con lo reportado por Singh et al. (144) quienes realizaron un proceso de extracción 

similar ((NH₄)₂SO₄ al 80%) en las especies de amaranto A. spinosus y A. caudatus 

reportándose valores de 108 y 194.4 mg/g respectivamente; las diferencias observadas 

podrían deberse a las especies estudiadas y a la metodología utilizada para la cuantificación 

proteica. 

Las proteínas vegetales albúminas y globulinas, las cuales son las más abundantes en la 

semilla de amaranto, han mostrado mayor solubilidad en soluciones acuosos y salinas, 

respectivamente (10,38,39,142,145), estos estudios respaldan que el aislado proteico 

obtenido en el presente estudio contiene un alto contenido de globulinas, ya que se obtuvo 

mediante una extracción en solución salina amortiguada, por lo que preferentemente se 

obtuvieron este tipo de proteínas, las cuales fueron las de interés en este trabajo, ya que es 

donde se encuentra un mayor número de proteínas y péptidos bioactivos, como enzimas, 

lectinas, lunasina, inhibidores enzimáticos entre otras (44,46,146,147); se obtuvo una 

concentración de 182.6 ± 2.3 mg/g en el extracto proteico y 169.8 ± 3  mg/g en aislado 

proteico, el cual es mayor a lo reportado por Kaur et al. (148), en donde se reportó 36.94 y 

25.20 mg/g de proteína soluble para el extracto y aislado proteico respectivamente en la 

variedad de A. viridis. Avanza y Añón (147) reportaron valores menores empleando 

precipitación isoeléctrica, el cual es uno de los métodos más utilizados para la obtención de 

aislados proteicos, en donde se reportó 92.0-98.0 mg/g en la misma variedad de amaranto 

(146); por otro lado, la separación secuencial basado en la polaridad de las proteínas (145) 

informó una concentración de  173.5 mg/g en las semillas de A. hypochondriacus, lo cual 

deja ver que las diferencias entre los valores dependen del proceso y condiciones en la cual 

se obtiene el aislado proteico, indicando que el método empleado en el presente trabajo 

obtiene mayor rendimiento; esto fue confirmado por Bejarano-Luján y Netto (149), quienes 
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concluyeron que la precipitación isoeléctrica tiene efectos negativos sobre la composición, 

solubilidad y estabilidad térmica, afectando la estructura molecular de la proteína, y dando 

como resultado alteraciones en las propiedades funcionales, lo que evidencia que la 

metodología empleada reporta correlaciones fuertes entre la solubilidad y las propiedades 

intrínsecas de las proteínas (142); por otra parte Bojórquez-Velázquez et al. (145) 

demostraron que el A. hypochondriacus contiene una mayor fracción de proteínas hidrofílicas 

que el de otras especies como A. powellii, A. hybridus o A. cruentus; mientras que Segura-

Nieto et al. (150) reportaron que la fracción de proteínas solubles está compuesta 

principalmente por albúminas-globulinas (51%) y globulinas (15.9%) y la fracción insoluble 

es cuantitativamente insignificante con respecto a la proteína total aislada. 

Los aislados proteicos pueden modificarse enzimáticamente mediante el proceso de 

hidrólisis, paso fundamental para la obtención de péptidos bioactivos (151). En el presente 

estudio, el rendimiento en masa (peso de hidrolizado en gramos / peso del aislado proteico 

en gramos) del hidrolizado (99%), fue mayor, en comparación al reportado por Montoya- 

Rodríguez et al. (152) de 31% p/p en la misma especie de amaranto; dichas variaciones 

podrían deberse al tiempo de hidrólisis empleado y a las modificaciones realizadas en la 

metodología de hidrólisis; por otro lado Ayala-Niño et al. (153) describieron que una 

hidrolisis con enzimas combinadas aumentan la concentración de péptidos, en comparación 

de hidrólisis con una sola enzima; y que el grado de hidrolisis depende de la naturaleza de la 

proteína empleada y de la especificidad de las enzimas utilizadas. En un trabajo reportado 

por Montoya-Rodríguez et al. (4) recopila información de péptidos ya descritos en la 

literatura, clasificados por su peso molecular, frecuencia de ocurrencia y su actividad 

biológica; mostrando péptidos que presentaron actividad inhibitoria de la enzima 

convertidora de la angiotensina (ECA), seguida de la actividad inhibitoria de la enzima 

dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) y actividad antioxidante, otras de las actividades reportadas 

pero con menos frecuencia son anticancerígenas, antitrombóticas y estimulantes de la 

captación de glucosa (4); dicha información deja en claro que péptidos obtenidos por 

hidrólisis pueden presentar diversas funciones biológicas, por lo que se podría asumir que 

los péptidos obtenidos en el presente trabajo podrían reportar algunas de las actividades 

biológicas antes descritas. 
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10.3 Caracterización de compuestos presentes en el extracto proteico, aislado proteico y 

péptidos de A. hypochondriacus. 

10.3.1 Actividad hemaglutinante 

Las lectinas son un complejo de proteínas de origen globular, con la propiedad de unirse de 

forma específica y reversible a carbohidratos, con la característica de aglutinar las células 

con las que se unen (154). Las lectinas de origen vegetal constituyen entre el 2 y el 10 %, de 

las proteínas totales, almacenadas principalmente en los cotiledones y endospermo de la 

semilla (155). Se evaluó la actividad hemaglutinante en eritrocitos humanos mostrando el 

título de hemaglutinación más alto en eritrocitos humanos tipo AB+, Singh et al. (144) 

reportaron actividad hemaglutinante en eritrocitos AB, de dos especies de amaranto A. 

Caudatus (14.08 AH/g) y A. spinosus (12.74 AH/g), siendo estos resultados mayores a los 

obtenidos en el presente trabajo (7 ± 0.1 AH/g); mientras que otro estudio realizado en A. 

Caudatus empleando eritrocitos A y O, reportaron una actividad de 2.6 AH/g en ambos tipos 

de eritrocitos, mientras que en eritrocitos AB los valores fueron similares (3.50 ± 0.04 AH/g) 

a los del presente trabajo (156); en comparación con semillas de leguminosas como chícharo 

(546.13 AH/mg) y frijol tipo flor de mayo (8573.1 AH/mg) se obtuvieron valores mayores a 

los encontrados (157). Estos resultados respaldan lo reportado en el presente estudio sobre 

que las lectinas presentes en extracto y aislado proteico obtenido de las semillas de amaranto 

tienen considerablemente importante actividad hemaglutinante. 

Para evaluar la afinidad a los residuos de carbohidratos se emplearon eritrocitos humanos 

tipo O+, A+ y B+, con lo cual se comprobó que lo reportado anteriormente y lo obtenido en 

el presente trabajo indicando que las lectinas que se encuentran presentes en las semillas de 

amaranto presentan especificidad hacia N-acetilgalactosamina (156,158,159), carbohidrato 

presente en los eritrocitos humanos tipo A+, con una actividad mayor a la reportada para la 

lectina de Vicia villosa (3.50 AH/mg) (39), lectina con afinidad hacia el mismo tipo de 

azúcar. Lo que indica que las lectinas obtenidas en el presente estudio corresponden a la 

familia de lectinas específicas del amaranto (Amarantina) que representan entre 3-5% de la 

proteína soluble total (156), y que las diferencias ente los valores obtenidos de las diversas 

fuentes implican que aunque ambas son inmunoquímicamente reactivas y con una afinada al 

mismo carbohidrato, está difieren en la forma en la que se acoplan al carbohidrato, debido a 

su conformación: estructura y sitios de unión (160). En el caso de los péptidos la actividad 
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hemaglutinante no fue detectada, lo que podría deberse al proceso de obtención de los 

mismos y a la pérdida de la estructura por lo que la unión al carbohidrato no puede realizarse. 

10.3.2 Actividad hemolítica 

Los efectos biológicos de las saponinas son atribuibles a su capacidad para permeabilizar 

membranas celulares (161), en la semilla de amaranto estas representan entre el 0.09-0.10 % 

de la composición total (162). En el presente trabajo se evaluó la actividad hemolítica en 

eritrocitos humanos reportando 80 UH/mg; resultado similar fue reportado por Zehring et al. 

(163) quienes purificó mediante HPLC de un extracto crudo de las semillas de A. 

hypochondriacus el cual presentó actividad hemolítica en eritrocitos humanos; en 

comparación con otros leguminosas como la alfalfa, Oleszek (164) reportó 36 UH/mg en 

eritrocitos de ratón, mientras que Gestetner et al. (165) reportaron 57 UH/mg en un extracto 

acuoso de soya en eritrocitos de carnero, siendo la capacidad hemolítica de estos cereales 

menor al reportado por el amaranto. Las diferencias encontradas entre el presente trabajo y 

los resultados reportados por otros autores, están relacionados con las características 

estructurales, ya que la actividad hemolítica no puede atribuirse a una sola parte de la 

estructura (aglicona + azúcar) si no a la combinación de ambos (166); en las semillas de 

amaranto se han descrito alrededor de 7  tipos diferentes de saponinas triterpenoides con 

restos de azúcar idénticos que consisten en ramnosa, glucosa y ácido glucurónico (163); lo 

que respalda que los efectos observados en la prueba de hemólisis son debido a las 

características estructurales reportadas previamente y que las saponinas presentes en el 

extracto y aislado proteico logran interactuar con el colesterol de la membrana lipídica, 

formando complejos insolubles y reorganizando la arquitectura de la membrana para generar 

poros y aumentar la permeabilidad provocando la alteración del equilibrio Na+/K+ (161,163). 

En el caso de los péptidos la actividad hemolítica no fue detectada, lo que podría deberse al 

proceso de obtención de los mismos y a la pérdida de la estructura de saponina la cual se ha 

descrito anteriormente que es fundamental para lograr su función hemolítica. 

10.3.3 Compuestos de origen fenólico  

Los compuestos fenólicos comprenden una gran variedad de sustancias con un grupo 

hidroxilo (-OH) presente en los anillos fenólico. En estudios previos se han identificado 

diversos ácidos fenólicos y flavonoides, incluidos los taninos (TAN) y antocianinas (ANT), 

en varias especies de amaranto (50); la semilla empleada resultó contener una mayor cantidad 
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de fenoles totales (FT) a lo reportado anteriormente, respaldado por Milán-Carrillo et al. (70) 

y Paśko et al. (167) quienes evaluaron el contenido fenólico total en dos especies A. 

hypochondriacus y A. cruentus reportando entre 5.66-6.95 y 4.246-4.64 mg EAG/g 

respectivamente; y con otros cereales como el trigo (3.5-15.05 mg EAG/g), cebada (12.23 

mg EAG/g) y avena (10.22-11.93 mg EAG/g) (168), estas diferencias podrían deberse a la 

variedad de semilla, las condiciones de cultivo, época de cosecha, entre otros factores que 

pueden influir en la concentración de metabolitos.  

Los taninos (TAN) compuestos de origen fenólico de gran peso molecular, a los que se les 

atribuye la resistencia a las plagas, evitan el deterioro del grano y contribuyen al sabor 

amargo y a la astringencia (169,170). Mustafa et al. (171) reportaron que la totalidad de la 

concentración de taninos en la especie A. hypochondriacus es de origen hidrolizable. En el 

presente estudio se reportaron valores similares a los publicadas por Gorinstein et al. (62) en 

el cual comparan la cantidad TAN en diferentes cereales y pseudo-cereales como la soya 

(0.034% MEC), arroz (0.035% MEC), trigo sarraceno (0.322% MEC), quínoa (0.051% 

MEC) y tres especies de amaranto A. hybridus (0.087% MEC), A. cruentus (0.120% MEC) 

y A. hypochondriacus (0.060% MEC). 

 Otro de los compuestos de origen fenólico evaluado en el presente trabajo fueron las 

antocianinas (ANT), estos son responsables de los pigmentos en las plantas, la acumulación 

principal ocurre en las hojas donde la luz provoca daño celular  y estos actúan como 

protectores (172); el presente estudio reportó valores menores a los publicados López et al. 

(173) en la misma especie de amaranto (35.33±1.70 mg Cy3gl/g), y mayores en comparación 

con cereales como el arroz negro (3.5 mg Cy3gl/g), cebada (0.27 mg Cy3gl/g), sorgo (0-0.68 

mg Cy3gl/g) (174). 

Los resultados corroboran que la semilla de amaranto contiene una serie de fitoquímicos, 

incluidos compuestos fenólicos, taninos, entre otros; Repo-Carrasco-Valencia et al. (175) 

reportaron que la proporción soluble de compuestos de origen fenólico varía entre 7 y 61% 

en tres especies de granos incluido el amaranto; por lo que se puede considerar que el 

consumo de amaranto tiene importantes beneficios para la salud en la prevención de 

enfermedades crónicas como el cáncer debido al aporte de compuestos fenólicos, además se 

considera que los extractos de fuentes naturales son fuente de antioxidantes naturales (176); 

por otro lado la diferencia entre los resultados previamente publicados podrían deberse a las 

características propias del cultivo como las diferencias entre variedades, el lugar de 
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procedencia de la semilla, el dinamismo temporal de captura de recursos dentro de la 

temporada de crecimiento y la coexistencia planta-planta (140,141,177); sin olvidar a la 

metodología empleada para su extracción, Santos et al. (178) informaron que los disolventes 

orgánicos tales como metanol, etanol, acetona o acetonitrilo son la mejor elección para la 

extracción de compuestos fenólicos, sin embargo en el presente trabajo, la cuantificación de 

los compuestos fenólicos se realizaron a partir del extracto y aislado proteico, que fueron 

obtenidos mediante una base acuosa, lo que implica que hay una pérdida de estos compuestos 

a lo largo de la obtención, y solamente una fracción de los compuestos fenólicos se 

conservan. Por otro lado, se ha reportado que, entre los compuestos fenólicos como los 

taninos, y las proteínas se pueden unir formando complejos fenol-proteicos.  

En los compuestos de origen fenólico presentaron correlaciones positivas y fuertes con las 

lectinas y las saponinas tanto en el extracto como en el aislado proteico, Nagy et al. (179) 

reportaron en un estudio in vitro que las proteínas pueden unirse a los compuestos fenólicos 

de manera no covalente y reversible; por lo que se puede indicar que en el presente trabajo 

estas estructuras se formaron concluyendo que las características estructurales importantes 

para la formación del complejo fenol-proteico son: peso molecular, flexibilidad estructural y 

número de grupos -OH (180–182); la formación de los complejos fenol-proteína se ha 

relacionado con la disponibilidad limitada de proteínas y de ciertos aminoácidos, cambiando 

la estructura y afectando su funcionalidad, sin embargo, este efecto depende la fuerza de 

unión del complejo, por otro lado algunas de estas uniones podrían ser favorables para el 

transporte de los compuestos de origen fenólico a través del tracto gastrointestinal 

protegiéndolos de las enzimas degradadoras o reacciones oxidantes (183). 

La disminución de la capacidad antioxidante y el estrés oxidativo son factores de riesgo para 

la evolución o el desarrollo de ciertas enfermedades, los compuestos de origen fenólico son 

metabolitos secundarios en las plantas y un grupo de antioxidantes naturales que han 

reportado con datos epidemiológicos evidencia de sus efectos positivos sobre la salud 

humana (184). 

10.3.4 Ácido ascórbico 

El ácido ascórbico o vitamina C, es una molécula de 6 carbonos, y un sustrato para la 

disminución de las especies reactivas de oxígeno (185). Los valores reportados en el presente 

estudio fueron similares a los reportados por Tamer et al. (186) quienes evaluaron el efecto 
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de diferentes tratamientos sobre el contenido de ácido ascórbico en las especies A. caudatus 

y A. cruentus reportando valores de 29.8 y 23 mg AA/kg respectivamente, mientras que en 

comparación de otros cereales como la quínoa (23.39 mg AA/kg), el trigo (11.97 mg AA/kg) 

y un aislado proteico de Lupinus albus var. Multolupa (fabaceae) (0.65 mg AA/kg), los 

valores fueron más altos lo que respalda que el amaranto es buena fuente de ácido ascórbico 

(187–189); el mismo estudio realizado por Tamer et al. (186) evidencia que el ácido 

ascórbico se puede oxidar y descomponer durante los procesos de preservación, 

almacenamiento y tratamiento; lo que corrobora los bajos valores obtenidos en el presente 

estudio para las muestras de aislado y los péptidos. 

10.3.5 El aislado proteico y péptidos de A. hypochondriacus mostraron actividad 

antioxidante 

La capacidad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradación 

oxidativa, debido a su capacidad para reaccionar con los radicales libres (190). El presente 

trabajo reportó una actividad antioxidante en el aislado proteico menor a la reportada por 

Repo-Carrasco-Valencia (191) la actividad antioxidante fue cuantificada  en dos variedades 

de amaranto; por el radical DPPH•  con 410 µM TEAC/g para A. Caudatus “centeno” y 398 

µM TEAC/g para A. Caudatus “oscar blanco” y por el radical ABTS•+ con 827.6 µM TEAC/g 

para A. Caudatus “centeno” y 670.1 µM TEAC/g para A. Caudatus “oscar blanco”. En 

comparación de otros cereales y leguminosas los valores encontrados en el presente estudio 

para el aislado proteico obtenido de A. hypochondriacus fueron menores a los reportados en 

el trigo sarraceno (ABTS•+: 12000 µM TEAC/g) (192); mientras que Buitrago et al. (193) 

reportó valores similares a los obtenidos en quinoa (DPPH•: 72.1 ± 11.1 µM TEAC/g), de la 

misma manera que los reportados para el frijol flor de mayo (DPPH• : 82.18 ± 4.80 µM 

TEAC/g) (194). 

Por otro lado, la capacidad para reducir el ion férrico (FRAP) del aislado proteico obtuvo 

valores similares a los reportados en la variedad A. Cruentus (31.01 µM Fe2+/g) (192) y en 

comparación con otras semillas los valores encontrados en el presente estudio fueron 

similares a los reportados en  quínoa (35.2 ± 17.79 µM Fe2+/g), la lenteja (22.3 ± 0.51 µM 

Fe2+/g) y mayores a los de la soja (8.34 ± 0.54 µM Fe2+/g) y frijol rojo (19.83 ± 0.62 µM 

Fe2+/g) (193–196). 
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Se han realizado diversos reportes sobre propiedades antioxidantes del amaranto, debido a 

las diferentes metodologías de extracción empleadas y las diversas variedades de amaranto 

los valores son difíciles de contrastar; por lo que el uso del IC50 es más informativo en razones 

de comparación. Conforti et al. (197) reportaron valores mayores a los obtenidos en el 

presente trabajo en dos variedades de A. Caudatus “victor red” (IC50 de 62 µM /mL) y en A. 

Caudatus “oscar blanco” (IC50 de 50 µM /mL) en el ensayo DPPH•. En comparación a los 

valores encontrados para el aislado protético de A. hypochondriacus la quínoa reportó valores 

mayores de IC50 en el ensayo de ABTS•+ (2540 µM /mL) y en el ensayo de DPPH• (580 µM 

/mL), al igual que el reportado por las lentejas (DPPH•: 143.7 µM /mL), alforfón (DPPH•: 

76.5 µM /mL) y cebada (DPPH•: >200 µM /mL) (195,197,198). Por lo que se puede concluir 

que la semilla de la variedad A. hypochondriacus es una buena fuente de antioxidantes y 

presenta un potencial reductor.  

En el presente trabajo se encontró correlaciones fuerte y positiva entre los FT, las lectinas y 

la actividad antioxidante mediada por el radical ABTS•+ en el aislado proteico; esta relación 

podría deberse a la formación de complejos proteico-fenólicos descritos previamente y las 

bio-actividades atribuidas a los compuestos de origen fenólico, An-Na et al. (199) 

correlaciona que los compuestos de origen fenólico son los principales contribuyentes de la 

capacidad antioxidante; corroborando lo reportado en el presente trabajando evidenciando 

que la actividad antioxidante está ligada con la cantidad de compuestos de origen fenólico 

presentes en la semilla logran inhibir la formación de radicales libres (ERO), interrumpiendo 

reacciones de auto-oxidación de cadena, reduciendo el peróxido de hidrógeno a compuestos 

estables, quelar iones metales, inhibir las enzimas prooxidativas endógenas así como activar 

las enzimas antioxidantes endógenas (200), intuyendo parte del mecanismo antioxidante 

observado en el presente trabajo.  

Se ha descrito que, ya sea durante la digestión gastrointestinal o hidrolisis in vitro se producen 

péptidos que podrían tener bioactividad; tales como antimicrobiana, antihipertensiva, 

antioxidante, entre otras (4). Ayala-Niño et al. (153) reportaron valores menores a los 

obtenidos en el presente estudio en la actividad antioxidante en mediada por los ensayos 

DPPH y FRAP (3.88 µM TEAC/g y 5.92 µM Fe2+/g, respectivamente), en péptidos 

hidrolizados de la misma especie de amaranto (A. hypochondriacus); al igual que Orsini et 

al. (201) quienes reportaron valores menores a los del presente estudio en péptidos (3-19 

kDa) en la variedad A. mantegazzianus en el ensayo de ABTS•+ (IC50: 1.36 ± 0.26 mg/mL); 
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por otro lado Ngoh et al. (202) hidrolizaron péptidos de Phaseolus vulgaris variedad pinto 

reportando valores similares a los obtenidos en el presente estudio en péptidos 30-50 kDa 

(7.39 ± 4.95 µM TEAC/g) y mayores en péptidos 10-30 kDa (0.38 ± 0.02 µM TEAC/g) en 

el ensayo de ABTS•+, en este mismo estudio se evaluó la capacidad para reducir el ion férrico 

(FRAP) reportando valores menores a los obtenidos en el presente estudio; por otro lado 

Phongthai et al. (203) hidrolizaron péptidos (<10 kDa) de salvado de arroz analizando la 

capacidad antioxidante por los ensayos de ABTS•+ (43.98± 4.01 µM TEAC/g), DPPH• 

(330.82 ± 3.60 µM TEAC/g) y FRAP (80.87 ± 3.82 µM Fe2+/g) reportando mayores valores 

a los obtenidos en presente trabajo en los péptidos <30 kDa; estos resultados respaldan lo 

expuesto en el presente trabajo, que los péptidos presentan actividad antioxidante respaldado 

por lo descrito por Samaranayaka et al. (204) quienes reportaron la posibilidad de completar 

el sistema antioxidante con antioxidantes exógenos en forma de péptidos. 

Se encontró una concordancia en los resultados reportados en el presente trabajo y lo descrito 

previamente donde se evidencia que los péptidos de menor peso molecular presentan mayor 

capacidad antioxidante; y que existe una la relación entre la actividad antioxidante y el 

tamaño de los péptidos (entre 5 y 16 residuos), así como en la composición de éstos, ya que 

aminoácidos como Tyr, Try, Met, Lys, Cys e His son los que presentan actividad antioxidante 

(94,102,153,205), mientras que se ha reportado que los péptidos sintetizados que contengan 

los fragmentos activos, Tyr-His-Tyr y Pro-His-His son efectivos para estabilizar las ROS  

(206). En amaranto se ha reportado altas concentraciones de aminoácidos esenciales como 

Lys, Phe/Tyr, Met/Cys y Trp (30); mientras que Montoya-Rodríguez et al. (4) reportaron in 

silico tres posibles secuencias peptídicas antioxidantes en la fracción proteica más abúndate, 

la globulina 11s, empleando pepsina (pH 2.0) como enzima de corte evidenciando que la 

actividad antioxidante disminuye durante el proceso de obtención de los péptidos; por otro 

lado Montoya- Rodríguez et al. (4,152) demostraron que una muestra no extruida 

correlacionada con el grado de hidrolisis (tiempo/enzima), reportó mayor actividad 

antioxidantes; y que la capacidad de eliminar radicales libres se mantiene después de la 

hidrólisis enzimática, así como que las diferencias obtenidas entre los valores obtenidos y los 

valores reportados por los autores previamente mencionados podrían deberse a la fuente 

proteica y a las enzimas empleadas en la hidrólisis. 
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10.4 El aislado proteico de A. hypochondriacus mostró actividad citotóxica y 

antiproliferativa.  

La actividad citotóxica se define como una alteración en las funciones básicas celulares que 

conllevan a un daño detectable (207); en el presente estudio se analizó la exposición de 

aislado proteico obtenido de las semillas de amaranto (A. hypochondriacus) en diferentes 

tiempos de exposición (24, 48 y 72 h) mostrando un mejor efecto al reportado por Hastings 

y Kenealey (208) en compuestos proteicos presentes en la avena en una línea de cáncer de 

mama (MDA-Me231), donde ninguna de las concentraciones (50, 100, 200 y 400 µM) ni 

tiempos probados (48, 72 y 96 h) logró disminuir la viabilidad a menos del 50%; y lo 

reportado por Pintha et al. (209) en un extracto de arroz rojo jazmín, donde a las 48 h no 

afectó la viabilidad de las células de MDA-MB-231 (cáncer de mama) y HT1080 (cáncer de 

colón); por otro lado Cho et al. (210) reportaron un efecto mayor en comparación del 

obtenido en presente trabajo en un aislado de harina de trigo en dos líneas de cáncer de mama 

(MCF-7 y MDA-Me231), reportando una disminución del  85.1% de viabilidad para MCF-

7 y 87.5 % para células MDA-Me231 a las 72 h después del tratamiento a concentración de 

100 µg/mL.  

El presente trabajo también mostró que el aislado proteico tiene un potencial 

antiproliferativo; el aislado proteico exhibió una inhibición del crecimiento promedio de 

40.6-83.6% y 6.6-80.1% en el ensayo antiproliferativo (48 y 72 h) contra las líneas celulares 

de cáncer de mama (MDA-MB-231) y cérvix (SiHa) respectivamente. Valores similares a 

los previamente descritos y evidenciado que el efecto citotóxico es prolongado en el tiempo 

y dependiente de la concentración. Respaldando que el uso de aislados proteicos de fuentes 

naturales como el amaranto son opción viable, mostrando efectos citotóxicos y 

antiproliferativas en líneas celulares de cáncer.  

La DI50 se ha descrito como una unidad que describe la potencia de una sustancia para inhibir 

una función biológica, por lo que se considera una unidad comparativa más útil, en el presente 

estudio se obtuvo DI50 de 59.18±12.45 y 82.916±16.08 mg/mL en las líneas celulares de 

MDA-MB-231 y SiHa respectivamente tratadas con el aislado proteico por 72 h; Sabbione 

et al. (76) reportaron un mejor efecto citotóxico que el observado en el presente estudio, en 

un aislado proteico de A. mantegazzianus (DI50: 1.35 ± 0.12 mg/mL por 72 h), en células 

cancerosas de colón (HT-29), al igual que Mora-Escobedo et al. (114) quienes reportaron en 

un aislado de proteína de soya en dos líneas celulares cancerosas de cérvix HeLa (DI50: 
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8.38±0.06 mg/mL por 72 h) y C-33 (DI50: 7.59±0.30 mg/mL por 72 h); por otro lado los 

resultados observados a las 72h de exposición del aislado proteico en este estudio, reportaron 

un mejor efecto citotóxico a lo reportado por Lima et al. (211) en un aislado soya (DI50 91.6 

g DW/mL) en células cancerosas de colón (HT29); los datos anteriores corroboran los 

resultados presentados en este trabajo donde se observa que los aislados proteicos obtenidos 

de fuentes naturales como el amaranto reportan actividad citotóxica, y disminuyen la 

viabilidad en función de la concentración y el tiempo de exposición. Es preciso mencionar 

que la DI50 solo es una medida comparativa y no existe una escala que determine la 

factibilidad del compuesto; debido a que no se trata de un compuesto puro y que se debe 

comprender la farmacocinética del compuesto y la farmacodinámica de su efecto. Además, 

se debe investigar la toxicología para averiguar si se puede alcanzar la dosis necesaria de 

manera segura (212).  

Se ha reportado que las lectinas son una herramientas para el diagnóstico, pronóstico y terapia 

contra el cáncer (213), debido a su interacción con los O-glucanos aberrantes que se expresan 

en la superficie de las células cancerosas que consisten en glucoproteínas unidas a la 

membrana (antígenos T y Tn), estos O-glucanos han sido descritos como gluco-marcadores 

en el diagnóstico y pronóstico del cáncer (28). De especies A. caudatus y A. hypochondriacus 

se ha aislado la lectina amarantina la cual se ha descrito con afinidad para los antígenos T y 

Tn (90,214,215) Zenteno et al. (216) describieron que las lectinas presentes en la variedad A. 

leucocarpus estudiadas presentaron afinidad a los antígenos T y Tn, y demostraron ser una 

herramienta eficaz para la detección y pronóstico de diversos tipos de cáncer, describiendo 

en cáncer de mama una fuerte unión, que se correlaciona con los grados de TNM (sitio del 

tumor primario, la afectación ganglionar regional y la presencia o no de metástasis) (217). 

Se encontró una correlación entre la actividad citotóxica, los FT y actividad antioxidante 

medida por el radical ABTS•+; el presente estudio reportó que la semilla de amaranto presenta 

altas concentraciones de compuestos de origen fenólico y que estos posiblemente 

contribuyan a la capacidad antioxidante total mostrada por el aislado proteico (199). Sin 

embargo, los antioxidantes pueden desempeñar un doble papel, actuando como factores 

beneficiosos o perjudiciales en las células cancerosa. Una de las principales características 

de las células cancerosas, es el estado prooxidativo originado por el aumento de la actividad 

metabólica, activación de oncogenes y la eventual pérdida de p53 (218), el aumento de ROS 

es importante ya que determina la inestabilidad cromosómica (acumula mutaciones y 
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delaciones), estimula el crecimiento y la proliferación celular (219); el aislado proteico 

evaluado en el presente estudio demostró tener una alta actividad antioxidante lo que podría 

mostrar una disminución de los niveles de ROS intracelular y una expresión elevada de 

enzimas antioxidantes endógenas reduciendo los efectos secundarios y mejorado el efecto de 

los medicamentos (220), correlacionado con lo descrito por Moreira et al. (221) que 

describen el potencial de compuestos ricos en polifenoles con actividad antioxidante como 

terapia adyuvante en cáncer de mama (MCF-7) y colon (LOVO) disminuyendo el 

crecimiento de células sensibles y resistentes a fármacos; por otro lado se ha descrito el 

mecanismo de los medicamentos anticarcinogénicos incluido el paclitaxel, el cual induce 

ROS y alteran la permeabilidad de la membrana mitocondrial al producir H2O2, mientras que 

el cisplatino utilizado para tratar tumores sólidos generando un estrés oxidativo intenso por 

lo que se ha descrito que la presencia de antioxidante endógenos aumentan la resistencia a 

los medicamentos (222). 

Debido a lo anterior se podría indicar que la actividad citotóxica mostrada por el aislado 

proteico es debido a un efecto sinérgico y aditivo de compuestos evaluados (lectinas, 

saponinas y compuestos de origen fenólico) y las proteínas presentes en el aislado proteico, 

corroborado por Mora-Escobedo et al. (114) quienes reportaron que un aislado proteico con 

presencia de fitoquímicos (isoflavonas, compuestos de origen fenol y saponinas) mostró un 

mejor efecto citotóxico en comparación de un aislado proteico sin la presencia de 

fitoquímicos; por otro lado se observó similitud con los estudios previamente reportados en 

donde se expone que existe una correlación entre la dosis y el tiempo con un efecto sobre la 

disminución de la viabilidad, pérdida de la integridad de la membrana y la lisis celular (76); 

lo cual se evidenció al realizar el análisis morfológico a través de la microscopía electrónica 

de transmisión (MET) en ambas líneas celulares. 

10.4.1 Cambios morfológicos de las células MDA-MB-231 y SiHa inducidos por el aislado 

proteico de A. hypochondriacus 

Los daños observados en las células mediante MET, está relacionado con la acción de los 

compuestos evaluados presentes en el aislado proteico y su participación en la regulación de 

más de una vía de transducción (223).   

Las lectinas vegetales, un grupo único de proteínas y glicoproteínas con potente actividad 

biológica han reportado propiedades anticancerígenicas; utilizadas como agentes 
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terapéuticos, se unen preferentemente a las membranas de las células cancerosas o sus 

receptores, provocando citotoxicidad, apoptosis e inhibición del crecimiento tumoral. Estos 

compuestos pueden internalizarse en las células, provocando la aglutinación y/o agregación 

de las células cancerosas (224). Se ha establecido que la glicosilación alterada es un 

fenómeno común en células cancerosas, debido a una regulación positiva de la ruta de la 

biosíntesis de glicanos en respuesta a oncogenes como Ras, modificando la composición de 

glicolípidos y glicoproteínas, especialmente en la membrana celular (225). En el presente 

estudio, la alteración de la membrana observada por MET podría ser resultado de la actividad 

de las lectinas presentes en el aislado proteico, actividad evaluada y descrita anteriormente 

lo que concuerda con lo reportado por Al-Mamun et al. (226) en extractos de semillas de 

amaranto de las especies A. lividus y A. hybridus; al igual que Nachbar et al. (120) quienes 

reportaron que las lectinas aisladas de ricino (Ricinus commun), germen de trigo y soya, 

lograron disminuir el crecimiento celular mediante la aglutinación a consecuencia de una 

alteración en el trasporte de la bomba Na+/K+ en carcinoma de ascitis de Ehrlich; 

describiendo que existe una relación entre el número de sitios de unión para la lectina y su 

capacidad de aglutinar; mientras que una lectina aislada de Phaseolus vulgaris indujo la 

apoptosis a través de la vía mediada por el receptor Fas, activación de caspasa-8, 

truncamiento de BID, liberación de p53 y activación de caspasa-9 en células cancerosas de 

mama (MCF-7) (227). 

Otro de los compuestos evaluados en el presente trabajo fueron las saponinas, previamente 

se describió la capacidad de estos compuestos para formar poros y dañar la membrana 

mostrado en la Figura 19, lo que apoya el daño observado en las MET en ambas líneas 

celulares; y se correlaciona con lo reportado por varios autores (228,229), por otro lado se ha 

descrito la capacidad de estos compuestos para inducir la apoptosis mediante diferentes 

mecanismos celulares; las saponinas aisladas de amaranto presentan estructura triterpenoide, 

Shan et al. (230) reportó que saponinas triterpenoides asiladas de ginseng desregulan el 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) inhibiendo la proliferación de células 

de melanoma; otro reporte indicó que las saponinas triterpenoides derivadas de la raíz sho-

saiko-to suprimió la proliferación en líneas celulares de cáncer de hígado (PLC / PRF / 5 y 

HepG2) y cáncer de páncreas (BxPC-3) al inhibir el crecimiento celular y la síntesis de ADN 

(231). Se puede sugerir que cualquiera de los mecanismos previamente descritos podrían ser 

ocasionados por el aislado proteico obtenido de A. hypochondriacus y ser responsables de 
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los efectos observados en las MET;  por otro lado se puede asumir que una alta concentración 

de saponinas como la reportada en el presente trabajo debe tener un efecto citotóxico fuerte; 

cabe mencionar que Wang et al. (232) reportaron que no existe correlación entre los 

mecanismos empleados para la actividad hemolítica y la actividad citotóxica;  por lo que se 

podría plantear la utilización de saponinas como antitumorales desprovistos del efecto no 

selectivo de la actividad hemolítica.  

 

Figura 19 Modelo descrito sobre la formación de poros por saponinas. A) Unión del 

colesterol y la saponina en la membrana B) Agregación micelar de saponinas y colesterol 

aumentando de la permeabilidad de la membrana C) Formación del poro 

Por otro lado el presente estudio informó el contenido de compuestos de origen fenólico, los 

cuales han reportado efectos anticarcinogénicas al dirigirse a una amplia variedad de vías de 

señalización celular a diferentes niveles y la activación de proteínas, generando efectos 

proapoptoticos, antiinvasivos, proautofagicos o antiproliferativos (220); Lee et al. (234) 

reportaron que los compuestos fitoquímicos de origen polifenol presentes en la curcuma 

después de 20 h de exposición, dió como resultado un aumento significativo de los niveles 

de ROS intracelulares en células de cáncer de colon humano (HCT116) y la activación de la 

vía de señalización MAPK/ERK , la cual podría estar involucrada en la autofagia inducida 

por curcumina; mientras que otro estudio reportó que los polifenoles presentes en la avena 

(aventramidas) logran una regulación negativa de la vía de señalización de Wnt/β-catenina 

en células de cáncer de cuello uterino (HeLa) (235); otro de los compuestos de origen 
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fenólico evaluados en el presente estudio fueron los taninos los cuales han reportado 

mecanismos anticancerígenos, Gollucke et al. (236) reportaron que los taninos presentes en 

las semillas de uva, lograron inducir la apoptosis dependiente de p53, mediante la 

participación de las proteínas Bax/Bcl-2, la activación de la caspasa-3, y la inhibición de la 

fosforilación de proteínas pertenecientes a la familia MAPK en células de cáncer de próstata 

insensibles a andrógenos (DU145) y sensibles a andrógenos (LNCaP),  mientras que se ha 

reportado que el tanino hidrolizable PGG (penta-1,2,3,4,6-O-galloil-beta-D-glucosa) 

presente en diversas plantas; lograba la detención del ciclo celular en la fase G1 y S y lograba 

la apoptosis celular mediada por caspasas asociada a la activación de p53 en células de cáncer 

de próstata (LNCaP) (237) y de mama (MDA-MB-231) (238); por otro lado se ha descrito 

previamente los polifenoles son los principales contribuyentes de la capacidad antioxidante 

(199); Shimojo et al. (239) demostró que la atenuación de ROS por antioxidantes suprime la 

metástasis inducida por hipoxia en células cancerosa de páncreas (PANC-1 y MIA PaCa-2), 

mientras que Muniyun et al. (240) refirieron que el aumento de ROS eleva el nivel de proteína 

p66shc que logra aumentar los niveles de ROS intracelulares en células cancerosas de ovario  

(OCa), lo que logra una apoptosis dependiente de mitocondrias, debido a la formación de un 

complejo proteico que permeabiliza ambas membranas mitocondriales liberando citocromo 

c y activando las caspasas (241); por lo que se puede asumir que los compuestos de origen 

fenólico modifican los niveles de ROS intracelulares lo que podría estar activando la proteína 

p66shc, por otro lado un extracto de triphala, formulación de varias semillas, rica en 

antioxidante y con alto contenido en polifenoles mostró propiedades proapoptóticas 

independientes del estado de p53, debido a una mayor expresión de Bax en células cancerosa 

de colón (HCCSC) (242); en conclusión el presente estudio demostró que el aislado proteico 

obtenido de A. hypochondriacus contiene compuestos de origen fenólico y estos son 

contribuyentes de la capacidad antioxidante reportada; por lo que se puede asumir que alguno 

de los mecanismos previamente descritos podría estarse llevando acabó obteniendo efectos 

aditivos y/o sinérgicos lo que desencadena en el efecto anticarcinogénico observado en las 

MET de ambas células  

10.5 Los péptidos de A. hypochondriacus mostraron actividad citotóxica y antiproliferativa 

El presente estudio aisló dos fracciones peptídicas (>30 kDa y <30 kDa) por medio de una 

hidrólisis enzimática, ambas mostraron efectos citotóxicos y antiproliferativos; Sabbione et 

al. (76) reportó un mejor efecto citotóxico (DI50: 0.30 ± 0.07 mg/mL) que el observado en el 
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presente estudio, en péptidos de A. mantegazzianus en células de cáncer de colon humano 

(HT-29); al igual que lo reportado por Rayaprolu et al. (243), quienes evaluaron dos 

fracciones peptídicas de semilla de soya con pesos moleculares de entre 5-10 kDa (DI50: 654 

µg/mL) y 10-50 kDa (DI50: 678 µg/mL) en células de cáncer de mama (MCF-7) expuestas 

de 18 a 36 h; por otro lado el presente estudio reportó un mejor efecto citotóxico en 

comparación a los reportado por Kannan et al. (244) quienes indicaron que una fracción 

peptídica (<5 kDa) de salvado de arroz no presentó actividad citotóxica hasta las 72 h de 

exposición (DI50 de 77 mg/mL) en células de cáncer de colon (HCT-116); los estudios 

previamente descritos corroboran lo observado en el presente estudio, el cual reportó que los 

péptidos de mayor peso molecular presentan mayor actividad citotóxica y un potencial 

antiproliferativo; mostrando una inhibición del crecimiento promedio de 1-91% y 7.3-86% 

en el ensayo antiproliferativo (48 y 72 h) contra las líneas celulares de cáncer de mama 

(MDA-MB-231) y cérvix (SiHa) respectivamente; mostrando que el efecto citotóxico es 

prolongado en el tiempo y dependiente de la concentración; por otro lado también se sugiere 

que la actividad citotóxica potencial del aislado proteico, resiste la digestión gastrointestinal, 

generando péptidos con actividad biológica detectable (76). 

Se han reportado diversos mecanismos a través de los cuales los péptidos bioactivos 

derivados de semillas como la soya o el amaranto ejercen su actividad antitumoral (245); la 

inducción de apoptosis por diversas vías como, activación de p53, desacetilación de histonas 

o inhibición de las proteínas Bcl-2 (246); modificación de componentes celulares 

relacionados con la proliferación y supervivencia celular, modificación de permeabilidad o 

aumento de ROS (247) y regulando el sistema inmune, aumentando la expresión de antígenos 

o estimulando respuestas inmunitarias innatas (248); uno de los péptidos anticarcinogénico 

más descrito de origen vegetal es la lunasina, identificado por primera vez en la soya es un 

péptido de 43 aminoácidos con un peso de 18.4 kDa, que ha reportado inhibición de la 

proliferación celular, la inhibición de acetilación de histonas, inducción apoptótica 

mitocondrial y arresto el ciclo celular en la fase G2/M en diferentes tipos de cánceres 

incluidos mama y cérvix (213); mientras Maldonado-Cervantes et al. (74) describen un 

péptido tipo lunasina originario de la semilla de amaranto (A. hypochondriacus)  de 22 kDa 

con alto contenido de residuos de Met y Cys y la capacidad de inhibir la acetilación de 

histonas H3 y H4, logrando una supresión tumoral debido al efecto que ejerce sobre el ciclo 
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celular; por otro lado Montoya-Rodríguez et al. (4) reportaron in silico una posible secuencia 

peptídica anticarcinogénica en la fracción de la globulina 11s. 

La diferencia y variabilidad entre los resultados encontrados en el presente trabajo y los 

reportados anteriormente tanto en el aislado proteico como en los péptidos podría deberse la 

diferencia en las metodologías empleadas para obtener las muestras y las diferentes fuentes 

vegetales empleadas, por otro lado, no se puede concluir si el efecto mostrado tanto del 

aislado proteico como de los péptidos se deba a que inhiben la proliferación celular (efecto 

citostático) o bien inducen la muerte celular (efecto citotóxico) ya que en ensayo MTT no 

permite esta diferenciación (207), junto con las características propias de las líneas 

empleadas; MDA-Me231 son células de cáncer de mama triple negativas independientes de 

estrógeno que carecen de la proteína p53 funcional (129,249); la línea SiHa son células de 

cáncer de cérvix es adenocarcinoma grado II con una copia del virus de papiloma humano 

16 con oncogenes p53 y pRB (128). 
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11 CONCLUSIONES 

• El método de extracción y obtención del aislado proteico y los péptidos mostró ser 

efectiva para conservar los metabolitos secundarios y su actividad. 

• Los metabolitos secundarios de la semilla A. hypochondriacus evaluados presentaron 

mayor actividad biológica con respecto a otros pseudocereales. 

• La actividad antioxidante se conserva, pero disminuye a través del proceso de 

obtención de los péptidos, siendo mayor la del extracto y la menor en los péptidos. 

• El aislado proteico y los péptidos obtenidos de la semilla de A. hypochondriacus 

presentaron efecto citotóxico y antiproliferativo en las líneas celulares de mama y 

cérvix. 

• El efecto citotóxico en el aislado proteico y péptidos es dependiente del tiempo y de 

la concentración. 

• El potencial antiproliferativo demostró un efecto citotóxico prolongado en el tiempo 

y dependiente de la concentración. 

• El aislado proteico mostró mayor efecto citotóxico en la línea celular de cáncer de 

mama, seguido de los péptidos > 30kDa, mientras que los péptidos <30 kDa, 

mostraron el menor efecto citotóxico. 

• Se evidencio que el mayor efecto citotóxico lo presentó el aislado proteico, sobre la 

línea celular MDA-MB-231. 

• La presencia de metabolitos secundarios en el aislado proteico, pueden contribuir en 

la actividad citotóxica observada en ambas líneas celulares. 
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12 PERSPECTIVAS 

• Se propone purificar las lectinas o saponinas presentes en la semilla se A. 

hypochondriacus y evaluar su actividad citotóxica. 

• Caracterizar bioquímicamente los péptidos, determinar el peso molecular y la 

secuencia de aminoácidos. 

• Se sugiere seguir investigando, la presencia de otros componentes tanto nutricionales 

como anti nutricionales en el aislado proteico y evaluar su efecto citotóxico en otras 

líneas celulares normales y cancerosas, así como pasar a un modelo in vivo. 

• Se plantea determinar si los mecanismos de citotoxicidad mostrados por el aislado 

proteico y los péptidos, son apoptóticos, autofágicos o necróticos. 

• Aislar otras fracciones proteicas como glutelinas y prolaminas, y evaluar sus 

componentes y su efecto citotóxico. 

• Analizar los mecanismos moleculares de acción del aislado proteico con la finalidad 

de que puedan considerarse para el posible uso terapéutico en el tratamiento de 

cáncer. 

• Se sugiere aislar el péptido lunasina y evaluar su efecto citotóxico, así como los 

mecanismos moleculares implicados y las dosis efectivas tanto en modelos in vitro 

como in vivo. 

• Se plantea obtener otros péptidos de los hidrolizados de las semillas de A. 

hypochondriacus y evaluar si tiene actividad antioxidante, antihipertensiva o 

anticarcinogénica. 
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14 ANEXOS 

14.1 Correlaciones 

Tabla 16 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson entre las diferentes muestras del 

proceso de separación de péptidos y los compuestos evaluados (p<0.05). 

 
Extracto  
proteico 

Aislado 
proteico 

Péptidos 
>30 kDa 

Péptidos 
<30 kDa 

Lectinas 0.999 0.999   

Saponinas 0.943 0.974   

TN 0.566 0.202 0.102 0.059 

ANT 0.036 0.374 0.358 0.235 

FT 0.939 0.997 0.218 0.896 

ABTS•+ 0.980 0.982 0.250 0.043 

DPPH• 0.208 0.002 0.307 0.475 

FRAP 0.915 0.169 0.662 0.787 

AA 0.480 0.797 0.750 0.285 

Tabla 17 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson entre los compuestos evaluados 

en el extracto proteico (p<0.05). 

 Saponinas TN ANT FT ABTS•+ DPPH• FRAP AA 

Lectinas 0.851 0.541 0.046 0.950 0.874 0.015 0.188 0.640 
Saponinas - 0.174 0.331 0.971 0.714 0.003 0.568 0.716 

TN - - 0.254 0.320 0.703 0.864 0.831 0.701 
ANT - - - 0.183 0.002 0.619 0.011 0.003 
FT - - - - 0.853 0.049 0.730 0.855 

ABTS•+ - - - - - 0.334 0.977 0.799 
DPPH• - - - - - - 0.510 0.609 
FRAP - - - - - - - 0.776 
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Tabla 18 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson entre los compuestos evaluados 

en el aislado proteico (p<0.05) 

 Saponinas TN ANT FT ABTS•+ DPPH• FRAP AA 

Lectinas 0.392 0.217 0.392 0.999 0.977 0.000 0.155 0.799 
Saponinas - 0.964 0.250 0.429 0.250 0.586 0.222 0.429 

TN - - 0.564 0.249 0.107 0.764 0.397 0.249 
ANT - - - 0.429 0.250 0.586 0.222 0.429 
FT - - - - 0.984 0.000 0.129 0.862 

ABTS•+ - - - - - 0.889 0.645 0.121 
DPPH• - - - - - - 0.861 0.000 
FRAP - - - - - - - 0.129 

Tabla 19 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson entre los compuestos evaluados 

en los péptidos >30 kDa (p<0.05) 

 ANT FT ABTS•+ DPPH• FRAP AA 

TN 0.357 0.219 0.249 0.309 0.661 0.751 
ANT - 0.185 0.686 0.112 0.508 0.014 
FT - - 0.284 0.990 0.018 0.716 

ABTS•+ - - - 0.197 0.829 0.000 
DPPH• - - - - 0.001 0.803 
FRAP - - - - - 0.171 

Tabla 20 Análisis de coeficiente de correlación de Pearson entre los compuestos evaluados 

en los péptidos <30 kDa (p<0.05) 

 ANT FT ABTS•+ DPPH• FRAP AA 

TN 0.533 0.007 0.637 0.286 0.054 0.476 
ANT - 0.548 0.771 0.437 0.695 0.397 
FT - - 0.108 0.785 0.177 0.605 

ABTS•+ - - - 0.532 0.219 0.721 
DPPH• - - - - 0.895 0.462 
FRAP - - - - - 0.746 
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14.2 Carta de aprobación del por el comité de ética en investigación 
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14.3 Cartas de consentimiento informado  
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