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Resumen

Caracterizacion de la respuesta anti-adipogénica de
péptidos de amaranto

La obesidad es una enfermedad cronica, compleja, asociada con el desarrollo
de enfermedades cardiacas, hipertension, algunos tipos de cancer y diabetes.
Actualmente, la industria alimentaria explora aspectos relacionados a los
componentes presentes en los alimentos funcionales o nutraceulticos que
promuevan el bienestar y una vida saludable. Dentro de estos compuestos, los
péptidos bioactivos encriptados en las proteinas de los alimentos son de gran
importancia. El amaranto es una planta nativa de Centro y Suramérica y su
importancia radica en la alta calidad nutritiva y nutracéutica de las proteinas de
reserva 0 de almacenamiento de la semilla. Se ha reportado la presencia de
péptidos antihipertensivos, antioxidantes y anticancerigenos; sin embargo,
hasta el momento no se ha caracterizado el potencial antidiabético ni el efecto
sobre la regulacion del peso corporal de los biopéptidos encriptados en las
proteinas de la semilla. El objetivo de este trabajo fue determinar la respuesta
de los péptidos bioactivos de las proteinas de reserva de amaranto sobre la
acumulacion de grasa en cultivos de células de ratén y la capacidad inhibitoria
sobre la actividad de la dipeptidil peptidasa IV (DPP V). La DPP IV es una
enzima clave en el desarrollo de la diabetes tipo 2 y un novedoso blanco
terapéutico. Se encontré6 que tanto una digestion con tripsina como la
simulacibn completa de la digestion gastrointestinal de las proteinas de
amaranto liberan péptidos menores de 10 kDa que inhiben a la DPP IV hasta
en un 60% y que estos péptidos ademas son capaces de disminuir la
acumulacion de grasa de adipocitos de raton y disminuyen la diferenciacion de
sus células precursoras inmaduras. Este trabajo proporciona nuevas evidencias
que proponen y sustentan fuertemente al amaranto como una fuente alternativa
de péptidos bioactivos contra la obesidad y la diabetes tipo 2.

Palabras clave: Amaranto, biopéptidos encriptados, células 3T3-L1, diabetes
tipo 2, inhibidores de la dipeptidil peptidasa 1V, electroforesis 2D, obesidad.

Formato de tesis basado de la revista Journal of Proteomics



Abstract

Characterization of the antiadipogenic response of
amaranth peptides

Obesity is a multifactorial, complex, chronic disease that is usually associated
with high mortality rates and the risk to develop cardiac disease, hypertension,
some types of cancer and diabetes. Food industry is now exploring the aspects
related to the components present in food that promote a healthy life, such as
the bioactive peptides encrypted in the proteins of several foods. Amaranth is a
plant native from Central and South-America which contains antihypertensive,
antioxidant and anti-cancer peptides; however, the antidiabetic potential and the
effect upon body weight of the seed proteins have not been well characterized.
The aim of this study was to determine the effect of these peptides upon fat
accumulation in mouse adipocytes cultures and their ability to inhibit the
dipeptidyl peptidase IV (DPP 1V), a new key enzyme in the type 2 diabetes
treatments. Both, the tryptic and gastrointestinal digestions of amaranth proteins
were able to release peptides with a molecular mass lower than 10 kDa that
reduced 60% of the DPP IV activity. Furthermore, these peptides decreased
mouse adipocytes fat accumulation and reduced the differentiation of its
immature precursor cells. This work presents new evidence that could place
amaranth as an alternative source of bioactive peptides against obesity and
type 2 diabetes.

Keywords: Amaranth, bioactive peptides, dipeptidyl peptidase IV inhibitors, 2D
electrophoresis, obesity, type 2 diabetes, 3T3-L1.



1. Introduccién

La obesidad es una enfermedad cronica, compleja, multifactorial que se
establece por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético y conduce
a una excesiva acumulacion de grasa corporal (Freedman et al. 2006). Esta
enfermedad suele estar acompafiada de altas tasas de mortalidad y el riesgo
de desarrollar enfermedades cardiacas, hipertension, algunos tipos de cancery
diabetes (Aichike et al. 2011, Karam y McFarlane 2011, Valvaris et al. 2010).
Debido al alarmante niumero de casos en todo el mundo, que incluyen adultos y
nifos; la obesidad junto con la diabetes representan uno de los problemas de
salud publica mas importantes del siglo XXI. En el 2008, la organizacion
mundial de la salud (OMS) estimé que mas de un décimo de la poblacion
mundial adulta era obesa y que ademas, aproximadamente el 44% de los
casos de diabetes son atribuidos a esta enfermedad. Algunas de las
herramientas que han mostrado ser efectivas para reducir la incidencia de la
diabetes mellitus tipo 2 son el ejercicio, la dieta saludable y la pérdida de peso
(Karam y McFarlane 2011). Se ha demostrado que una pérdida moderada de
peso de entre el 5y 10% es suficiente para mejorar los factores de riesgo
clasicos de la obesidad, pero se requiere una pérdida entre el 10 y 20% del
peso corporal para realmente tener un efecto benéfico. Esto se logra con
procesos quirdrgicos como las cirugias bariatricas (Tzotzas et al. 2011).

La industria alimentaria moderna explora aspectos relacionados a los
componentes presentes en los alimentos que promuevan el bienestar y una
vida saludable del consumidor. De aqui que areas de investigacion emergentes
como la nutrigendmica han aparecido. La nutrigendmica estudia la alteracion
de la expresion de genes, la respuesta metabdlica, y por lo tanto proporciona
evidencias de los efectos protectores de los compuestos activos de alimentos
contra las enfermedades (Fergusson et al. 2006). Se ha reportado que las
proteinas y péptidos presentes en los alimentos, ademas de ser
macronutrientes basicos, también presentan una gran variedad de actividades
bioldgicas que pudieran tener un efecto benéfico en la salud humana actuando
como antioxidantes, antitrombadticos, antihipertensivos, etc. (Erdmann et al.
2008) Los peéptidos biologicamente activos son secuencias pequefias de
aminoacidos encriptados en las proteinas de los alimentos; es decir,
aminoacidos que se encuentran en una forma inactiva, y se activan al ser
liberados por enzimas proteoliticas, durante el procesamiento del alimento o
durante la digestion intestinal (Moller et al. 2008). La leche y sus derivados son
una de las fuentes mas ricas en biopéptidos, sin embargo, los biopéptidos se
encuentran en otras fuentes animales y vegetales como carne, huevos, algunos
peces, trigo, maiz, soya, arroz, hongos y amaranto (Moller et al. 2008, Gibbs et
al.2004, Erdmann et al. 2008, Silva-Sanchez et al. 2008).

El amaranto es una planta nativa de Centro y Surameérica cultivada desde
épocas precolombinas y en los afios 80s fue declarado como un cultivo con
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gran potencial biotecnolégico (NAS 1984). En esta ultima década el amaranto
ha vuelto a emerger no solo por sus cualidades nutritivas, sino por sus
cualidades nutracéuticas. Existen evidencias de que diversos compuestos en
las semillas de amaranto como aceites, fitoesteroles, flavonoides y extractos
del tipo proteinico que explican su uso popular como hipocolesterolémico,
antioxidante e hipoglucemiante (Marcone et al. 2004, Tironi y Afién 2010,
Kalinova y Dadakova 2009, Escudero et al. 2006, Barba de la Rosa et al. 2009)
Recientemente en nuestro grupo de trabajo hemos caracterizado la presencia
de péptidos con diferentes propiedades bioldgicas (Silva-Sanchez et al. 2008),
entre las que destacan los péptidos con propiedades inhibitorias de la enzima
convertidora de la angiotensina (Barba de la Rosa et al. 2010) y los péptidos
con propiedades cancer preventivas tipo lunasin (Maldonado-Cervantes et al.
2010), novedoso biopéptido reportado por primera vez en soya que tiene la
capacidad de inhibir el desarrollo de cancer a través de la inhibicién de la
acetilaciéon de histonas (deLumen 2005). Otros péptidos reportados en el
estudio de Silva-Sanchez et al. (2008) son aquellos que inhiben la dipeptidil-
peptidasa IV (DPP V). La DPP IV es una enzima multifuncional implicada en
varios procesos celulares como inmunoldgicos, inflamatorios y endocrinos.
Ultimamente ha despertado gran interés farmacéutico en las areas de
desdrdenes metabdlicos y cancer y se ha convertido en un nuevo y exitoso
blanco terapéutico para el tratamiento de diabetes tipo 2 (Wiedeman et al.
2003, Yu et al. 2010). La DPP IV es responsable de degradar las principales
hormonas encargadas de la liberacion de insulina después de la ingesta de
alimentos: las incretinas; por lo tanto los inhibidores de la DPP IV actian como
potenciadores de incretinas, debido a que ayudan a incrementar el tiempo de
accion de estas hormonas (Conarello et al. 2003, Nauck y Vardarli 2010,
Stephan et al. 2011). En el mercado existen varios inhibidores de DPP IV que
han mostrado muy buenos resultados como agentes antidiabéticos (Kos et al.
2009, Seino et al. 2010, Huisamen et al. 2011). Sin embargo, existe el riesgo
de presentar efectos secundarios, principalmente por la amplia gama de
efectos fisiolégicos de esta enzima, por lo que la busqueda de alimentos
nutracéuticos que proporcionen péptidos naturales siempre sera una alternativa
viable para este tipo de padecimientos.

Los efectos de la inhibicién de la DPP IV sobre el peso corporal no han sido
bien definidos y existe informacién muy contrastante (Conarello et al. 2003,
Stephan et al. 2011, Huisamen et al. 2011). Esto puede deberse a que las
incretinas GLP-1 y GIP suelen tener efectos opuestos en el tejido graso y los
efectos vistos con los farmacos puedan deberse a diferentes tipos de inhibicion
o afinidad por la enzima. (Sancho et al. 2006, Rao y Kini 2011). Por otro lado,
también se ha reportado que las proteinas de amaranto presentan efectos
antilipidémicos y pérdida de peso en estudios en ratas (Kim et al. 2006, Berger
et al. 2003, Czerwinskia et al. 2004). Esta informacion propone al amaranto
como una fuente natural de péptidos con potencial para prevenir la diabetes



tipo 2 y en la disminucion de la acumulacién de grasa. Sin embargo, ain no
existen reportes sobre la caracterizacion de la actividad inhibitoria de la DPP 1V
y/o procesos biotecnoldgicos que ayuden en forma eficiente a liberar estos
péptidos para ser empleados como una fuente de biofarmacos naturales para
el tratamiento de la diabetes y posiblemente la obesidad.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la actividad inhibitoria de los
péptidos liberados por la digestion enzimatica de las proteinas de reserva de
amaranto sobre la enzima DPP IV in vitro y analizar el efecto de estos sobre la
diferenciacion de pre-adipocitos y la acumulacion de grasa en adipocitos
maduros. Adicionalmente, mediante un enfoque protedmico se analizaron los
cambios en la expresion de proteinas durante la diferenciacion celular en
presencia o ausencia de péptidos de amaranto.



2. Materiales y métodos
2.1 Extraccion de las proteinas de reserva de la semilla de amaranto

El material bioldgico utilizado se obtuvo a partir de la semilla de Amaranthus
hypochondriacus (L.) variedad Nutrisol. Las semillas se trituraron en un molino
de café y se eliminaron los restos de tejido con un tamiz, malla 80. La harina
fue desengrasada con hexano (1:10 peso:volumen) por 4 h a 4°C en agitacion
constante. Se eliminé el solvente por centrifugacion a 13000 rpm por 30 min 'y
la pastilla se dejo secar a temperatura ambiente.

Las proteinas de reserva se extrajeron de acuerdo a su solubilidad a diferentes
concentraciones de sales, solventes y pH, utlizando una relacién
harina/solucion 1:10 (p:v), siguiendo el protocolo descrito anteriormente con
algunas modificaciones (Barba de la Rosa et al. 1992). Las albuminas se
extrajeron en agua bajo agitacion constante a 4°C por una h. Después de
colocarlas en un sonicador de bafio por 30 min se centrifugaron a 13000 rpm
por 30 min. La pastilla resultante se resuspendid en una solucién de NaCl
0.1M, KH,PO, 0.01M, EDTA 1mM, pH 7.5 para obtener la fraccion
correspondiente a las globulinas 7S, se agitd, sonicé y centrifugd en las
mismas condiciones que las albuminas. La pastilla se resuspendié en una
solucién de NaCl 0.8M, KH,PO,4 0.01M, EDTA 1mM, pH 7.5, se agitd, sonicé y
centrifugd para obtener las globulinas 11S. Las prolaminas se extrajeron con
etanol al 70% a partir de la ultima pastilla y las glutelinas con Tris 100mM pH 8.
La concentracion de proteina se estimo utilizando el reactivo Protein-Assay
(BioRad, Hecules, CA), empleando albumina de bovino como estandar. Las
fracciones se conservaron a -20°C hasta su analisis.

2.2 Obtencion de péptidos bioactivos

Para liberar y caracterizar el efecto de los péptidos encriptados dentro de las
proteinas de reserva de amaranto, se probaron diferentes digestiones con la
enzima tripsina de pancreas de cerdo (Sigma St. Louis MO, USA) utilizando
diferentes relaciones de enzima:sustrato (p:p). La tripsina es una endoproteasa
de serina que hidroliza los enlaces peptidicos en el grupo carboxilo de los
residuos de lisina y arginina (Whitcomb y Lowe 2007). Brevemente, 5 mg de
proteinas de amaranto fueron resuspendidos en Tris 100 mM, pH 8 en un
agitador orbital por 14 h a 37°C. La reaccion se detuvo congelando la mezcla.
Para eliminar la tripsina de cada fraccion digerida se sometio a
ultracentrifugacion usando filtros con un corte de peso molecular de 10 kDa. El
filtrado se colect6 y se cuantificé la concentracion de proteina soluble.

Los péptidos correspondientes a las digestiones 1:5 y 1:2.5 se separaron por
cromatografia de exclusion molecular. Una alicuota de 500 pl se pas6 por una
columna Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
acoplada al sistema de cromatografia liquida de rapida resolucion (FPLC por
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sus siglas en inglés) AKTA (Amersham Biotech, Uppsala, Sweden) a una
velocidad de flujo de 0.5 ml/min colectando fraccion cada ml usando como
solucién de elucion Tris 10 mM, pH 8. Se colectaron los picos importantes y se
concentr6 10 veces su volumen al vacio con un Speed-Vac (Eppendorf,
Hamburg, Germany).

2.3 Mapeo de las masas de los péptidos de amaranto por MALDI-TOF

Los hidrolizados obtenidos de la digestion con tripsina fueron analizados por
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz acoplada a un detector de iones
tipo tiempo de vuelo (MALDI-TOF por sus siglas en inglés) usando un Voyager-
DE STR de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Se utilizaron los
siguientes parametros en el andlisis: modo de operacion lineal, polaridad
positiva y un rango de escaneo con una m/z entre 100 y 10 000.

2.4 Simulacion de la digestion gastrointestinal

Para simular la digestion del tracto gastrointestinal de las proteinas de
amaranto se siguié el protocolo sugerido por Wang et al. (2008) con algunas
modificaciones. Se resuspendié 1 g de harina desengrasada o glutelinas de
amaranto en 20 ml de una solucién de NaCl 0.03 M pH 2. Estas suspensiones
se calentaron a 80°C por 5 min. Una vez frias, se agregd pepsina de mucosa
gastrica de cerdo (Sigma) en una relacion 1:20 (p:p) y la proteina se digirié a
37°C por 3 h en agitacién y pH constante. Posteriormente se ajust6 el pH a 7.5,
se agrego6 una solucién de pancreatina/tripsina de pancreas de cerdo (Sigma) a
una relacién 1:20 (p:p) y se incub6 a 37°C por 3 h en agitacion y pH constante.
La hidrolisis se detuvo calentando la suspension a 75°C por 20 min. Este
hidrolizado se centrifug6 a 13000 rpm por 30 min se determind la concentracién
de proteina del sobrenadante y se guardd a -20°C hasta su analisis.

2.5 Ensayo de actividad de la DPP IV

Los ensayos de inhibicion de la actividad de la DPP IV se realizaron usando el
sustrato cromogénico Gly-Pro-pNA (Sigma) el cual al ser cortado por la enzima
libera p-nitro anilida que da una coloracion amarilla. La reaccion se llevo a cabo
en placas de 96 pozos usando la dipeptidil peptidasa de rifién de cerdo (Sigma)
a una concentracion de 100 ng/ml, 500 yM de sustrato y concentraciones
crecientes de los digeridos de amaranto, usando como buffer de reaccion Tris
100 mM, pH 8. Las diferentes muestras se incubaron por 1 h a 37°C y se leyo
la absorbencia a 415 nm en un lector de microplacas (BioRad). Todas las
muestras se leyeron por triplicado usando como control positivo de inhibicion
diferentes concentraciones del inhibidor de proteasas Diprotin A (lle-Pro-lle,
Sigma).



2.6 Cultivos celulares

Se trabajé con la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos de ratéon (ATCC CL-173,
Manassas, VA, USA). Las células se expandieron en DMEM con 4.5 g/L de
glucosa, 158 mg/L de glutamina, 110 mg/L de piruvato, suplementado con
suero de ternera al 10%, 1000 unidades de penicilina/ml y 1000 pg de
estreptomicina/ml (Gibco, Grand Island, NY, USA). Se sembraron 3x10*, 5x103,
3x10° células en placas de 24, 96 pozos y en frascos de 75 cm?
respectivamente para los ensayos de acumulacion de lipidos, viabilidad celular
y extraccion de proteina. Una vez alcanzada la confluencia, las células se
sometieron a diferenciacion (en presencia o ausencia de los digeridos de
amaranto) en DMEM suplementado con antibiotico, 10% de suero fetal bovino,
insulina de bovino 1 ug/ml, 3-isobutil-1-metilxantina 500 yM y dexametasona
1uM (Sigma) (dia 0). Al segundo dia de iniciada la diferenciacion, se les cambio
el medio a las células por DMEM suplementado con antibidtico, 10% de suero
fetal bovino e insulina de bovino 1 ug/ml. A partir del cuarto dia, se mantuvieron
las células con medio simple (DMEM, suero fetal bovino al 10% y antibi6tico),
renovando el medio cada dos dias hasta que las células tomaran el fenotipo de
adipocitos maduros, mostrando una evidente acumulacion de grasa
(aproximadamente en el dia 12). Al final del tratamiento se colectaron las
células para los ensayos de acumulacion de lipidos con la tincion de rojo
oleoso reportada por Martinez-Villaluenga et al. (2010), y para la extraccion de
proteina. Los experimentos se realizaron al menos tres veces por triplicado.
Todos los ensayos se corrieron con su respectivo control de viabilidad celular,
el cual fue determinado usando el CellTiter 96®AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

2.7 Perfiles proteinicos 2-DE

Las proteinas de las células 3T3-L1 diferenciadas y sin diferenciar en presencia
y ausencia de los digeridos de amaranto usando una solucion de lisis con urea
7M, tiourea 2M, CHAPS al 4%, DTT 100 mM y PMSF 1 mM. Las células se
sonicaron en bafio por 20 min y se centrifugaron a 7930 rpm por 20 min. Se
colecté el sobrenadante y las proteinas solubles se precipitaron con 3
volimenes de acetona fria por 2 h a -20°C y se centrifug6é a 13000 rpm por 30
min. La pastilla se resuspendid en solucion de rehidratacion (urea 7 M, tiourea
2 M, CHAPS al 2%, buffer IPG al 2% y azul de bromofenol al 1%) y se
determind la concentracion de proteina soluble empleando el reactivo Protein-
Assay (BioRad).

Tiras de isoelectroenfoque de 13 cm pH 3-10 (GE Healthcare) se rehidrataron
en la solucion de rehidratacion con 240 ug de proteina por 12 h. Las proteinas
se separaron por su punto isoeléctrico en el aparato Ettan IPGphor Il (GE
Healthcare) bajo el siguiente protocolo: gradiente 500 V-2 h; gradiente 500 V-



10 Vh; gradiente 4000 V-5600 Vh y "step and hold” 8000 V-15 200 Vh. Una vez
terminado el isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron por 15 min en una
solucién urea 6 M, Tris-HCI 75 mM pH 8.8, glicerol al 29.3%, SDS al 2%, azul
de bromofenol al 0.002% y DTT 64.8 mM. Posteriormente las proteinas
enfocadas se separaron en la segunda dimension en geles de poliacrilamida en
gradiente del 10-15% en el sistema de electroforesis Ruby SE 600 a 15 y 30
mA por 6 h. Los geles fueron tefildos con Coomassie coloidal. Cada muestra se
corrié por triplicado y se analizaron y normalizaron los puntos diferenciales en
cada condicion usando el software de analisis de imagenes MELANIE 7
(GeneBio, Geneva, Switzerland).



3. Resultados y discusion

3.1. Digestion de glutelinas de amaranto y caracterizacion de péptidos por
MALDI-TOF

En la figura 1A se muestra el patron electroforético de las diferentes proteinas
de reserva de la semilla de amaranto, el patron obtenido fue caracteristico de
cada fraccion y fue similar al reportado anteriormente (Barba de la Rosa et
al.1992). Debido a que la fraccion glutelinas es una de las principales
fracciones de proteinas de reserva en amaranto y ademas es donde
previamente se habia reportado la presencia de péptidos con diferente
actividad biolégica (Silva-Sanchez et al. 2008), nos hemos enfocado en
caracterizar los biopéptidos encriptados en esta fraccion. En la figura 1B se
muestra la digestion con tripsina de la fraccion glutelinas, observandose que,
conforme se aumenta la concentracion de enzima, las bandas de mayor peso
molecular desaparecen mientras que aumentan las de menor tamafio hasta
quedarse solamente con fragmentos menores a 10 kDa, estos péptidos ya no
son detectables por la tincion de Coomassie. En la figura 1C se muestra la
digestion con tripsina de la fraccion glutelinas en wuna relacion 1.5
(enzima:sustrato) a lo largo del tiempo, donde se observa que desde los
primeros 10 min de digestion las bandas de mayor peso molecular
desaparecen y a lo largo de las 14 h prevalece un barrido debido a la
degradacion de la proteina. La caracterizacion de estos péptidos fue llevada a
cabo por el analisis de MALDI-TOF (tabla 1), donde se obtuvieron registros de
masas moleculares de diferentes intensidades segun el grado de digestiéon. En
la digestion 1:10 predominan fragmentos de 750 hasta 8 000 Da; mientras que
en la digestion 50:1, que puede considerarse como una digestiébn completa, se
observan péptidos menores de 3 000 Da. Las cantidades elevadas de enzima
necesarias para cortar las glutelinas probablemente indiquen cierta resistencia
a la hidrolisis por tripsina, lo cual ya se ha reportado en otras proteinas de
amaranto (Condés et al. 2009), aunque en relaciones enzima/sustrato mucho
menores. Cabe mencionar que un ambiente reductor para desnaturalizar la
proteina no cambia significativamente el producto final de las digestiones
(datos no mostrados).
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Figura 1. SDS-PAGE de la digestion de glutelinas de amaranto. (A) gel representativo
de las diferentes proteinas de reserva de la semilla de amaranto. (B) patron
electroforético de las diferentes digestiones tripticas de las glutelinas de amaranto;
relacion enzima:sustrato (p:p). (C) patrén electroforético de la digestion triptica de las
glutelinas de amaranto en una relacion 1:5 enzima:sustrato (p:p) a lo largo del tiempo.
Geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con Coomassie coloidal



Tabla 1. Distribucion del tamafio de los fragmentos de las glutelinas de amaranto
digeridas con tripsina

1:10

Masa molecular (Da)

Intensidad relativa (%)

Masa molecular (Da)

Intensidad relativa (%)

509,42
511,47
516,48
580,17
584,31
5941
600,97
661,89
665,07
676,09
703,11
752,3
760,32
763,65
801,34
832,92
882,15
891,2
900,3
907,5
915,14
932,18
963,28
972,3
977,88
998,25
1003
1013,32
1023,04
1036,23
1077,66
1117,62
1151,02
11714
1180,28
1247,57
1263,12
1417,3
1423,29
1465
1473,04
1526,58
1552,19
1602,24
1634,17
1670,97
1674,67
1692,33
1706,48
1823,66
1857,69
1963,35
1995,22
2002,5
2023,29
2097,13
2161,65
2200,7
2200,77

XX
XX
XX
XX
XX
XX
XX
XX
XX
XX
X
XX
XXX
XX
XXXX
X
XX
XX
XXXX
XX
X
XX
XX
XX
XXX
XXX
XX
XX
XX
X
XX
X
XX
XX
XX
X
X
XX
XX
XX
X
X
XX
XX
X
XX
XX
XXX
XX
X
X
XX
X
X
XX
X
XX
XX
XX

104,56
122,58
133,54
147,55
159,55
164,52
172,51
175,54
190,51
212,46
240,64
262,55
294,48
299,63
303,54
317,48
335,5
359,54
379,47
413,5
475,42
529,55
583,54
650,48
659,63
677,55
716,54
802,57
810,59
824,59
1020,57
1153,63
1348,63
1613,73
1631,79
1677,98
1699,75
1758,97
1916
2067,46
2144,63
2164,68
2194,75
2274,83
2324,84
2821,11

XX
XXXX
X
XX
XX
XX
XXX
X
XXX
XX
X
XX
XX
XX
X
XX

10

X:<10%; XX: 10-39%;XXX: 40-70% ; XXXX:>70%



Continuaciéon Tabla 1.

1:10 50:1

Masa Molecular (Da) Intensidad relativa (%) Masa Molecular (Da) Intensidad relativa (%)

2250,32 X
2261,64 XX
2347,53 X
2504,83 X
2524,77 X
2619,75 X
2734,01 X
2770,3 X
2852,94 X
689327 XXX
787357 XX

X:<10%; XX: 10-39%;XXX: 40-70% ; XXXX:>70%
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3.2. Purificacion de péptidos por cromatografia de filtracion en gel y actividad
inhibitoria de DPP IV

Para purificar los péptidos responsables de la actividad biologica se llevo a
cabo la cromatografia de filtracion en gel empleando el sistema FPLC. Se opt6
por las digestiones 1:5 y 1:2.5, debido a que presentan una rango de
fragmentacion mas amplio (figura 1C). El cromatograma muestra que los
fragmentos liberados por la tripsina se distribuyen en cinco picos mayoritarios a
7.5,13.5,17.8, 20 y 26.8 ml (figura 2), los cuales se mantienen constantes y las
amplitudes varian segun el grado de digestion. Es importante mencionar que
en la informacién previa ya se sabia que los péptidos con una posible actividad
biologica tienen longitudes de 2 a 6 aminoé&cidos. El volumen de elucién que
presentd nuestro control positivo de inhibicién de la DPP IV, el diprotin A (lle-
Pro-lle) fue de aproximadamente 16.8 ml nos llevd a pensar que
probablemente a estos volumenes podriamos observar algun efecto, por lo que
se corrieron varias columnas con digeridos de amaranto y se preparé un pool
de los picos principales. Los picos observados a los 17.8 y 20 ml se colectaron
en una sola fraccion.

Una vez liberados los péptidos bioactivos encriptados en las proteinas de
amaranto se prosiguio a la caracterizacion bioldgica, que incluia los ensayos in
vitro de la DPP IV. La figura 3A muestra que las glutelinas sin digerir no
presentan un efecto sobre la actividad de la enzima y al aumentar el grado de
digestion, la actividad de la DPP IV va disminuyendo a una manera dosis-
dependiente; debido posiblemente a que los péptidos inhibidores de menor
tamafio aumentan. En la figura 3B, se observa que al eliminar los fragmentos
mayores a 10 kDa por ultracentrifugacion la tendencia a inhibir la DPP IV es
practicamente la misma sin importar el grado de hidrdlisis. Lo cual confirma lo
observado en la figura 3A y ademas proporciona evidencia de que no es
necesario tener péptidos de dos y tres aminoacidos para inhibir a la DPP IV. De
manera similar las fracciones obtenidas por FPLC (figura 3C) fueron capaces
de inhibir a la DPP IV, principalmente las fracciones 2 y 3. Al analizar el patron
electroforético de las fracciones se observo que solo la fraccion 1 presento
bandas detectables por la tincibon de Coomassie (mayores a 10 kDa) que
coinciden con una baja actividad inhibitoria de la DPP IV. Con respecto a la
fraccion 4, no se observo ningun tipo de inhibicién de la enzima, probablemente
porque se trataba de aminoacidos libres, basandose en los volumenes de
elucién comparados con el volumen de elucién del tripéptido Diprotin A.

También se determiné la actividad de la DPP IV en presencia de hidrolizados
de las demas fracciones de las proteinas de reserva de la semilla del amaranto.
En la figura 3D se puede apreciar que todas las fracciones fueron capaces de
inhibir a la enzima al menos en un 20% a las concentraciones utilizadas y
pareciera que siguen el mismo patron a razén de la dosis.

12
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Esta informacion en conjunto nos indica que la tripsina es capaz de liberar
fragmentos con actividad inhibitoria de la DPP 1V, enzima involucrada en la
diabetes, confirmando lo reportado por Silva-Sanchez et al. (2008); por lo que
el siguiente paso fue estimar si esto pudiera ocurrir con el simple consumo del
amaranto. Para esto se utilizd6 un modelo de digestion in vitro donde se
utilizaron las principales enzimas responsables de la degradacion de proteinas
en el tracto gastrointestinal: la pepsina del estbmago y la pancreatina y tripsina
liberadas por el pancreas en el intestino delgado. En este caso se trabajo con
una muestra directa de harina desengrasada de amaranto y un extracto
proteinico correspondiente a las glutelinas. En la figura 4 se observa que
ambas muestras inhiben a la DPP IV hasta en un 60%, aunque la harina
necesitd de una concentracion mas elevada para alcanzar estos niveles. Esto
pudiera decirnos que en la harina existen otras sustancias como azUcares,
almidones y otros compuestos de naturaleza no péptidica que pudieran estar
diluyendo o enmascarando los efectos de las proteinas. En cuanto al
mecanismo de accion, el trabajo de Silva-Sanchez et al. (2008) proporciona
algunas de las secuencias responsables de la inhibicion de la DPP IV, entre las
gue se encuentra el tripéptido Diprotin A utilizado en este estudio; un inhibidor
no covalente que al unirse transitoriamente al sitio catalitico de la enzima,
bloguea la degradacién de cadenas polipeptidicas de mayor tamafio, como las
incretinas (Wiedeman 2007). Es muy probable que gran parte de los péptidos
de amaranto liberados por la digestién enzimatica trabajen de esta manera. Sin
embargo, también es posible que se encuentren péptidos cuyo mecanismo de
accion sea diferente.

En conjunto, estos analisis demuestran el potencial antidiabético del amaranto
a través de la inhibicion de la DPP IV, utilizando no sélo una enzima, sino
utilizando un modelo de digestion in vitro.

15
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3.3 Efecto de los péptidos de amaranto sobre el crecimiento y diferenciacion de
la linea celular 3T3-L1

Con respecto al efecto de los hidrolizados de amaranto sobre adipocitos, se
utilizé la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos de raton, que al exponerse en
medio adipogénico es capaz de diferenciarse a adipocitos y presentar un el
fenotipo clasico de acumulacion de gotas de grasa o triglicéridos (Sook Sul et
al. 1998, Cowherd et al. 1999, Poulos et al. 2010). En la figuras 5A y 5B se
presentan fotografias al microscopico de las células después de haber sido
sometidas al proceso de diferenciacion en ausencia y presencia de los péptidos
de amaranto por 12 dias. Se observa una diferencia muy marcada entre las
células control (que acumularon una gran cantidad de grasa) Yy las células
tratadas con amaranto (que no todas las células parecieran haber alcanzado el
fenotipo de adipocitos. Esto se aprecia mejor al hacer el analisis
semicuantitativo con la tincién de rojo oleoso (figura 5C), donde se muestra una
disminucién en la acumulacion de lipidos a concentraciones tan bajas como 1
pg/ml. Parece ser que la acumulacién es mas marcada en las células ya
diferenciadas que fueron expuestas sélo 48 h con los hidrolizados. Esto puede
deberse a que el efecto observado sea una consecuencia de cambios en la
expresion o actividad de la enzima acido graso sintasa (FAS por sus siglas en
inglés), una de las enzimas clave de los adipocitos, que forma parte del paso
final de la sintesis de novo de los &cidos grasos y que ademas es susceptible a
cambios hormonales y en la dieta (Clarke 1993). La figura 5D muestra los
cambios que producen los hidrolizados de amaranto sobre la viabilidad celular.
Puede concluirse que en las concentraciones en nuestro estudio, los péptidos
de amaranto no produjeron la muerte de las células y por tanto los cambios
observados en la acumulacion de lipidos se deben a cambios en el
metabolismo de las células mas que a un efecto de toxicidad.

17
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Figura 5. Efecto de los hidrolizados tripticos de amaranto sobre la linea celular 3T3-L1.
(A) preadipocitos sometidos a diferenciacién tefiidos con rojo oleoso. (B) preadipocitos
sometidos a diferenciacion en presencia de los digeridos tripticos de las glutelinas de
amaranto tefiidos con rojo oleoso. (C) ensayo semicuantitativo de acumulacion de
lipidos por la tincion de rojo oleoso en preadipocitos sometidos a diferenciacion en
presencia y ausencia de los digeridos de amaranto durante y después de la
diferenciacién A510 nm. (D) ensayo de viabilidad celular de preadipocitos sometidos a
diferenciacion en presencia y ausencia de los digeridos de amaranto durante y
después de la diferenciacion A 490 nm. * p<0.001 con respecto a su control.
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3.4 Analisis protedmico de células 3T3-L1 en presencia y ausencia de péptidos
de amaranto

Para detallar los efectos de los hidrolizados sobre los preadipocitos y adipocitos
de raton a nivel de proteoma, se extrajeron las proteinas de las células en
presencia y ausencia de los péptidos de amaranto para su separacion en geles
de dos dimensiones, primer por su punto isoeléctrico y después por su masa
molecular. Al analizar las imagenes con el software MELANIE 7 se identificaron
mas de 200 puntos que mostraron diferencias entre ellas en el estadio de
preadipocitos y adipocitos en presencia y ausencia de los péptidos de
amaranto (figura 6). Al comparar los controles se encontr6 que durante el
proceso de diferenciacion se reprime la expresion de 32 proteinas, existe un
aumento en la expresion de 14 proteinas y una disminucon de otras 7. Cuando
se analizaron los geles exclusivamente de los preadipocitos se observo que 11
proteinas ya no estuvieron presentes, aumento la expresion de 2 y disminuyo la
expresion de 7 en presencia de las glutelinas. Con respecto a los adipocitos, el
cambio mas notable fue durante un tratamiento cronico durante la
diferenciacion que uno mas agudo en las células ya diferenciadas; donde el
tratamiento cronico hizo que ya no estuvieran 5 proteinas, aparecieran 21,
aumentara la expresion de 10 y disminuyera la expresion de 2, mientras que el
tratamiento agudo soélo hizo que aparecieran 4 proteinas, aumentara la
expresion de 3 y desaparecieran 2. Todavia queda pendiente analizar estos
puntos por espectrometria de masas en tandem para identificar a qué proteinas
corresponden. Ademas es necesario comparar los cambios en las proteinas de
células ya diferenciadas en presencia de los péptidos de amaranto y determinar
los cambios en algunos maracadores de diferenciacion por RT-PCR.

En conclusiébn podemos comentar que los efectos observados en la
acumulacion de grasa pudieran deberse directa o indirectamente a los péptidos
inhibitorios de la DPPIV. Mucha de la informacion disponible atribuye estos
efectos a la interaccidon de las incretinas con el sistema nervioso central,
generalmente a nivel del hipotalamo (Kos et al. 2009, Torekov et al. 2011,
Stephan et al. 2011) y a nivel fisiolégico (Conarello et al. 2003). Sin embargo,
en este trabajo no hubo una administracién exdégena de incretinas a nuestro
sistema bioldgico. Ya se ha reportado que esta linea celular expresa la DPP IV
a manera de una proteina de membrana, aunque se asocio una funcion sobre
la adhesion celular y no un papel metabdlico (Bauvois 1988). Es necesario
profundizar en nuestros estudios antes de proponer un nuevo papel de la DPP
IV en el tejido adiposo.
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Figura 6. 2D-SDS-PAGE de la linea celular 3T3-L1 en presencia y ausencia de los péptidos de
amaranto. (A) preadipocitos en condiciones control. (B) preadipocitos en presencia de los
digeridos tripticos de las glutelinas de amaranto a una concentracion 100 ug/ml por 48 h. (C)
preadipocitos sometidos a la diferenciacion por 12 dias en condiciones control. (D)
preadipocitos sometidos a la diferenciacion por 12 dias en presencia de los digeridos tripticos
de las glutelinas de amaranto a una concentracion 100 ug/ml durante todo el proceso de
diferenciacion. (E) preadipocitos sometidos a la diferenciacion por 12 dias en presencia de los
digeridos ftripticos de las glutelinas de amaranto a una concentracion 100 ug/ml después del
proceso de diferenciacion.
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Este trabajo proporciona la primera evidencia in vitro de la posible actividad
antidiabética de los digeridos tripticos de las proteinas de reserva de la semilla
de amaranto que; a diferencia de la informacidén contrastante en la literatura,
presenta un efecto inhibitorio en la acumulacion de grasa por los adipocitos y
posiblemente en la formacién de estos al cambiar la expresion de ciertos
marcadores de diferenciacion.
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