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Resumen

Caracterizacion de péptidos inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV)
encriptados en las proteinas de las semillas de amaranto

El incremento en el consumo de amaranto se debe a sus propiedades
nutricionales y a la presencia de compuestos bioactivos que generan un beneficio
a la salud. En trabajo previo se encontr6 que hidrolizados de la proteina de la
semilla de amaranto tienen la capacidad de inhibir a la DPPIV, molécula blanco de
nuevos farmacos hipoglucemiantes para el tratamiento de la diabetes; esto sugiere
que el amaranto es un alimento funcional con propiedades antidiabéticas. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar y purificar los péptidos inhibidores de la
DPPIV presentes en la semilla de amaranto; asi como medir su funcionalidad
empleando ensayos in vitro, lineas celulares y modelos in vivo. Aplicamos las
herramientas de la proteémica para analizar los cambios en el perfil de proteinas
de plasma de ratas normoglucémicas y diabéticas con una dieta control y una
dieta suplementada con amaranto. Mediante un andlisis bioinformético se predijo
que algunos de los péptidos de hidrolizados de las globulinas de amaranto son
capaces de unirse al sitio activo de la DPPIV y en la region de dimerizacion,
inhibiendo por tanto su actividad. Ademas se lograron purificar dos fracciones con
un alto potencial inhibitorio sobre la DPPIV de 300 y 900 Da. Encontramos que la
actividad de la DPPIV varia de acuerdo al tipo celular y érgano en el que se
analice, lo que muestra la multifuncionalidad de esta enzima. Por otro lado, en un
modelo de diabetes inducida por estreptozotocina existe un incremento en la
actividad de DPPIV en sangre y este efecto se reduce por el consumo crénico de
amaranto. También se observé un efecto positivo en los niveles de HDL-c y
colesterol total por el consumo de amaranto, el cual estuvo relacionado con
cambios en la acumulacion de apolipoproteina H, apolipoproteina A-1l y la enzima
antioxidante paraoxonasa/arilesterasa 1. Este trabajo muestra el potencial
antidiabético del consumo de las proteinas del amaranto y el potencial benéfico
para la salud.

Palabras clave: Amaranto, péptidos bioactivos, dipeptidil peptidasa IV, diabetes,
proteémica.
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Abstract

Characterization of dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) inhibitory peptides
encrypted in amaranth seed proteins

Amaranth seed is cultivated due to its high nutritional value and the presence of
bioactive compounds with several health benefits. In previous work it was reported
that amaranth hydrolyzates have an inhibitory activity upon DPPIV, the target
molecule of several hypoglycemic drugs for diabetes treatment. This suggests that
amaranth is a functional food with antidiabetic properties. The aim of this work was
to characterize and purify DPPIV inhibitory peptides encrypted in amaranth seeds
in vitro, and to determine if amaranth consumption has a positive health effect in a
model of diabetes in vivo using a proteomic approach. Bioinformatic analysis
showed that peptides from amaranth globulins inhibit DPPIV activity by interaction
with the active site and the dimerization site. Two fractions with high DPPIV
inhibitory activity (300 and 900 Da) were purified from amaranth glutelins. DPPIV
activity varies depending on the cellular type and organ analyzed, which shows the
multifunctionality of the enzyme. Moreover, there is an increase in DPPIV activity in
plasma in streptozotocin-induced diabetes, which is reverted by amaranth
consumption. Amaranth also provides a positive effect in HDL-c and total
cholesterol levels and this is related to changes in de accumulation of
apolipoprotein  H, apoliprotein  A-ll  and the antioxidant enzyme
paraoxonase/arylesterase 1. This work shows the antidiabetic potential of
amaranth seed proteins.

Keywords: Amaranth, bioactive peptides, dipeptidyl peptidase [V, diabetes,
proteomics.
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Introduccién

1. Introduccién

La diabetes tipo 2 es un desorden metabdlico caracterizado por un estado crénico
de hiperglucemia debido a varios defectos fundamentales como la resistencia a la
insulina en el musculo y el higado y un defecto en la secrecion de esta hormona
por las células B del pancreas [1, 2]. Se ha estimado que la esperanza de vida de
los individuos con diabetes se reduce entre 5 y 10 afios. Si no es atendida
oportunamente puede ocasionar complicaciones graves a la salud como infarto del
corazon, ceguera, falla renal, amputacién de extremidades inferiores, neuropatias

y muerte prematura [2-5].

En el mundo existen alrededor de 387 millones de personas que padecen
diabetes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que se presentaron
1.5 millones de decesos en el 2012 a causa de la diabetes. Debido a su alta
prevalencia en paises industrializados, la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes se ha convertido en una prioridad en los sistemas de salud a nivel
mundial [6]. Aproximadamente entre 4 y 5% de los presupuestos de salud se
gastan en el tratamiento de las enfermedades relacionadas con la diabetes. Se
sabe que los gastos médicos de una persona con diabetes son de dos a cinco
veces mas altos que los de una persona sin esta enfermedad [7]. México ocupa el
sexto lugar mundial en nimero de personas con diabetes. En el 2012, 6.4 millones
de personas refirieron haber sido diagnosticadas con diabetes en nuestro pais
(Figura 1). Actualmente el sistema nacional de salud implementa medidas
estratégicas para la prevencion y control de la diabetes que involucraron costos

alrededor de los 3,872 millones de délares en el 2012 [6, 8].

Algunos de los factores de riesgo para la diabetes incluyen un estilo de vida
sedentario, una dieta hipercaldrica, la obesidad y la predisposicion genética [4, 9-
11]. Por lo tanto, el uso y desarrollo de farmacos hipoglucemiantes es una
herramienta util que beneficiara el bienestar y la vida del paciente diabético. En los
altimos afos se han desarrollado varios farmacos antidiabéticos que disminuyen
los niveles de glucosa en sangre con un menor riesgo de presentar episodios de

hipoglucemia. Estos nuevos compuestos promueven la eliminacién de la glucosa

1



Introduccién

en la orina (inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa 2), actian en la
sefalizacion del tejido adiposo (agonistas de PPAR, receptores adrenérgicos $3) o
estimulan la liberacion de insulina y la proliferacion de las células 3 del pancreas
(incretinas) [12-16].

Figura 1. Prevalencia de diabetes por diagnéstico médico previo segun entidad
federativa. México, [8].

La terapia basada en las incretinas es utilizada actualmente para disminuir el
estado hiperglucémico en el paciente diabético [11]. Las incretinas son hormonas
peptidicas producidas por las células enteroenddcrinas del intestino delgado vy
grueso Yy liberadas al torrente sanguineo después de la ingesta de alimentos
donde estimulan la secrecién de insulina [17]. Las incretinas son responsables de
mas del 70% de la secrecién de insulina postprandial, especialmente el péptido
tipo glucagon 1 (GLP-1) [18-22]. En pacientes diabéticos el efecto incretina puede
estar reducido en estados avanzados de la enfermedad, debido probablemente a
la destruccion de los islotes pancreaticos [17]. La administracién de las incretinas



Introduccién

tiene una respuesta insulinotrépica y proliferativa de las células B del pancreas en
el paciente diabético; ademas no existe riesgo de hipoglucemia, un efecto adverso
comun de los farmacos antidiabéticos [17, 23]. Ademas de la respuesta positiva en
las células pancreaticas, las incretinas también incrementan el riego sanguineo y
la contractilidad cardiaca, estimulan la saciedad, tienen efectos sobre el tejido

adiposo, la proliferacion de hueso, entre otros efectos (Figura 2) [12, 18, 24, 25].

Cerebro _
Hueso 1 Memoria o T Memoria
DTN 1 Saciedad
L\N { } ',L,., f\ A\
\;_7_ ..*»d/l‘ J
‘> Osteogénesis \%\\x_ﬁ-:,l‘/
TInsulina  Pancreas 1 Insulina
Pancreas J- Glucagon
™ Glucago!ﬁ J Apoptosis
G”:) — |, APOPLOSIS cel. B +-— GLP'1
cel. B _ - “ Proliferacion
1 Proliferacion Tracto cel. B
cel. B gastrointestinal
\‘\‘\/fiﬁ\\
Tejido graso ' \ Corazén

- - iy
I Secrecion - J/ lVaciado gastrico
Ac. gastrico [ —
‘ \ = o \
\ — b y \

T Cardioproteccion )
1 Gasto cardiaco (contractilidad)

/™ Lipogénesis

Figura 2. Efectos fisiolégicos de las incretinas. GIP, Péptido gastrico inhibitorio (gastric
inhibitory peptide,). GLP-1, Péptido tipo glucagon 1 (glucagon-like peptide 1).

Sin embargo, el tiempo de vida de las incretinas es muy corto (<2 min) debido al
corte proteolitico y a la inactivacién de estas hormonas por la dipeptidil peptidasa
IV (DPPIV). Por lo tanto, el uso de inhibidores de la DPPIV incrementa el tiempo
de accidn de las incretinas (Figura 3) [23, 26-28]. Actualmente existen diferentes
inhibidores sintéticos de la DPPIV aprobados por la Asociacion de Farmacos y
Alimentos de los Estados Unidos y por la Unién Europea que han mostrado
efectos positivos en los pacientes diabéticos con pocos efectos adversos [21, 24,
29-34].
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Figura 3. Representacién esquematica de la secrecion y accidén de las incretinas. GIP y
GLP-1 son secretadas después de la ingesta de alimentos y estimulan la secrecion de

insulina dependiente de glucosa. Las incretinas son inactivadas por la DPPIV, [37].

La DPPIV es una glicoproteina con actividad de serin-exoproteasa (EC. 3.4.14.5)
gue cataliza la liberacion de un dipéptido en el extremo N-terminal de una cadena
polipeptidica cuando el pendltimo residuo es una prolina, hidroxiprolina o alanina.
Este corte generalmente resulta en la inactivacion del efecto del sustrato. La
DPPIV se puede encontrar de forma soluble o unida a membrana y es activa como
un homodimero. Se considera una enzima ubicua debido a que se expresa en
endotelio y epitelio de diversos o6rganos (principalmente rifibn y Organos
exocrinos), asi como en fluidos corporales como sangre, orina y liquido seminal
[35, 36].

La DPPIV regula la actividad de diversas moléculas sefalizadoras como
hormonas, quimiocinas, neuropéptidos y péptidos vasoactivos, por lo que su
inhibicion podria representar un amplio rango de efectos fisiolégicos ademas de la
respuesta insulinotrépica (Tabla 1) [35, 38-41].En general, los inhibidores de la

DPPIV han mostrado ser seguros, incluso se ha reportado un efecto
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cardioprotector. Algunos de los efectos adversos mas comunes con este tipo de

farmacos son el angioedema, pancreatitis y procesos infecciosos [29].

Tabla 1. Sustratos naturales de la DPPIV [39, 43]

Proteina

Funcién

Neuropéptidos
Neuropéptido Y
Neuropéptido YY
Sustancia P
Endomorfina 1
Endomorfina 2

Neurotransmisor inhibitorio, sistema nervioso simpatico
Regulacion del apetito e ingesta de alimentos
Transmisién nocioceptiva, respuesta inflamatoria
Opioide (analgesia)

Opioide (analgesia)

Péptidos de la familia del glucagon/PACAP

Glucagon
GLP-1

GLP-2

Péptido intestinal vasoactivo (VIP)
Péptido pituitario activado por la
acenilato ciclasa (PACAP)

GIP

Factor liberador de la hormona del
crecimiento (GRF)

Péptido histidina metionina (PHM)

Hormona catabélica

Incretina

Mantenimiento del crecimiento y funcién absortiva de epitelio
de la mucosa intestinal

Estimulador de la secrecién de insulina dependiente de
glucosa

Neuropéptido en control de la glucosa, metabolismo de
lipidos y termogénesis

Incretina

Estimulador de la secrecion y sintesis de hormona del
crecimiento

Estimulador de la secrecién de insulina dependiente de
glucosa

Quimiocinas

Factor derivado el estroma 1
(SDF-1)

Quimiocina derivada de
macréfagos (MDC)
Quimioatrayente de células T
inducible por interferén (I-TAC)
Proteina inducible por interferon y
10 (IP-10)

Quimiotaxis, actividad antiviral, crecimiento tumoral
Quimiotaxis
Quimiotaxis

Quimiotaxis, proliferacién de células hematopoyéticas

La industria alimentaria moderna explora aspectos

relacionados a los

componentes presentes en los alimentos que promuevan el bienestar y una vida
saludable del consumidor [42]. 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,
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antihipertensivos, etc. [44, 45]. Los péptidos 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 [46]. La leche y sus derivados son una de
las fuentes més ricas en péptidos bioactivos, sin embargo, los péptidos bioactivos
se encuentran en otras fuentes animales y vegetales como carne, huevos, algunos

peces, trigo, maiz, soya, arroz y hongos [44, 46, 47].

Particularmente, algunos estudios in silico e in vivo han reportado péptidos
inhibidores de la DPPIV encriptados en diferentes proteinas de alimentos como la
leche y productos lacteos, la carne y algunas semillas como la soya, el trigo y la
cebada (Tabla 2) [48-56].

Tabla 2. Alimentos con péptidos inhibidores de la DPPIV [49].

Fuente de proteina Proteina
Ovoalvimina
Huevo (pollo) Ovotransferrina
Ovomucoide

Caseina alfa S-1
Caseina beta
Caseina kapa

Lactoalbumina alfa
Lactoalbumina beta
Lactoferrina

Leche (bovino)

Miosina
Cadena ligera reguladora de miosina
Actina
Coladgeno cadena alfa

Carne (bovino)

Actina
Salmén atlantico Cadena ligera reguladora de miosina
Cadena pesada de miosina lenta

Salmén chum Colageno tipo 1 cadena alfa-2

Hordeina B
Cebada Hordeina D
Hordeina gama-3

Cruciferina
Canola Napina (cadena pequefia)
Napina (cadena larga)

Avenina
Avena Globulina 11S
Globulina 12S




Introduccién

Tabla 2. Continuacion

Fuente de proteina Proteina
Globulina 7S
Glicinina
Soya

Conglicinina beta (cadena alfa)
Conglicinina beta (cadena beta)

Gliadina alfa/beta
Trigo Glutenina (HMW S12)
Glutenina (LMW S1D1)

El amaranto es una planta nativa de América cultivada por los mayas, aztecas e
incas pero con prevalencia a nivel mundial. El género Amaranthus abarca mas de
50 especies e incluye plantas con un potencial como cultivos alimenticios debido a
Su resistencia a plagas y estrés abidtico como sequia, calor y salinidad. En los
ultimos veinte afios el amaranto ha resurgido como un cultivo alternativo por su
rapido crecimiento, bajos costos de produccion, alto valor nutricional [51]. La
semilla del amaranto es rica en acido linoleico, escualeno y otros aceites
esenciales y contiene compuestos antioxidantes como el tocoferol. Ademas, su
contenido de proteina es mayor a la mayoria de los cereales y la calidad de esta

es comparable con la proteina del huevo (Tabla 3) [52].

Tabla 3. Comparacién del grano de amaranto con otros granos (contenido por cada 100
9) [57].

Tipo de grano Amaranto Maiz Centeno Trigo Arroz
Proteina (%) 145 9 13 12 7
Lisina (%) 0.85 0.25 0.4 0.58 0.35
Carbohidratos (g) 63 74 73 72 71
Calcio (mg) 162 20 38 33 41
Hierro (mg) 10.0 1.8 2.6 2.8 3.3
Faésforo (mg) 455 256 376 282 372
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Con respecto a las propiedades nutracéuticas del amaranto, se ha estudiado
ampliamente la porcion oleosa de la semilla y se han encontrado propiedades
hipocolesterolémicas debido a en parte en el alto contenido de escualeno [59]. Ya
se han reportado y caracterizado péptidos bioactivos en la semilla de amaranto
con actividad antihipertensiva, antioxidante y el péptido anticancerigeno tipo
lunasin [60-63]. Ademé&s, mediante espectrometria de masas y un analisis
bioinformético, se han identificado péptidos inhibitorios de la DPPIV encriptados en
la semilla de amaranto [64]; sin embargo, no se ha caracterizado el potencial

inhibitorio sobre la DPPIV de estos péptidos del amaranto.
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2. Objetivos

Objetivo general

o Analizar la actividad inhibitoria de los péptidos inhibidores de la

enzima DPPIV encriptados en la semilla de amaranto
Objetivos especificos

o Liberar los péptidos bioactivos encriptados en la semilla de amaranto
mediante digestiones con tripsina y una simulacion de la digestion
gastrointestinal in vitro.

o Evaluar la actividad inhibitoria de los péptidos bioactivos sobre la
actividad de DPPIV en ensayos in vitro y en cultivos celulares.

o Purificar y caracterizar cinéticamente los péptidos de amaranto con
actividad inhibitoria de la DPP IV.

o Predecir los mecanismos moleculares de la interacciébn de algunos
de estos péptidos inhibidores de la DPPIV mediante modelos informaticos

o Medir la actividad de DPPIV y otros marcadores en sangre en
animales de laboratorio bajo una dieta suplementada con amaranto.

o Realizar el andlisis protedmico del plasma de animales de laboratorio

bajo una dieta suplementada con amaranto.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Material vegetal

En este estudio se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus L. var.
Nutrisol obtenidas del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP)-Campus Bajio. Las semillas de soya (Glycine max), frijol
negro (Phaseolus vulgaris) y trigo (Tritticum spp.), asi como del grano de amaranto
reventado (Arantto, México) fueron obtenidas en el mercado local en San Luis
Potosi, S.L.P., México.

3.2 Liberacion de los péptidos bioactivos

3.2.1 Extraccion de las proteinas de reserva de la semilla de amaranto

Las fracciones de proteina de A. hypochondriacus se extrajeron de acuerdo a
Barba de la Rosa et al. [65]. La harina de la semilla de amaranto molida se
desengraso con hexano (1:10 p/v) por 2 h en agitacién constante. Esta suspension
se centrifugd a 13,000 rpm por 30 min a 4 °C. Se colecto la pastilla y se dejo secar
toda la noche. Para obtener la fraccion de albuminas se resuspendi6 la harina
desengrasada en agua destilada, se agité por 1 h a 4 °C, se sonic6 en bafio de
hielo por 30 min, después se centrifugd a 13,000 rpm por 30 min y se colectd el
sobrenadante. La pastilla se resuspendio en una solucién de NaCl 0.1 M, KH,PO,
0.01 My EDTA 1 mM, pH 7.5, se agitd, sonicé y centrifugd como se mencion6
previamente para obtener la fraccibn de globulinas 7S. La nueva pastilla fue
resuspendida en una solucion de NaCl 0.8 M, KH,PO, 0.01 My EDTA 1 mM, pH
7.5, sonicada y centrifugada como se menciond previamente para obtener la
fracciébn de globulinas 11S. La fraccién de prolaminas se extrajo de la misma
manera a partir de la pastilla obtenida utilizando una solucion de etanol al 70%,
seguido de la fraccion de glutelinas con una solucion de Tris 100 mM, pH 8.0. El
contenido de proteina de cada una de las fracciones se determind por el método
de Bradford usando el kit Protein-Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) vy la
albumina de suero bovino (BSA) como un estandar de calibracion (Sigma-Aldrich,

10
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St. Louis, MO, EUA) (Anexo 1). Todas las fracciones se guardaron a -20 °C hasta

su posterior analisis.

NOTA: Debido a que el contenido de prolaminas en amaranto es muy bajo, esta

fraccion no se utilizé para los ensayos posteriores.

3.2.2 Digestiéon de las proteinas de reserva de la semilla de amaranto con

tripsina

Las diferentes fracciones de las proteinas de amaranto se sometieron a diferentes
digestiones con tripsina proveniente de pancreas porcino (Sigma-Aldrich)
utilizando diferentes relaciones enzima/sustrato p/p para obtener diferentes grados
de digestion. Las digestiones se llevaron a cabo en una solucion de Tris 100 mM,
pH 8.0 con 5 mg/mL de proteina de amaranto y tripsina (1:50, 1:10, 1:5, 1:25y
1:1) a 37 °C en un Thermomixer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) por 14 h en
agitacion ligera. La reaccidn se detuvo por congelamiento. El perfil de digestion de
las proteinas se visualiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) de acuerdo a Laemmli [66] usando geles de acrilamida al 12%
tefiidos con Coomassie coloidal (Anexo 1). La enzima fue removida de la solucion
mediante ultracentrifugaciéon usando filtros con un corte de peso molecular de 10
kDa siguiendo las instrucciones del fabricante (Millipore, Billerica, MA, EUA). Se
colectaron los filtrados y se cuantificd la concentracién de proteina por el método
de Lowry (Anexo 1) usando el ensayo DC Protein Assay (Bio-Rad) y BSA como

estandar.

3.2.3 Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro

Se realiz6 un modelo de digestion in vitro basandose en el método reportado por
Wang et al. [67] con algunas modificaciones. Se resuspendié 1 g de muestra
(glutelinas de amaranto, harina desengrasada de amaranto crudo, amaranto
reventado, frijol negro, soya o trigo) en 20 mL de una solucién de NaCl 0.03 M, pH
2.0. Se calentaron las suspensiones en bafio maria a 80 °C por 5 min para

inactivar bacterias y proteasas y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se

11
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agrego pepsina de cerdo (Sigma-Aldrich), previamente resuspendida en NaCl 0.03
M, pH 2.0, en una relacion 1:20 (p/p enzima/sustrato). Las muestras fueron
digeridas a un pH constante por 3 h a 37 °C y posteriormente se ajustd a un pH de
7.5 con NaHCOs;. Se prepar6 una mezcla de partes iguales de tripsina y
pancreatina (Sigma-Aldrich) en una solucién de NaHCO3; 0.1 N, se agrego a la
solucién digestiva (relacion enzima/sustrato 1:20) y se incubo por 3 h a 37 °C. Se
calentaron las suspensiones a 75 °C por 20 min para detener la reaccion. Los
hidrolizados se centrifugaron a 13,000 rpm por 30 min y se determind la
concentracion de proteina del sobrenadantes por el método de Lowry usando BSA

como estandar. Los hidrolizados se guardaron a -20 °C.

3.3. Ensayo de actividad de la DPPIV

La actividad de la enzima DPPIV se llevd a cabo de acuerdo al protocolo
proporcionado por Sigma-Aldrich (protocolo SSGPNAO1). Se utiliz6 el sustrato
cromogeénico Gly-Pro-pNA y dipeptidil peptidasa IV aislada de riidbn de cerdo
(Sigma-Aldrich). Las reacciones se realizaron en placas de 96 pozos con
concentraciones crecientes de los diferentes hidrolizados en Tris 100 mM, pH 8.0,
100 ng/mL de DPPIV y 500 uM de sustrato por 1 h a 37 °C. Posteriormente se
tomaron las lecturas de absorbancia a 415 nm en un lector de microplacas
Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). Se utilizé

diprotin A (Sigma-Aldrich) como un control positivo de inhibicion.

3.4. Busqueda in silico de péptidos con actividad biolégica encriptados en

las glutelinas de amaranto

El patron de bandeo de las de glutelinas de amaranto se obtuvo por SDS-PAGE
en geles al 12% tefidos con Coomassie coloidal. Se cortaron las bandas, se
digirieron con tripsina y se analizaron por espectrometria de masas (LC-
ESI/MS/MS) de acuerdo a lo reportado por [64]. El analisis se llevd a cabo en un
SYNAPT-HDMS (Water Corp., Milford, MA, EUA) acoplado a un sistema nano-
UPLC. Los péptidos identificados se introdujeron en la base de datos biopep
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(http://www.uwm.edu.pl/biochemia) para buscar fragmentos peptidicos con

actividad biologica.

3.5 Analisis tipo “docking” de la DPPIV con péptidos de las globulinas de

amaranto

Para predecir los sitios de interaccion entre los péptidos de amaranto y la DPPIV
se realizé una digestion in silico de la estructura cristalografica de las glutelinas
11S de amaranto con tripsina. Se hizo un modelaje con algunos de los fragmentos
obtenidos usando el servidor I-TASSER, el cual emplea un método basado en
fragmentos. Los fragmentos peptidicos se obtuvieron de estructuras templado
multiples fueron luego reensambladas basadas en alineamientos [68]. EI modelo
con mejor clasificacion, de acuerdo a los valores de C-score, se seleccionaron
para las simulaciones tipo “docking”. Algunos de los péptidos fueron generados
basados en su homologia con la estructura 3D de la globulina 11S de amaranto y
de Pisum sativum (cédigos de la Protein Data Bank, PDB: 3QAC y 3KSC,
respectivamente) usando el programa COOT [69]. Se realizé un analisis de tipo
“docking” de cuerpo rigido de los péptidos y la enzima DPPIV (cédigo PDB: 1ROM)

usando ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu) [70]. Se eligieron los modelos de

interaccidn mas fuertes basados en el tamafio del cluster como un protocolo tipo
“docking” de alta resolucion de acuerdo al servidos Flex-PepDock [71]. La base de
datos CASTp se usé para identificar y medir los sitios de superficie accesibles de
la DPPIV [72]. La representacion visual del modelo final de interacciones se
genero con el programa CHIMERA [73]. Se calcularon las energias de union con
el programa FoldX [74] y se obtuvo informacion de las interacciones de

aminoacidos con el programa PDBsum [75].

3.6 Purificacion de los péptidos inhibidores de la DPPIV de las glutelinas de

amaranto

Con el fin de identificar y caracterizar los péptidos responsables de la actividad
inhibitoria de la DPPIV provenientes de las semillas de amaranto, se realizé la

separacion de los hidrolizados tripticos de las glutelinas de amaranto mediante
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cromatografia de exclusion molecular. Se utilizd la columna Superdex Peptide
10/300 GL (GE Healthcare) acoplada al sistema AKTA FPLC y el programa
Unicorn v3.10 (GE Healthcare). Se equilibré la columna en una solucion de Tris
100 mM pH 8.0. Se utilizaron hidrolizados de glutelinas con tripsina con diferentes
relaciones enzima: sustrato y se inyectaron en la columna a un flujo de 0.5
mL/min. Se colectaron fracciones cada 0.5 mL, se concentraron en una centrifuga
evaporadora (Eppendorf) y se determind la concentracion de proteina por el
método de Lowry (Bio-Rad) y BSA como estandar de calibracion. Se midié la
actividad de la DPPIV en presencia de cada una de las fracciones obtenidas. Se
utilizaron estandares para filtracion en gel (Bio-Rad) para calibrar la columna y
poder estimar el peso molecular de los picos obtenidos.

3.7 Ensayos de actividad de DPPIV en cultivos celulares
3.7.1 Manejo de las lineas celulares

Se determind el efecto de los hidrolizados de amaranto sobre la actividad de
DPPIV producida por diferentes lineas celulares. Se utiliz6 la linea Caki-1 de
adenocarcinoma de rifidn humano (ATCC, Manassas, VA, EUA) debido a que los
niveles de expresiéon de DPPIV en este érgano son elevados; ademas, ya se ha
reportado que esta linea celular es un buen modelo para estudiar el epitelio renal
y presenta actividad de DPPIV [76]. Por otro lado, debido a que la inactivacién de
las incretinas se debe en gran parte a la DPPIV proveniente de las células
endoteliales vasculares, se trabajé con la linea celular HUVECC de células
endoteliales de vena de cordon umbilical humanas (ATCC) para las
determinaciones de actividad de DPPIV.

Para el manejo de la linea Caki-1 se utiliz6 el medio modificado McCoy’s 5A
(ATCC), suero fetal bovino al 10% (Thermo Scientific Inc.) y 100 U/mL de
Penicilina-Estreptomicina (Thermo Scientific Inc.) y para la linea HUVECC el
medio de crecimiento consisti6 en medio F-12K (ATCC), heparina 0.1 mg/mL
(Sigma-Aldrich), suplemento de crecimiento de células endoteliales 0.05 mg/mL

(Sigma-Aldrich), suero fetal bovino al 10% y 100 U/mL de Penicilina-
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Estreptomicina. Ambas lineas celulares se crecieron a 37 °C en una atmosfera de
CO; al 5% y humedad al 80% en una incubadora NAPCO serie 8000 DH (Thermo
Scientific Inc.).

3.7.2 Ensayo de actividad de DPPIV

Las células se sembraron en placas de 96 pozos y una vez que llegaron a
confluencia se les dieron dos lavados con PBS, se agregaron 10 uL de PBS, 40 uL
de los hidrolizados de amaranto disueltos en PBS y 50 uL del sustrato Gly-Pro-
pNA 1 mM disuelto en PBS. La reaccion se incub6é por 1 h a 37 °C y
posteriormente se registraron los valores de absorbancia a 415 nm. Se utilizé el
diprotin A como un control positivo de inhibicién de DPPIV.

3.7.3 Ensayo de viabilidad celular

A la par de los ensayos de inhibicion de la DPPIV se realizaron ensayos de
viabilidad celular con el kit de proliferacion celular I (MTT) (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para garantizar
que las muestras no causan ningun dafio a las lineas celulares en las

concentraciones utilizadas (Anexo 1).

3.8 Suplementacion de amaranto en animales de laboratorio

3.8.1 Manejo de animales de laboratorio

Los animales utilizados en este estudio se obtuvieron del bioterio de la facultad de
medicina de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. El protocolo de trabajo
fue aprobado por el comité de ética de la universidad (Anexo 1). Todos los
especimenes fueron tratados y manipulados de acuerdo a las recomendaciones
eticas de la Norma Oficial Mexicana para especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales del laboratorio (NOM-062-ZO00-1999)

y en las regulaciones contenidas en la Ley General de Salud Mexicana.

3.8.2 Preparacion del alimento y dieta
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Se utilizé alimento para roedores con 18% de proteina como dieta control (2018S
Teklad Global 18% Protein Rodent Diet, Harlan, México) con un contenido
nutrimental de 18.6% de proteina, 6.2% de grasa, 44.2% de carbohidratos, 3.5%
de fibra cruda y 3.1 kcal/g. Se trabajo con semillas de amaranto reventado
adquiridas en el mercado local (Arantto, México) con un contenido nutrimetal de
16% de proteina, 4% de grasa, 27.6% de carbohidratos y 3.4 kcal/g. Las semillas y
el alimento fueron molidos en una licuadora industrial (Industrial, México). La dieta
con amaranto consistio en una mezcla de harina del alimento estandar:harina de
amaranto reventado (80:20), se le agregd agua a cada formulacion para obtener
una pasta que fue posteriormente secada en el horno a 45 °C (Felisa, México) por
24 h para obtener las croquetas (Anexo 1).

3.8.3 Tratamientos e induccion de la diabetes

Se trabajo con ratas Wistar macho (40 animales) de 3 semanas de edad con un
peso entre 200 y 280 g. Todos los animales se mantuvieron en jaulas individuales
de propileno a una temperatura entre 18 y 26 °C, 30-70% de humedad relativa con
ventilacion apropiada y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h durante el experimento.

Después de 5 dias de adaptacion, se seleccionaron 20 ratas al azar para la
induccion de diabetes, la cual fue hecha con una dosis Unica de estreptozotocina
(Sigma-Aldrich) via intraperitoneal (40 mg/kg). El estado hiperglucémico fue
confirmado 3 dias después de la induccion por puncion de la vena caudal en
ayuno (glucosa >350 mg/dL). Durante el experimento se mantuvieron los niveles
de glucosa entre 250-350 mg/dL mediante la administracion subcutanea de
insulina glargina de liberacion prolongada (Sanofi-Avenits, Alemania).

El experimento consistié en 4 grupos de 10 ratas: ratas normoglucémicas con
dieta control (NC, ratas normoglucémicas con suplementacion de amaranto (NA),
ratas diabéticas con dieta control (DC) y ratas diabéticas con suplementacion de
amaranto (DA). Diariamente se aliment6 a las ratas con 30 g de su respectiva
formulacion y disposicion de agua ad libitum por 12 semanas. Durante el

experimento se registr60 el consumo del alimento y el peso del animal. Se
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colectaron muestras de suero y plasma (tubos con EDTA) en ayuno por puncién
de la vena caudal cada dos semanas. Hubo una toma postprandial en la semana
11 una hora después de haber consumido alimentos. A final del experimento, los
animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital via
intraperitoneal; se colectd la sangre por puncidén cardiaca y los rifiones fueron
disectados, congelados y molidos finamente en nitrégeno liquido. Las muestras se
guardaron a -80 °C hasta su analisis.

3.8.4 Parametros bioquimicos en sangre

Se determinaron los niveles de glucosa, colesterol total, triglicéridos y colesterol
HDL (cHDL) en ayuno mediante kits comerciales (BioSystems®, Espafia) de
acuerdo las indicaciones del fabricante en un analizador Chemistry Analizer BS-
300 (Shenzen Mindray Bio-Medical Electronics Co., China) (Anexo 1).

3.8.5 Extraccion de proteinas membranales de rifion

Para obtener las proteinas de membrana se agregaron 10 mL de solucion de
extraccion (Triton X100 al 1% v/v en Tris 100 mM, pH 8.0) a 1 g de tejido
congelado y se homogenizaron en el vortex por 5 min. Se centrifugé la suspensién
a 1.000 x g por 10 min a 4 °C. Se colecto el sobrenadante en un tubo nuevo y se
centrifugd de nuevo a 20,000 x g por 20 min a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante en
un tubo nuevo y se agregaron 5 mL de solucion de extraccién a la pastilla; se
homogeniz6 esta suspension, se centrifugé a 20,000 x g por 20 min a 4 °C y se
colect6 el sobrenadante. El contenido de proteina de los extractos se determiné
por el ensayo DC Protein (Bio-Rad) usando BSA como estandar de calibracion. Se

guardaron los extractos a -20 °C hasta su analisis.
3.8.6 Ensayo de actividad de DPPIV en rifidn y en plasma

Las determinaciones de actividad enzimatica de la DPPIV en tejidos biolégicos se
realizaron de manera similar al ensayo reportado previamente pero con algunas

modificaciones. En placas de 96 pozos se afadieron 10 puL de plasma de rata, 40
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uL de Tris 200 mM (pH 8.0) y 50 uL de Gly-Pro-pNitroanilide 1 mM; esta mezcla se
incub6 a 37 °C por 1 h y se midi6é la absorbancia a 415 nm. Los resultados se
expresaron como pmol de nitroaniline/min basados en una curva estandar de p-

nitroanilina (Sigma).

Con respecto a la actividad de DPPIV en rifion, se utilizo el extracto de proteinas
membranales en una diluciéon 1:10 (v:v) y se continué de la misma manera que
para el ensayo en plasma. Los resultados se expresaron como upmol de

nitroanilina/min/g de tejido.
3.8.7 Expresion de DPPIV en rifién por RT-PCR

Se extrajo ARN total de rifion usando el reactivo Trizol® (Thermo Fisher Scientivic
Inc.) y 50 mg de tejido congelado de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Anexo 1). Se visualizo la integridad de las muestras en un gel de agarosa y se
cuantifico el contenido de ADN en un espectrofétmetro NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific Inc.) Se sintetizé el ADNc a partir de 1.5 pg de ARN total con
transcriptasa reversa SuperScript™ Ill (Thermo Fisher Scientific Inc.) y el kit de
sintesis de ADNc SMART™PCR (Clontech, Palo Alto, CA, EUA). El ADNdc se
obtuvo con la ADN polimerasa de alta fidelidad iProof™ (Bio-Rad). Las reacciones
de RT-PCR se llevaron a cabo con 150 ng de ADN y la ADN polimerasa
DreamTaqg (Thermo Fisher Scientific Inc.) en un termociclador T100™ (Bio-Rad)

bajo las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial: 94 °C por 2 min
30 ciclos de amplificacién

Desnaturalizacion: 94 °C por 20 s

Alineamiento: 58 °C por 30 s

Extensién: 72 °C por 90 s

Extension final: 72 °C por 2 min
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Se normalizaron los niveles de expresion de DPPIV con el transcrito de B-actina.

Los oligonucleétidos usados fueron:

DPPIV (amplicén de 311 pb): 5-TGATGGCAGAGGAAGTGGTTACC-3'
5-GTGGGAATAGATGTGCTGGTGAG-3'

B-actina (amplicén 350 pb): 5-TGTGTTGTCCCTGTATGCCTCTG-3'
5-ACCGCTCATTGCCGATAGTG-3'

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al
1.5% vy tefiidos con GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA,
EUA). Los niveles de expresion de la DPPIV se analizaron basados en la

intensidad de las bandas con el programa Quantity One™ v4.5.0 (BioRad).

3.8.8 Electroforesis 2D de las proteinas de plasma

3.8.8.1 Preparacion de la muestra

Para determinar los cambios en el perfil de proteinas en sangre debidos a la
suplementacién de amaranto en ratas diabéticas, las muestras finales de plasma
de cada uno de los grupos experimentales se juntaron en un pool y se removieron
las proteinas abundantes con el kit de enriguecimiento ProteoMiner™ (Bio-Rad)
(Anexo 1), terminando con dos fracciones de proteina para cada grupo: las
proteinas abundantes y las proteinas poco abundantes. Ambas fracciones se
precipitaron con fenol-cloroformo de acuerdo a lo reportado por Santos-Gonzélez
et al. [77] con algunas modificaciones. Se mezclé 1 volumen de muestra con 4
volimenes de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volumenes de agua, se
homogeniz6 en vortex y se centrifugd a 25,000 x g por 15 min a 4 °C. Se removio
la fase superior, se agregaron 4 volumenes de metanol, se centrifug6 a 25,000 x g
por 15 min a 4 °C y se resuspendio la pastilla en solucion de rehidratacion para
tiras de isoelectroenfoque (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS al 2%, DTT 20 mM,
azul de bromofenol al 0.002%) con anfolitos al 0.5% pH 4-7 (Bio-Rad). Se
cuantifico el contenido de proteina mediante el ensayo Protein Assay (Bio-Rad) y
BSA como estandar.
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3.8.8.2 Electroforésis 2D de las proteinas abundantes

El isoelectroenfoque (IEF) de las proteinas abundantes de plasma de rata se llevo
a cabo en tiras IPG de gradiente lineal pH 4-7 de 11 cm (Bio-Rad). Las tiras se
rehidrataron por 16 h con 300 pg de proteina total en solucioén de rehidratacion a
temperatura ambiente. El IEF se realizd en un sistema Ettan IPGphor (GE

Healthcare) a 50 mA constantes por tira bajo las siguientes condiciones:

Desalado: Gradiente de 150 V por 2 h
(I): Gradiente de 500 V hasta 0.01 kvh
(I): Gradiente de 4000 V hasta 5.6 kvVh
(111): 8000 V constantes hasta 12 kVh

Las tiras se equilibraron por 15 minutos en solucion de equilibrio (Urea 6 M, Tris-
HCI 75 mM pH 8.8, glicerol al 29.3%, SDS al 2%, DTT al 1% y azul de bromofenol
al 0.002%), se colocaron en geles de poliacrilamida al 8% y se sellaron con
agarosa. La separacion electroforética se llevd a cabo en una cdmara SE 600
Ruby Standard Dual Cooled Vertical Unit (GE Healthcare) y se tifieron los geles
con Coomassie coloidal. Se estim6 el peso molecular de cada spot de proteina al
compararlo con el marcador de peso molecular (BenchMark Protein Ladder,
Thermo Fisher Scientific Inc.). El pl experimental se determiné de acuerdo a la

migracion de los spots de proteina en las tiras de IEF.
3.8.8.3 Electroforesis 2D de las proteinas poco abundantes

Para el IEF de las proteinas poco abundantes se usaron tiras IPG de gradiente
lineal pH 4-7 de 7 cm (Bio-Rad). Se rehidrataron las tiras con 50 ug de proteina

total y se llevé a cabo el IEF bajo las siguientes condiciones:

Desalado: Gradiente de 150 V por 2 h
(I): Gradiente de 500 V hasta 0.01 kvh
(I1): Gradiente de 4000 V hasta 5.6 kVh
(111): 5000 V constantes hasta 2.5 kVh
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Las tiras se equilibraron en solucién de equilibrio por 15 min y se colocaron en
geles prefabricados de gradiente de 8-16% de acrilamida Mini-Protean ® TGX™
(Bio-Rad). Los geles se tifieron con Sypro® Ruby (Thermo Fisher Scientific Inc.)
(Anexo 1). Se estimo el peso molecular de cada spot de proteina al compararlo
con el marcador de peso molecular (BenchMark Protein Ladder, Thermo Fisher
Scientific Inc.). El pl experimental se determind de acuerdo a la migracion de los

spots de proteina en las tiras de IEF.
3.8.8.4 Andlisis de imagenes

Se escanearon los geles en un PharosFX™ PLUS Molecular Imager (BioRad) con
una resolucion de 100 um. El analisis de imagenes se realiz6 con el programa
MELANIE 2D Gel Analysis Software v7.0 (GENEBIO SA, Ginebra, Suiza). Se
consider6é que las proteinas estaban diferencialmente acumuladas cuando su
volumen normalizado mostrara una razén de cambio >2 cuando se comparaban
los tratamientos con el control. Los cambios significativos se determinaron por
ANOVA (P<0.01).

3.8.8.5 Digestion en gel y andlisis de espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Los spots diferenciales se cortaron del gel y se lavaron con una solucién de
bicarbonato de amonio 25 mM pH 7.8 y con acetonitrilo puro. Los fragmentos de
gel se secaron en una centrifuga evaporadora (Eppendorf). Se redujeron las
muestras con DTT 10 mM en una solucion de bicarbonato de amonio 25 mM
seguido por la alquilacion de proteinas con iodoacetamida 55 mM. La digestion de
los puntos se llevo a cabo con tripsina grado secuenciacion (Promega, Madison,
WI, EUA) durante toda la noche a 37 °C en una solucién de bicarbonato de sodio
25 mM. Los fragmentos tripticos resultantes se extrajeron dos veces con una
solucion acetonitrilo:agua (3:2 v/v) con 0.1% acido trifluoroacético al. Los
sobrenadantes se colectaron y se concentraron a un volumen final de 10 uL en

una centrifuga evaporadora. Se desalaron y concentraron los péptidos a un
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volumen final de 5 uL con una Zip-Tip C18 (Millipore) de acuerdo al protocolo del

fabricante.

La separacion de los péptidos tripticos por cromatografia de liquidos a nanoescala
se llevé a cabo en un sistema naoACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA; EEUU)
equipado con una pre-columna Symmetry C18 (5 ym, 20 mm x 180 um, Waters) y
una columna analitica BEH130 C18 (1.7 ym, 100 mm x 100 ym, Waters). Para
cada muestra digerida se inyectaron 4 uL al loop y transferidos con una solucién
acuosa de acido férmico al 0.1% (fase mévil A) a la pre-columna con un flujo de
600 nL/min. Después del desalado y la pre-concentracion, se eluyeron los
péptidos a la columna analitica y se separaron con un gradiente lineal de 3-80%
de la fase mévil B (acido formico al 0.1% en acetonitrilo) por 30 min con un flujo de
600 nL/min, seguido de un enjuague de 2 min con 85% de la fase movil B. La
columna se reequilibré a las condiciones iniciales por 15 min con la fase movil A.
Se mantuvo la temperatura de la columna a 35 °C. La correccion de las masas se
hizo con el compuesto [Glu']-Fibrinopéptido B (Sigma-Aldrich), el cual se
distribuyé con la bomba auxiliar del sistema nanoACQUITY UPLC a un flujo de
200 nL/min a una concentracion de 100 fmol/mL al aspersor de referencia de la
fuente del NanoLockSpray del espectrometro de masas.

El andlisis de espectrometria de masas de los péptidos se llevo a cabo usando un
SYNAPT-HDMS (Waters). El espectrometro fue operado en modo V y se
realizaron los andlisis en un modo positivo de ionizacion por electrospray (ESI). El
analizador de tiempo de vuelo (TOF) se calibr6 externamente con el [Glu']-
Fibrinopéptido B con una m/ de 133 a 2422. Se corrigié la masa después de la
adquisicion de los datos con el ion monoisotépico del [Glu']-Fibrinopéptido B
doblemente protonado. Se tom6 muestra del atomizador de referencia cada 30 s.
Se ajusté la radiofrecuencia aplicada al cuadrupolo del analizador de manera tal
gue se transmitieran eficientemente iones con una m/z entre 50 y 2000. Los datos
de las masas exactas se colectaron en un modo de adquisicion alternado de
energia baja y elevada (MS®). El tiempo de adquisicion del espectro en cada modo

fue de 1.5 s con un retraso de 0.1 del interscan. En el modo de energia baja, la
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informacion se colect6é a una energia de colision constante de 3 eV. En el modo de
energia elevada, se rampeo la energia de colision de 15 a 45 eV durante cada
integracion de 1.5 s. Un ciclo de energia baja y elevada se adquirié cada 3.2 s.

3.8.8.6 Identificacion de proteinas usando los sets de datos de MS/MS y

busqueda en las bases de datos

Se usaron los sets de datos de los espectros de masas para generar archivos PKL
con el servidor global Protein Lynx v2.4 (PLGS, Waters). Posteriormente las
proteinas fueron identificadas usando los archivos PKL en el motor de busqueda
MASCOT v2.3 (Matrix Science, Londres, RU). Las busquedas se realizaron en la
base de datos no redundante de NCBI bajo el subset Rattus (68 575 secuencias).
Se us6 a la tripsina como proteasa especifica y se permitié una falla en el corte. La
masa de tolerancia de los iones precursores y fragmentados fue de 10 ppm y 0.05
Da, respectivamente. Se establecié la carbamidometilacion de la cisteina como
modificacion fija y la oxidacién de la metionina como modificacion variable. El
criterio de identificacion de la proteina incluyé que se alinearan al menos dos
espectros de masas a un nivel de confianza del 99% y se considerdé una
identificacion exitosas cuando se obtuvieran scores significativos de MASCOT
(>25), indicando identidad u homologia extensa a P<0.01 y la presencia de series
de iones consecutivas de mas de tres aminoacidos. Las proteinas identificadas se
clasificaron en diferentes categorias de acuerdo Gene Ontology
(http://www.geneontology.org/). Ademas se obtuvieron las redes de interaccion

proteina-proteina con la base de datos String 9.1 (http://string-db.org/).

3.9 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El analisis estadistico se llevo
a cabo con el programa GraphPad Prism v5.01 (GraphPad Software Inc., La Joya,
CA, EUA). Se realizaron pruebas de t de Student (P<0.05), Bonferroni (P<0.05),
ANOVA de una y dos vias (P<0.01) para detectar diferencias estadisticas. En

todos los resultados se presenta el promedio + DE.
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Resultados

4. Resultados
4.1 Digestion de las glutelinas de amaranto

Se sabe que las glutelinas constituyen la principal proteina de reserva en las semillas
de amaranto [65]. Ya se ha reportado previamente que esta fraccion contiene péptidos
con un potencial inhibitorio sobre la DPPIV [64], sin embargo, esta actividad no ha sido
probada. En este trabajo se digirieron las glutelinas con tripsina a diferentes relaciones
enzima:sustrato como se muestra en la Figura 4. Se puede observar que conforme
aumento la cantidad de tripsina, las bandas de mayor peso molecular desaparecieron,
mientras que los péptidos menores a 10 kDa incrementaron hasta que no se pudieron
detectar bandas con la tincion de Coomassie.
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Figura 4. Gel SDS-PAGE de las glutelinas de amaranto digeridas con tripsina. Se digirieron las
glutelinas (5 mg) con diferentes concentraciones de tripsina (relaciébn enzima:sustrato 1:50,
1:10, 1.5, 1:2.5 y 1:1) en Tris 100 mM pH 8.0 por 14 h. Se visualizaron las proteinas con la

tincion de Coomassie coloidal. M: Marcador de peso molecular, O: Glutelinas sin digerir.

4.2 Caracterizacion de la actividad inhibitoria sobre la DPPIV de los péptidos

tripticos de amaranto
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Se utilizé el diprotin A (lle-Pro-lle) como un control positivo de la inhibicibn de DPPIV,
obteniendo una ICsp de 5.8 ug/mL o 17 uM (concentracién a la cual se obtiene el 50%

de inhibicién) (Figura 5). Este valor es similar al reportado en la literatura [31].
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Figura 5. Efecto del diprotin A sobre la actividad de DPPIV. Se midi6 la actividad de DPPIV en
Tris 100 mM pH 8.0 por 1 h a 36 °C usando el sustrato cromogénico Gly-Pro-pNA. Las lecturas
de absorbancia se tomaron a 415 nm. Concentracion de DPPIV: 100 ng/mL, concentracion de
sustrato: 500 uM. Promedio +DE.

En la Figura 6A se muestra que la actividad de DPPIV en presencia de los hidrolizados
de glutelinas de amaranto disminuyd en una relacién dosis-respuesta con una ICsg entre
1,200 y 2.000 pg/mL, dependiendo de la relacion enzima:sustrato. De manera
interesante, cuando se retiraron los fragmentos mayores a 10 kDa por ultrafiltracién, la
ICso de las muestras se encontré entre 1,000 y 1,600 pug/mL, indicando que los péptidos

menores a 10 kDa son capaces de inhibir la actividad de DPPIV (Figura 6B).

Con respecto al resto de las proteinas de la semilla, las albuminas y globulinas de

amaranto se digirieron con tripsina en una relacion 1:5 y se probd la capacidad
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Figura 6. Actividad inhibitoria de los hidrolizados tripticos de las glutelinas de amaranto sobre la
DPPIV. (A) Las glutelinas de amaranto se digirieron con diferentes relaciones enzima:sustrato
(B) Se eliminaron los fragmentos mayores a 10 kDa por ultrafiltracion y se midio la actividad de
DPPIV en presencia de estos péptidos. Concentraciéon de DPPIV: 100 ng/mL, concentracion de
sustrato: 500 uM. Promedio +DE.
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inhibitoria sobre la DPPIV de los péptidos liberados. Como se puede observar en la
Figura 7A, todas las proteinas de reserva del amaranto fueron capaces de inhibir a la
enzima al menos en un 20% a 1,500 ug/mL, siguiendo un patrén dosis-respuesta. La
fraccion que mostro la mayor inhibicion de DPPIV fueron las glutelinas, mientras que las

globulinas 11S tuvieron la menor inhibicion.
4.3 Simulacioén de la digestion gastrointestinal del amaranto y otras semillas

Para este trabajo se implementé un modelo de digestidon gastrointestinal in vitro usando
las principales enzimas responsables de la degradacion de proteinas en el tracto
gastrointestinal incluyendo a la pepsina liberada por el estbmago, la pancreatina (un
extracto de pancreas que contiene proteasas y otras enzimas liticas) y la tripsina
liberada por el pancreas al intestino delgado. Usando este modelo de digestion
simulada probamos las glutelinas de amaranto, harina desengrasada de amaranto
crudo, asi como de amaranto reventado (que es la forma en que comunmente se
consume este grano), soya, frijol negro y trigo (Figura 7B). La muestra que produjo la
menor inhibicién sobre la DPPIV fue la harina de frijol. La harina de amaranto reventado
presentd un menor efecto inhibitorio que la harina no procesada. Las muestras con
mayor actividad inhibitoria (hasta 50%) fueron la harina de amaranto crudo (ICs 1,100
ug/mL) y de trigo (ICsp 800 pg/mL). Los péptidos liberados por las glutelinas en este
modelo de digestion gastrointestinal conservaron su actividad inhibitoria sobre la DPPIV
pero su efecto fue menor que el de la harina completa. Es posible que este efecto se
deba a la suma de los péptidos inhibidores de esta enzima contenidos en todas las

proteinas de reserva (albuminas, globulinas y glutelinas).

Debido a que no existe informacion sobre el efecto de la soya sobre la DPPIV, en este
trabajo se probd el efecto del hidrolizado de proteina de soya. Sorprendentemente se
observd que la harina de soya fue capaz de inhibir esta enzima hasta un 40% (1,400

ug/mL), siguiendo un patron similar al observado con las glutelinas de amaranto.
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Figura 7. (A) Actividad inhibitoria de los hidrolizados tripticos de las diferentes proteinas de
reserva del amaranto sobre la DPPIV. Las proteinas de amaranto fueron digeridas con tripsina
en una relacién enzima:sustrato 1:5 por 14 h, se utilizaron los péptidos menores a 10 kDa. (B)
Se simul6é la digestiobn gastrointestinal con pepsina, pancreatina y tripsina con harina de
diferentes semillas por 6 h. Concentracion de DPPIV: 100 ng/mL, concentracion de sustrato:
500 uM. Promedio +DE.
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4.4 Caracterizacion in silico de los péptidos de amaranto con actividad inhibitoria

de la DPPIV

Mediante LC-ESI/MS/MS y un andlisis bioinformatico se identificaron los fragmentos
PPPP, GP, PP, MP, VA, MA, KA, LA, FA, AP, FP, PA, LP, VP, LL, VV, HA, IPA, e IPl en
las glutelinas de amaranto, de los cuales ya se ha reportado una actividad inhibitoria

sobre la actividad de DPPIV (Tabla 4).

Tabla 4. Péptidos bioactivos encriptados en las glutelinas de A. hypochondriacus

Actividad Secuencia Frecuencia®

Descripcién

VMP,ILP, VLP, PLP, RL, IR, HIR,
FQP, GPA, IKP, LKL, AVP, PQR,
AAP, FGK, GRP, AKK, RY, LY, IY,
VF, MF, KW, RFH, MY, LW, LPP,
VRP, TAP, ALPP, LVL, GDAP, VW,
VWY, YW, RF, FWN, VY, YGGY,
HY, FP, GKP, IPA, GGY, VAA, VAP,
IPP, VPP, LVR, PLW, GY, YPR, PR,
VSP, LAA, LS, LQP, LRP, LNP,
VAY, RA, YL, LF, YG, FY, FNQ,
LAY, AY, LSPA, AFP, AIP, YP, LLP,
LQQ, YGL, VPK, HLL, VFK, GTW,
GVW, TVY, GPL, PGL, LGP, GLP,
PLG, LPG, GP, PL, IVY, DLP, AW,
IW, GPV, RP, WH, LKP, VFPS,
GEP, VK, PSY, FFL, IA, LKA, LAP,

Antihipertensiva GW, RW, IP, RP, AF, AP, LA, KR, 14,605
VP, RA, YA, AA, GF, FR, IF, VG, IG,
Gl, GM, GA, GL, AG, GH, HL, GR,
KG, FG, DA, GS, GV, MG, GQ, GK,
GT, WG, HG, GE, GG, QG, SG, LG,
GD, TG, EG, EA, NG PG, IAK, VR,
MKG, PAP, YVP, VAV, SHP, LTF,
IFG, MNP, NPP, TTN, ITT, PPK,
GYK, YGG, LRY, NKL, YNK, IYK,
LIY, AIPP, QK, DG, NY, NF, SY, SF,
KY, KF, KL, YK, NK, RR, AR, KA,
LVE, VIY, CF, EY, VVRP, LLF, KP,
GEP, IAP, GPP, FAL, IAE, El, IE, EV,
VE, TE, LQ, LN, PT, TQ, AH, PP,
PQ, EW, ME, EK, KE, HP, PH, HK,
IEP, AGSS, IQY, ALEP,IQP, TF, Al,

Inhibidor de la
ECA

IEW, IKY, AGSP
PPPP, GP, PP, MP, VA, MA, KA, LA, Inhibidores de
Inhibidor de DPPIV  FA, AP, FP, PA, LP, VP, LL, VV, HA, 2,658
IPA, IPI DPPIV
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Tabla 4. Continuacioén

Actividad Secuencia Frecuencia® Descripcion
Estimuladores de la

liberacion de
Estimulantes VPL, EEE, SSS, LLL, VL, LV, IV, IL, 1667 sustapcia vgsoactiva,
LI, Il, LL, EE, SE ' péptido estimulante

de la captacién de
glucosa

HHP, HHPL, HLH, LHH, LH, HL,
HH, AHK, VHH, IKK, FKK, AY,
GYY, ADF, SDF, LY, IY, AH, EL,
WY, HDH, HEH, IHH, FHH, WHH,
HHF, HHW, SHH, THH, DYY, YYD,
YEY, YYR, YYL, YYF, YYY, YYS,
YIY, YVY, FYY, WYY, YFY, YGY,
YNY, YTY, YCY, DHH, HHH, HAH,
HVH, KHH, LHA, LHD, LHE, LHF,
LHG, LHI, LHK, LHL, LHM, LHR,
. LHS, LHV, LHW, LHY, LWA, LWE,

Antioxidantes LWE, LWG, LWK, LWN, LWR, 1,504
LWT, LWY, PHA, PHD, PHE, PHG,
PHK, PHL, PHM, PHN, PHR, PHS,
PHV, PWA, PWD, PWE, PWG,
PWI, PWL, PW, PWQ, PWR, PWW,
PWY, RHA, RHE, RHF, RHG, RHN,
RHR, RHS, RWG, RWL, RWN,
RWR, MY, QGAR, VKL, VKV, IKL,
GGE, GAH, EAK, KAI, KVI, KD,
PEL, 1QY, YVL, PW, RW, IR, LKP,
LK, KP, TY, TFE, TSTA, VY, SWN

Antioxidante

Péptido regulador del
flujo de iones,
péptido regulador del

Reguladora GFW, GFL, LGY, GLY, GLF, DY, 445 fofoinositol, péptido
GP, PG, GPGG, PGP, SYSM regulador de la
actividad membranal
de la mucosa
estomacal
Inhibidor de la
coagulacion por
trombina y
Antitrombética G,\FI’SSKFSPSRG’EGDDESE,%PF;GP g,PF;FF,’KG' 427 fibrinégeno, inibidor
de fibronectina,
péptido
antitrombotico
Activacion de la
protedlisis mediada por RA, LA, WA 423 -
ubiquitina
PPPLP, MPPPLP, TPPV, PPPV, Di;:‘;‘t'itr’]'dsor”'?rﬁ;aor
Antiamnésico VPL, GPGG, PGP PG, GP, MPPPL 394 de p’rolil-
endopeptidasa
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Tabla 4. Continuacioén

Actividad Secuencia Frecuencia® Descripcién
Inhibidor de
MYMLT,GQ,PGVY, GAW, quimiotripsina,
PPPA, PPPK, PPEP, PPLP, inhibidor de
Otros inhibidores PPAP, PPPF, PPGP, IR, KF, 325 dipeptidil
EF carboxipeptidasa,
inhibidor de
CaMPDE
Hipotensivos IR, KR, EF 202 -
Péptido

YG, VDPP, GFL, EAE, RKP, inmunoestimulante,

Inumunomoduladores YGG 120 péptido tipo
timosina
Anticancer VVV 20 Proteina de union
a Dvl

Inmunoestimulantes LLY, GVM, LGY 17 -

Neuropéptidos KPS, KPT, YL 71 Péptido ansiolitico
Quimiotacticos PGP 11 -
Anoréxicos PGP 11 -
Opioides PLG, GLF, GYY 9 -
Embriotéxicos RGD 3 -

®Frecuencia: La frecuencia de la ocurrencia de los fragmentos bioactivos en una secuencia de
proteina (A): A=a/N , donde a es el nimero de fragmentos con una actividad dada en una

secuencia de proteina y N es el nimero de residuos de aminoacidos de la proteina

Hasta el momento no existe informacién sobre la estructura de las glutelinas de
amaranto, pero las globulinas 11S de amaranto han sido clonadas, secuenciadas y
recientemente se ha reportado su estructura tridimensional [78, 79]. Debido a esto se
utilizé la estructura de la globulina para realizar un andlisis de digestién in silico con
tripsina. La Figura 8A muestra que la digestién con tripsina liberé al menos cuatro
péptidos mayores a 4 residuos (Tabla 5). Recientemente se han reportado péptidos
mayores a 13 residuos capaces de inhibir a la DPPIV; sin embargo, todavia no se han
reportado sus mecanismos moleculares [48] por lo que se utilizaron herramientas
bioinforméticas en este trabajo para predecir los modos de accion de los péptidos

encontrados.

Se usaron herramientas para el disefio de farmacos y simulaciones tipo “docking” de

ligando-enzima para analizar los modos de unién de los péptidos tripticos de
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Tabla 5. “Docking” molecular de los sitios potenciales de union de la DPPIV con los péptidos de
las globulinas 11S de amaranto

. Energia de
No. Secuencia No.gelgdgos unién pl/PM®
(Color) (kCal/mol)®
| STNYFLISCLLFVLFNGCMGEG 1-13 (amarillo) -7.27 6.6/1482.6
Il STHASGFFFFHPT 18-39 (magenta) -9.49 4.0/2428.7
11 GLTEVWDSNEQEF 68-91 (azul) -5.98 3.5/1553.6
Y, TIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMI 92-143 (naranja) 734 3.7/5571.1

PGCPETYESGSQQFQGGEDE

®El color es el utilizado en la Figura 8

Energia calculada por el programa FoldX

“Valores tedéricos, PM en kDa

amaranto con la enzima DPPIV (Figura 8B y C). La estructura activa de la DPPIV
(cédigo PDB: 1R9M) existe como un dimero con dos dominios formando un dominio
propulsor de ocho laminas con una cavidad de 30-45 A entre cada monémero donde los
inhibidores se unen cerca del sitio catalitico [80]. Esta estructura dimérica forma dos
aberturas de acceso a la cavidad; la abertura grande, cargada negativamente, se
encuentra entre el dominio hidrolasa y el dominio propulsor de la enzima y se cree que
es la ruta de entrada favorita de los sustratos [81]. Como se puede observar en la Tabla
5, el péptido mas pequefio (residuos 1-13) mostrado en amarillo en la Figura 8, tiene un
pl predicho cerca de los valores neutros. Este péptido se localizé dentro de la cavidad
grande de la DPPIV bloqueando el acceso de los sustratos naturales. Los otros tres
péptidos con un pl &cido (Tabla 4) se localizaron en la interfase de dimerizacién,
bloqueando por tanto la formacion de la forma activa de la DPPIV. La energia de unién
predicha de los péptidos se encontraba entre -5.98 y -9.48 kCal/mol (Tabla 5); estos
valores se encuentran dentro del rango reportado para interacciones estables [74].

La interaccién potencial de los péptidos de las globulinas de amaranto con el dominio
de la DPPIV se muestra en la Figura 9. El péptido | interacciona con los residuos
Pheos-Trp216 de la DPPIV, el péptido Il con los residuos Gluzz;-Hiszso, el péptido 11l con
los residuos Thryee-Thrsz y el péptido IV con los residuos Phezzo-Glnyse. Estas

interacciones son principalmente interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno.
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| | | | | | |

|
EkCAGVSVIR ﬂTIEPHGLLL PSFTSAPELI YIEQGNGITG MMIPGCPETY ESGSQQFQGG EDEkIREQGS RKFGMRGDRF

Figura 8. Modelo estructural de la interaccion entre la DPPIV y los péptidos de la globulina 11S
de amaranto. Se muestra a la DPPIV en forma de mondmero. La cavidad interna de la enzima
se coloreo en azul; los residuos que median la dimerizacion de la DPPIV se muestran en cian.
(A) Estructura primaria de la globulina 11S de amaranto. Los aminoécidos marcados con rojo
muestran los sitios de corte de la tripsina. Las secuencias dentro de las cajas coloreadas
corresponden a los péptidos utilizados para el modelaje con la DPPIV. (B) Los péptidos
putativos que interaccionan de la globulina 11S del residuo 1 y 18 se muestran en la cavidad
interna en amarillo y en la interface de dimerizacion en magenta. (C) Los péptidos del residuo

69 y 92 se muestran en la interface de dimerizacién en color azul y naranja respectivamente.

4.5 Purificacion de los péptidos inhibidores de la DPPIV de las glutelinas de
amaranto

Como parte de la caracterizacién del potencial antidiabético de las proteinas de
amaranto se purificaron los péptidos con mayor actividad inhibitoria sobre la DPPIV de
las glutelinas de amaranto mediante cromatografia de filtracion en gel. Se utilizé la
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DPPIV peptide | DPPIV peptide Il DPPIV peptide Il DPPIV peptide IV
miis €D o QD v s QD >
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pro159 @D GIn731 - ‘ Tet10
@D @ G @ @ @D @
Thr365 o
ansos @D @D a6 v
Phe713 Phe§1  His757 - - Thr92
rs @D @D v - Leuzs
Lewsto @D @D sers - His754 Guy2  Ser720 - - Glu108
His754 Ser2s
Phe713 - ‘ Thr104
Leusos @D @D A Met733 2
r3os @D Th706 - Trp734 - - Ser102
Trp734 - Trp74
rrossz QD o o @D @D rron
Phe713 Met36 72 N - A
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s @ @Dror - _—
Leuts @D @D rhero = Serz3y Gly120
Ser212 - His757 - Serl8 Va4 Asn77  Ser242 - - Thr19
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hriss @D The753 - --------- - Gluga
His757 Thi71 o
Hiile - . - Thrl3 Gin749 -
ser200 @D @D Hist1t Thr753
Phe208 - i .
Figura

9. Interaccién detallada entre la enzima DPPIV y los péptidos de amaranto, calculada con el
servidor PDBsum. Las lineas naranjas discontinuas representan las interacciones hidrofébicas,
las lineas azulas los puentes de hidrogeno. Los circulos coloreados describen las propiedades
de los aminoécidos; residuos positivos (H, K, R) se muestran en azul, residuos negativos (D, E)
en rojo, residuos neutros (S, T, N, Q) en verde, residuos alifaticos (A, V, L, I, M) en gris,
residuos aromaticos (F, Y, W) en magenta; P y G se colorearon en café y C en amarillo. El
namero de interacciones de puentes de hidrégeno/no uniones identificado se muestra en
paréntesis para los residuos de DPPIV interactuando con el péptido | (6/91) (A), el péptido Il
(0/52) (B), el péptido Il (4/91) (C) y el péptido IV (7/107) de amaranto (D).

columna Superdex Peptide 10/300 GL con un rango de separacion de 100 a 7000 Da.
Se separaron diferentes digestiones grados de digestion de glutelinas con tripsina y se
obtuvieron varios picos cuya distribucion de tamafo, de acuerdo a la calibracion de la
columna, se encontraba entre 140 y 6700 Da (Figura 10). El patron cromatogréafico
entre las diferentes digestiones era el mismo, solamente variaba la intensidad de los
picos de acuerdo al grado de digestion, lo cual muestra la especificidad en el sitio de
corte de la tripsina.
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Figura 10. Separacion cromatogréafica de los péptidos tripticos de las glutelinas de amaranto.
Las glutelinas de la semilla de amaranto (5 mg) fueron digeridas con diferentes concentraciones
de tripsina y posteriormente separadas de acuerdo a su peso molecular por filtracion en gel.
Columna: Superdex Peptide 10/300 GL. Flujo 5 mL/min. Absorbancia a 280 nm.

Se colectaron las fracciones de varias corridas cromatograficas cada 0.5 mL y
posteriormente se concentraron para los ensayos de actividad sobre la DPPIV. En la
Figura 11A se puede observar que el patron de las fracciones obtenidas conserva los
mismos picos que la corrida cromatografica. Particularmente se encontré que hubo dos
picos con una fuerte inhibicibn de la DPPIV (mas del 50% de inhibicion) que, de
acuerdo a la calibracion de la columna, tenian un peso aproximado de 300 y 1000 Da

(Fraccion 27 y 18, respectivamente (Figura 11B).
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Figura 11. Purificacion de los péptidos tripticos de las glutelinas de amaranto. Durante la
separacion de los péptidos de las glutelinas de filtracibn molecular se colectaron fracciones
cada 0.5 mL (A). Después de varias separaciones las fracciones se concentraron y se su efecto
sobre la actividad de DPPIV (B). Concentracion de DPPIV: 100 ng/mL, concentracién de
sustrato: 500 uM.
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4.6 Efecto de los hidrolizados de glutelinas de amaranto sobre la actividad de
DPPIV en lineas celulares

Para tratar de determinar si la inhibicién sobre la DPPIV observada por los péptidos de
los hidrolizados de amaranto en ensayos con la proteina purificada se conserva en
otras condiciones, se montd el ensayo de actividad de esta enzima en dos lineas
celulares. Se utilizé la linea Caki-1 para simular el efecto de la DPPIV producida por
células de rifion y la linea HUVECC para simular el efecto de la DPPIV producida por

las células endoteliales de la vasculatura.

En la Figura 12 se muestra el efecto de los hidrolizados de amaranto y el diprotin A
sobre las células Caki-1. El diprotin A tuvo un comportamiento similar al obtenido con la
enzima purificada; sin embargo, observamos que los valores de inhibicién fueron
menores, logrando un maximo de 60% de inhibicion (ICso 16 ug/mL o 47 uM). Al probar
los hidrolizados de amaranto, la fraccion que produjo una mayor inhibicién de la DPPIV
fue la digestién gastrointestinal de las glutelinas (20% de inhibicion méaxima), mientras
gue los hidrolizados con tripsina presentaron un patron similar sin importar el grado de

digestién y cuyos valores fueron menores que los de la digestion gastrointestinal.

. En las células HUVECC, sin embargo, la inhibicion producida por el diprotin A y los

hidrolizados de amaranto fue nula (Figura 13).

4.7 Cambios en parametros bioquimicos en sangre de animales de laboratorio

bajo una suplementacién con amaranto

Los cambios en el peso corporal y los niveles de glucosa en sangre de las ratas a lo
largo del experimento se muestran en la Figura 14. Tanto las ratas normoglucémicas
como diabéticas presentaron un incremento gradual en el peso, aunque las ratas
normoglucémicas tuvieron mayor peso que las diabéticas y no se observaron

diferencias entre las dietas. Los niveles de glucosa en ayuno fueron estables en las
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Figura 12. Efecto de los hidrolizados de glutelinas de amaranto sobre la actividad de DPPIV en
la linea celular Caki-1. Las células crecieron hasta confluencia y se expusieron durante 1 h a 37
°C a los péptidos menores a 10 kDa de los hidrolizados de las glutelinas de amaranto.

Concentracion de sustrato: 500 uM. Promedio +DE.
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Figura 13. Efecto de los hidrolizados de glutelinas de amaranto sobre la actividad de DPPIV en
la linea celular HUVECC. Las células crecieron hasta confluencia y se expusieron durante 1 h a
37 °C a los péptidos menores a 10 kDa de los hidrolizados de las glutelinas de amaranto.

Concentracién de sustrato: 500 uM. Promedio +DE.
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ratas normoglucémicas (alrededor de 150 mg/dL); por otro lado, las ratas diabéticas
presentaron valores muy variables y elevados (de 400 a 500 mg/dL). Los niveles de
glucosa reflejan las diferencias en el estado metabdlico debido a la induccion de la
diabetes, lo que confirma es estado hiperglucémico producido por la estreptozotocina
Debido a que la diabetes no so6lo afecta los niveles de glucosa sino que también
producen un desbalance en el metabolismo de lipidos debido a la desregulacion en el
procesamiento de carbohidratos, se realizé un perfil general de lipidos. La Figura 15
muestra los cambios en los triglicéridos, HDL-c y colesterol total de los grupos
experimentales a lo largo del experimento. La Tabla 6 resume los resultados obtenidos
al final del experimento (semana 12). En las ratas normoglucémicas los niveles de
triglicéridos se mantuvieron constantes durante el experimento sin diferencias
estadisticas entre las dietas. Las ratas diabéticas bajo una suplementacion con
amaranto mostraron los niveles mas altos de triglicéridos y estos fueron
estadisticamente mayores que el grupo normoglucémico con dieta control (P<0.01). De
manera interesante, en el estado diabético se observd un incremento gradual en HDL-c
y a partir de la cuarta semana estas diferencias fueron estadisticamente diferentes
(P<0.001) al compararlas con los grupos normoglucémicos (Figura 15B, Tabla 6);
ademas, las ratas diabéticas bajo una suplementacién con amaranto tuvieron los
niveles mas altos de HDL-c (P<0.001). Con respecto al colesterol total (Figura 15C,
Tabla 6), no hubo diferencias entre las dietas al comparar el mismo estado metabdlico,
pero se observo que la induccién de la diabetes incrementd los niveles de colesterol
(P<0.001) y que la suplementacion con amaranto revirti6 ligeramente este efecto
(P<0.05).

4.8 Cambios en la actividad y expresion de DPPIV en animales de laboratorio bajo

una suplementacion con amaranto

Previamente en este trabajo se mostro la presencia de péptidos inhibidores de la DPPIV
en la proteinas de amaranto; ademas ya se ha reportado la accion antihipertensiva del

amaranto [60], lo cual indica que el consumo de amaranto pudiera tener un potencial
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Figura 14. Cambios en el peso y niveles de glucosa de ratas normoglucémicas y diabéticas
bajo una dieta control o suplementacion con amaranto. La diabetes se gener6 por una dosis
intraperitoneal de estreptozotocina. (A) Los cambios en el peso se registraron por 12 semanas y

(B) se determind la glucosa en ayuno por el método de glucosa oxidasa. Promedio +DE.
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Figura 15. Cambios en el perfil de lipidos de ratas normoglucémicas y diabéticas bajo una dieta

control o suplementacibn con amaranto. (A) Triglicéridos (B) HDL-c (C) Colesterol total.

Promedio +DE.
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Tabla 6. Perfil de lipidos de ratas normoglucémicas y diabéticas bajo una dieta control o
suplementacion con amaranto al final del experimento

NC NA DC DA

Triglicéridos (mg/dL)’ 73.4420.4 12274278 150.83:84.1  235.66£116.0
HDLc (mg/dL)’ 35.744.8 30.6+4.2 56.418.0b 67.745.2

Colesterol total (mg/dL)’ 86.9+13.1 97.1417.6 123.6122.4b 107.0115.0ab

NC: Normoglucémicas control, NA: Normoglucémicas amaranto, DC: Diabéticas control, DA:
Diabéticas amaranto. Valores con diferente letra indicant diferencias estadisticas. Promedio
+DE.

efecto benéfico para la salud. En este trabajo se determiné la actividad de DPPIV en
plasma de ratas para establecer el efecto in vivo de los péptidos inhibidores del
amaranto. La Figura 16A muestra la actividad de la DPPIV en plasma en ayuno en los
grupos experimentales. No se encontraron diferencias significativas entre dietas en las
ratas normoglucémicas; sin embargo, las ratas diabéticas con una dieta control
presentaron un incremento en la actividad de DPPIV a partir de la semana 10
(P<0.001); estas diferencias no se observaron en el grupo diabético suplementado con
amaranto. Esta tendencia también se observo en la toma postprandial (P<0.001)
(Figura 16B). El hecho de que estos resultados son consistentes tanto en ayuno como
después del consumo de alimentos podrian confirmar la accién de los péptidos
inhibitorios de la DPPIV encriptados en las proteinas del amaranto que son liberados

después de la digestion gastrointestinal.

La DPPIV es una enzima ubicua con una amplia variedad de sustratos y se expresa en
varios tejidos, principalmente en el rifion donde ayuda a la depuracién de diferentes
compuestos [35]. Se extrajeron las proteinas de membrana de rifion de los grupos
experimentales y se determind la actividad y niveles de transcrito de DPPIV (Figura 17).
La actividad de DPPIV en rifion fue diferente a la observada en plasma. Aunque hay
una ligera tendencia de una mayor actividad enziméatica en las ratas diabéticas, no se
encontraron diferencias estadisticas entre los grupos experimentales (Figura 17A). Por
otro lado, como se muestra en la Figura 17B, la suplementacion con amaranto en las

ratas normoglucémicas indujo una regulacion negativa en el transcrito de DPPIV
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Figura 16. Cambios en la actividad de DPPIV en plasma de rata (A) Actividad de DPPIV en
ayunas a lo largo del experimento (B) Actividad de DPPIV 1 h después de haber ingerido
alimentos en la semana 11 del experimento. Reacciéon 1 h a 37 °C. Concentracion de sustrato:
500 uM. Promedio +DE.
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Figura 17. Cambios en DPPIV en rifiébn (A) Actividad de DPPIV de homogenado de rifion.
Reaccion: 1 h a 37 °C. Concentracion de sustrato: 500 uM (B) Expresion de transcrito de DPPIV
por RT-PCR. Se utilizaron 1.5 ug de ARN para la transcripcion reversa. Se uso el transcrito de

la B-actina como control de carga. Promedio +DE.

(P<0.01). Entre los grupos diabéticos no se detectd transcrito en el grupo con dieta

control y en, mientras que los niveles de transcrito en el grupo suplementado con
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amaranto fueron similares a los grupos normoglucémicos. Las diferencias entre los
grupos con dieta control fueron drasticos (Figura 17B), ya que el grupo
normoglucémico con dieta control mostrd los mayores niveles de transcrito (P<0.001).

4.9 Anélisis protedmico

La sangre es uno de los tejidos mas dinamicos y mantiene una conexion y
comunicacion entre los 6rganos y ayuda a mantener la homeostasis del cuerpo. Para
establecer los cambios que produce una dieta suplementada con amaranto en dos
estados metabolicos diferentes ser realizd6 un andlisis proteomico del plasma de las
ratas. Uno de los principales retos al trabajar con las proteinas de la sangre es la
presencia de proteinas altamente abundantes que enmascaran otras proteinas
presentes en menor concentracion pero que siguen siendo importantes como
biomarcadores en una condicién particular [82]; es por esto que el plasma fue
fraccionado para obtener las proteinas abundantes y las poco abundantes. Se realiz6 el
analisis proteémico de ambas fracciones y se detectaron las proteinas diferenciales

entre los grupos experimentales.

Se utilizaron tres comparaciones estadisticas para establecer los cambios diferenciales
en los spots de proteinas: el efecto de la induccién de la diabetes (NC vs. DC), el efecto
de la suplementacion de amaranto en los especimenes sanos (NC vs. NA) y el efecto
de la suplementacién con amaranto en los especimenes diabéticos (DC vs. DA). Los
mapas 2D representativos de las proteinas abundantes y poco abundantes del plasma
se muestran en la Figura 18. Se detectaron 141 spots en los geles de las proteinas
poco abundantes y 150 spots en los geles de las proteinas abundantes. Del niamero
total de spots de proteina, 37 de estos se acumularon diferencialmente, 8 spots en las
proteinas poco abundantes y 29 en las proteinas abundantes. Las proteinas
identificadas se enlistan en la Tabla 7 (informacion detallada de los spots de proteinas
de las proteinas poco abundantes y abundantes se muestran en la Tabla 8 y Tabla 9,
respectivamente). La induccion de la diabetes fue la condicion que produjo mas
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Figura 18. Electroforesis 2D de las proteinas de plasma de rata (A) Fracciéon de proteinas poco
abundantes. Las proteinas de plasma se separaron por IEF con tiras de 7 cm (pH 4-7) seguido
de una SDS-PAGE de 8-16%. Los geles fueron tefiidos con Sypro Ruby (B) Fraccion de
proteinas abundantes. Las proteinas de plasma se separaron por IEF con tiras de 11 cm (pH 4-
7) seguido de una SDS-PAGE al 8%. Los geles fueron tefiidos con Coomassie coloidal. Los
spots de proteina que se acumularon diferencialmente se marcan con flechas.
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cambios debido a la alteracion metabdlica y el dafio producido por la administracién de
la estreptozotocina.

De los 37 spots que se acumularon diferencialmente, se pudieron identificar 29
proteinas exitosamente y se clasificaron de acuerdo a su proceso biolégico de acuerdo
a Gene Ontology (Figura 19A). La mayoria de las proteinas se agruparon como
reguladores negativos de la actividad de peptidasa (12 proteinas) y en el proceso de
metabolismo de lipidos (4 proteinas). Varias proteinas se identificaron en mas de un

spot y en algunos spots se detectaron mas de una proteina.

Se observo una disminucién en la acumulacién del inhibidor de la proteasa de plasma
C1 (spot 93 proteinas abundantes), la subunidad 2 de la carboxipeptidasa N (spot 92 de
las proteinas abundantes), la fosfolipasa D especifica de fosfatidilinositol-glicano (spot
100 proteinas abundantes) y la cadena pesada H3 del inhibidor inter-alfa-tripsina por la
induccion de la diabetes. La diabetes también indujo la disminucién en la acumulacion
en la fraccion de proteinas abundantes de dos proteinas responsables de la activacion
del complemento, complemento C3 (spots 89 y 135) y complemento C4 (spot 104) y el
factor de complemento B (spot 143). Se identificaron varias proteinas de la superfamilia
serpin (serine protease inhibitor) en las proteinas abundantes (spots 42, 68, 73, 77, 80,
102, 104 y 105), los cuales estuvieron principalmente disminuidos en las ratas
diabéticas pero aumentados en las ratas bajo una suplementacién con amaranto en
ambas condiciones metabdlicas. EI mismo comportamiento se observd en los tres
componentes del fibrinbgeno, que se encontraron tanto en las proteinas poco

abundantes (spots 19, 43, 47, 71 y 91) como en las proteinas abundantes (spot 94).

De manera interesante se identificaron en el spot 46 de las proteinas abundantes la
murinoglobulina 1, el T-kininégeno 1 y el inhibidor 3 alfa-1; este spot estuvo ausente en
las ratas diabéticas bajo una suplementacion con amaranto pero estas proteinas
aparecieron en los spots 102 y 106 en este grupo. Esto prodria indicar cambios

postraduccionales o la presencia de isoformas de estas proteinas.
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Tabla 7. Proteinas diferenciales detectadas por LC-MS/MS

Relacién de cambio®

Proteina No. de Gene Spot® kDa/pl kDa/pl Mascot PM/% NCvs NCvs DCyvs
acceso” ID? P Exp®  Tebdrico® score®  C' NA DC DA
Regulacion negativa de
actividad de peptidasa
Precursor de la cadena pesada .
H3 del inhibidor inter-alfa-tripsina 0i|8393899 50693 100 (H) 90,25/5,33 99,38/5,85 58 2/2 - ! -
Precursor de la cadena pesada 126722091 54404 100 (H)  90,25/5,33 103.86/5.82 633 14/18 i l i
H4 del inhibidor inter-alfa 9 43 (L) 180'(;0/5’4 ' ' 111 5/6 l - i,
42 (H) 18,66/4,43 539 8/26 - 25367
73 (H) 17,83/4,66 161 8/21 1 - 1
Precursor de serpin A3K 0i|266407 24794 80 (H) 5,57/4,08 46,76/531 139 4/11 - 1 -
68 (H) 7,87/4,56 69 2/5 - l -
77 (H) 15,83/4,66 44 2/6 -2,107 20622 -
42 (H) 18,66/4,43 442 9/24 - - 25367
80 (H) 5,57/4,08 170 4/11 - 1 -
Precursor de serpin A3L 0i|2507387 299282 73 (H) 17,83/4,66 46,42/5,48 113 5/14 1 - 1
68 (H) 7,87/4,56 75 2/5 - l -
77 (H) 15,83/4,66 44 206  -2,107 2 0622 -
Precursor de serpin A3M 0i|401664566 299276 77 (H) 15,83/4,65 46,92/5,46 139 4/11  -2,107 5 0_622 -
102 (H) 6,00/4,93 150 5/14 - - 1
Precursor de serpin A3N 0i|2507388 24795 77 (H) 15,83/4,66 46,79/533 133 3/8 -2,107 5 0-622 -
104 (H) 13,41/4,96 53 2/5 - - 0
Precursor del inhibidor dela /018558 295703 92 (H) 34,50/4.26 55.80/554 363  9/19 - ! -
proteasa C1 de plasma
Precursor de la glicoproteina alfa- 59706477 25373 73 (H) 17,83/4.66 38,78/6,30 115  4/16 1 - 1

2-HS
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Tabla 7. Continuacion.

Resultados

Relacién de cambio®

Masc
. a Gene b c kDa/pl PM/% NCvs NCvs DCyvs
Proteina No. de acceso ID? Spot kDa/pl Exp Tedrico® ot . C NA DC DA
score
101 (H)  23,2/4,96 108  6/5 - ! -
102 (H)  6,00/4,93 85 6/5 - - 1
106 (H) 20,86/5,33 84 3/2 - - 1
90 (H) 23,37/5,25 73 3/3 - ! -
Precursor de la gi|12831225 497794 135(H) 72,30/513 166,59/5,68 61  4/3 ! - -
murinoglobulina 1
65(H) 212,50/4,99 54 3/2 - 2.7027 -
68 (H) 7,87/4,56 42 4/2 - ! -
46 (H) 21,80/5,15 37 312 - 21464 Y
65 (H) 212,50/4,99 56 3/2 - ) -
Precursor de la 150647404 408236 162 85/6.15 2,7027

murinoglobulina 2 gi 105 (H) 13,94/5,29 e 45 3/3 - - 1
90 (H) 23,37/5,25 39 3/3 - ! -
90 (H) 23,37/5,25 111  5/16 - | -

128 (H) 21,80/5,41 110 5/13 i -
Precursor del T-kininégeno 1 gi|80861401 24903 106 (H) 20.86/5,33  4gg7/609 66  6/16 - - 1
46 (H) 21,80/5,15 63  4/11 - 21464 b
101 (H)  23,2/4,96 31 2/5 - ! -
146 (H 75,07/5,94 194 8/6 - -

Precursor de la gi|307746876 252922 ) 168,38/6,46 .
macroglobulina alfa-1 136 (H)  4,92/6,16 164 5/4 l - -
de | 77 (H) 15,83/4,66 375 9/33 -2,107 2 0-622 -

Precursor de la antiproteinasa . '

104 (H) 13,41/4,96 147 7/16 - - 1
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Tabla 7. Continuacion.

Resultados

Masc

Relacién de cambio®

. No. de Gene b c kDa/pl PM/% NCvs NCvs DCyvs
Proteina acceso® ID? Spot kDalpl Exp Tebrico® scgtree c' NA DC DA
101 (H) 23,20/4,96 361  8/6 - ! -
102 (H)  6,00/4,93 136 5/3 - - 1
142 (H)  47,80/5,39 9 312 ! ! -
Precursor del inhibidor 3 alfa-1  gi|112893 297568 46 (H)  21,80/5,15 165,04/570 75  3/2 oiacs L
90 (H)  23,37/5,25 73 212 - ! -
104 (H)  13,41/4,96 54 32 - - 1
105 (H)  13,94/5,29 45 33 - - 1
Metabolismo de lipidos
- i 19(L)  40,00/5,1 63  9/28 - :
Precursor de apolipoproteina g1 62087337 25728 * 35,78/5,23 5,2192
43(L)  180,00/5,47 36 205 ! - -
Preproteina di_"’l‘f’o"p"p“’te'”a gil6978517 25649 86 (L)  3.97/414 11,49/623 40  2/19 - - 1
Prec”rs‘;re?ae_z'a(ggf)of';"te'”a L 57528174 287774 78(H)  17,50/6,13 39,74/858 25 25 ! ; -
paraofgﬁ;gzg:igitgasa ., 0i54292130 84024  49(L) 4540417 3956/506 26  2/5 ; ; 1
Activacién de complemento
Prec“;ior;sl‘zr;aeﬁg Bdel 218156285 204257 143 (H) 52,75/611 86,66/6,57 94  8/11 : ! :
89 (H)  19,00/5,13 404  6/6 - -
Precursor de C3 del gi|158138561 24232 * 187,75/6,06 .
complemento 135(H)  72,30/5,13 43 53 ! - -
Preggrf&';ﬂ]ee% del gil29337194 24233 104 (H) 13.41/4.96 193,64/699 148  3/3 : : '
Coagulacion sanguinea
_ 71(L)  40,60/7,14 169  9/15 - ! -
Precursor gﬁ;%g‘}fg:mgg]é gg gil56797757 361969 91 (L)  37,00/635 87,37/552 140  6/8 : : '
74 (L)  49,00/6,69 63 56 10,3017 - -
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Tabla 7. Continuacion.

Resultados

Relacién de cambio®

Masc
. No. de Gene b c kDa/pl PM/% NCvs NCvs DCyvs
Proteina acceso® ID? Spot”  kDa/pl Exp Tedrico scg:ee C' NA DC DA

. 71(L)  40,60/7,15 169  9/22 - ! -
Precursor gﬁa'zgﬂfg:mggze gg 12 gil144922622 361969 91 (L) 37,000635 60,98/7,11 140  6/11 i i 1
74 (L)  49,00/6,69 63 59 10,3017 - -
91 (L) 37,00/6,35 124  7/15 - - 1
Precursor ggr:ﬁg;gfga betadel 150186678 24366 71(L) 40,60/7,14 54,837,900 89  6/21 - ! -
74 (L)  49,00/6,69 63 512 10,3017 - -
94 (H) 54,62/5,66 149 6/19 - ! -
Precursor de la cadena gama . 47(L) 220,60/5,90 112 4/13 ) ! T
del fibrinégeno gl|61098186 24367 43(L) 180,00/5,47 50,24/5,85 75 2/7 l _ _

19 (L)  40,00/5,1 42 25 - 5 2102

Homeostasis del hierro
Prec“rsogefﬁlgi;zgx{r:‘;a ldela 01461786 24268 43 (L) 180,00547 121,39/539 42  4/5 | i i
Prec“rsogefﬁlgi;zgx{r:‘;a 2dela 11401461788 24268 44 (L) 180,00/548 124,39/542 42 45 | : :
Precursor de la serotransferrina  gi|61556986 24825 70 (H) 98,50/6,94 78,51/7,14 126 9/13 - l -
Regulador de actividad
catalitica
Prec‘fgsc‘;rrggx'%zgggg's‘laﬂ 2de 4157810231 303861 92 (H) 34,50/4,26 63,36/594 66 47 : | :
Proceso metabolico de la
vitamina D

Precursor de laproteinade 01709050 24384 139 (H) 20,86/541 5508/565 203 1019 | l i

unién a vitamina D
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Tabla 7. Continuacion.

Relacién de cambio®

Masc

Node S st woapens (0B o M Now Now Doy
score
Transporte
99 (H) 125,83/6,33 244 9/18 - l -
143 (H) 52,75/6,11 232 4/8 - l -
128 (H) 21,80/5,41 228 6/11 1 - -
136 (H) 4,92/6,16 182 6/13 l - -
Precursor de la albimina de gil158138568 24186 78 (H) 17,50/6,13 70.71/6.09 178  8/15 ! - -
suero 90 (H) 23,37/5,25 178 5/10 - l -
146 (H) 75,07/5,94 130 a/7 - l -
101 (H) 23,2/4,96 91 5/10 - l -
89 (H) 19,00/5,13 74 3/6 - l -
67 (H) 261,25/5,00 52 2/4 - - !
Otros
Precursor de la fosfolipasa D
especifica de fosfatidilinositol- 0i|213688382 291132 100 (H) 90,25/5,33 94,18/6,21 59 7/8 - l -

glicano

Para informacién detallada ver la Tabla 7 y 8.2 De acuerdo al a base de datos de NCBI, "No. de spot de proteina como se
indica en la Figura 18 (L)Proteinas poco abundantes (H) Proteinas abundantes, “Masa experimental (kDa) y pl de los spots de
proteina identificados, “Masa teérica (kDa) y pl de las proteina identificadas en la base de datos no redundante de NCBI,
°Score de MASCOT reportado después de la blUsqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son
estadisticamente significativos (P<0.01), No. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteina, °La
relacion de cambio esta expresada como el radio del % del volumen y cada valor representa el promedio de tres mediciones
independientes. Para algunos spots de proteina la relacion de cambio no se pudo calcular debido a que la proteina estaba
ausente en el spot; esto esta marcado como 1 y |, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo
normoglucémico con dieta control, NA: Grupo normoglucémico con suplementacion de amaranto, DC: Grupo diabético con
dieta control, DA: Grupo diabético con suplementaciéon de amaranto.
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Tabla 8. Proteinas diferenciales detectadas por LC-MS/MS (Proteinas poco abundantes)

1 de suero

RIQSILSEDPKV

Relacion de cambio’ V% + DE?
Spot Mascot | PM/%C NC NC DC 2 28 2
po . b c ascol (] - ) Vs Vs Vs
No.2 Proteina No. de acceso | GenelD | Exp kDa/pl” | Teor kDa/pl scored e Péptidos alineados NA DC DA ] LI
RFWDYLRW
RLGADMEDLRN
RLQAEIFQARI
Precursor de la RGRLEEVGNQARD
anolivoproteina E gi |162287337 25728 35.788/5.23 63 9/28 RSKMEEQTQQIRL
19 peltpop 40.00/5.1 RTANLGAGAAQPLRDRA - - -5.2192
KGWFEPLVEDMQRQ
RNEVNTMLGQSTEELRS
RIKGWFEPLVEDMQRQ T
Precursor de la cadena ’ RYLQDIYTSNKQ
gama del fibrindgeno 91161098186 | 24367 50.247/5.85 42 25 | KYEALLLTHESSIRY
KTLFSVLPGLKM
Precursor de la cadena RVLGIDYPATRE
I 0i|126722991 54404 111 5/6 KAVLSAVELLDKS
pesadai:tirc_jsllf;nhlbldor 103.862/5.82 KLRDQGPDVLLAKY
RADTVQEATFQVELPRK
Precursor de la cadena ’ RTSTADYAMFRV
43 gama del fibringeno 01161098186 | 24367 180.00/5.47 50.247/5.85 " 27| KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS ! ) )
Precursor de la isoforma RDTANLFPHKS
1 de la ceruloplasmina gi 1401461786 24268 121.387/5.39 42 4/5 KGQFPLSIQPMGVRF
Precursor de la isoforma gi 1401461788 24268 124.393/5.42 42 4/5 KALYSEYTDGTFTKT
2 de la ceruloplasmina RMFTTAPENVDKEDEDFQESNKM
Precursor de la . RLGPLVEQGRQ
apolipoproteina E 0i 162287337 | 25728 35.788/5.23 36 2/5 RLOAEIFQARI
RTSTADYAMFRV |
Precursor de la cadena ’ KESGLYFIRPLKA
47 gama del fibrinégeno gi |61098186 24367 | 220.60/5.90 | 50.247/5.85 112 4/13 KYEALLLTHESSIRY - l 1
KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS
Precursor de la
49 | paraoxonasa/arilesterasa gi 54292130 84024 | 45.40/4.17 | 39.561/5.06 26 2/5 KILLMDLNEKE - - 1 i T i
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Tabla 8. Continuacién

Resultados

Relacion de cambio’ V% + DE?
Spot . b ¢ | Mascot | PM/%C - . NC vs NC vs DC vs £ 28 7
No.2 Proteina No. de acceso | GenelD | Exp kDa/pl” | Teor kDa/pl scored e Péptidos alineados NA DC DA ] LI
KNSLFDFQKN
Precursor de la isoforma KRLEVDIDIKI
1 de la cadena alfa del KSQLQEGPPEWKA
fibrinégeno gi 56797757 361969 87.37/5.52 169 9/15 KMSPVPDLVPGSFKS
Precursor de la isoforma | gi 144922622 | 361969 60.98/7.11 9/22 RMHPELGSFYDSRF
2 de la cadena alfa del KGLIDEANQDFTNRI
fibrinégeno RGDFANANNFDNTFGQVSEDLRRR
71 40.60/7.14 KTSDSDIFTDIENPSSHVPEFSSSSKT - l -
RQDGSVDFGRK
KEDGGGWWYNRC
Precursor de la cadena . RIGPTELLIEMEDWKGDKY
beta del fibrin6geno gi |158186678 24366 54.82/7.90 89 6/21 RKEEPPSLRPAPPPISGGGYRA
KGGETSEMYLIQPDTSSKPYRV T
RTMTIHNGMFFSTYDRDNDGWVTTDP
RK
Precursor de la isoforma
1de Ia;ggd[ena alfa del KNSLFDFQKN '|'
Precursor de e isoforma | 91156797757 | 361969 87.34/5.52 63 5/6 | RFGSLTSNFKE 10301
74 2 de la cadena alfa del gi 1144922622 | 361969 | 49.00/6.69 60.98/7.11 63 5/9 KDVRDQLIDMKR ’7 - -
fibrinbgeno gi |158186678 24366 54.82/7.90 33 5/12 KMSPVPDLVPGSFKS
Precursor de la cadena KGLIDEANQDFTNRI L
beta del fibrinégeno
. ) KAYFQNAQERL
86 Pre_protelna, dela gi |6978517 25649 3.97/4.14 11.48/6.23 40 2/19 RTGTNLMDFLSRL - - 1
apolipoproteina A-
Precursor de la isoforma KNSLFDFQKN
1 de la cadena alfa del RFGSLTSNFKE
fibrin6geno gi 56797757 | 361969 87.34/5.52 140 6/8 | KAQQIQVLQKD
Precursor de la isoforma | i 144922622 | 361969 60.98/7.11 140 6/11 KMSPVPDLVPGSFKS
2 de la cadena alfa del RMHPELGSFYDSRF
fibrinégeno KGLIDEANQDFTNRI
91 37.00/6.35 KIRPVFPQQ - - 1
KGFGNIATNEDTKK
Precursor de la cadena . RQTLLNHERPIKN
beta del fibrinégeno gi [158186678 24366 54.82/7.90 124 7115 KTENGGWTVIQNRQ
KGFGNIATNEDTKKY
KAHYGGFTVQTEANKY

RIGPTELLIEMEDWKG

aNo. de spot de acuerdo al indicado en la Figura 18, "Masa experimental (kDa) y pl de los spots de proteina identificados,

‘Masa tedrica (kDa) y pl de las proteinas identificadas en la base de datos no redundante de NCBI, “Score de MASCOT
reportado después de la busqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son estadisticamente significativos
(P<0.01), °No. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteina, ‘La relacion de cambio esta expresada
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como el radio del % del volumen y cada valor representa el promedio de tres mediciones independientes. change is expressed
as a ratio of the vol% and each value represents the mean value of three independent measurements. Para algunos spots de
proteina la relacién de cambio no se pudo calcular debido a que la proteina estaba ausente en el spot; esto esta marcado
como 1y {, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo normoglucémico con dieta control, NA:
Grupo normoglucémico con suplementacién de amaranto, DC: Grupo diabético con dieta control, DA: Grupo diabético con
suplementacion de amaranto.
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Tabla 9. Proteinas diferenciales detectadas por LC-MS/MS (Proteinas abundantes).

Spot
No.?

Proteina

No. de acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
score”

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs NC vs DCvs
NA DC DA

V% + DE®
[
=z =2
u

mDC

|_InY:Y

42

Precursor de serpin A3K

0i[266407

24794

Precursor de serpin A3L

0i[2507387

299282

18.66/4.43

46.76/5.31

539

8/26

RKIFSQQADLSRI
KIAELFSELDERT
KEQPILSEFQEKT
KDSTMEEILEGLKF
RTSMVLVNYLLFKG
RALYQAEAFVADFKQ
KMQQVESSLQPETLKKW
KAVLDVDETGTEGAAATAVTAALKS

46.42/5.48

442

9/24

KEVLPELGIKK
KVFSQQADLSRI
KFSISTDYSLKE
KDLYVSQVVHKA
KIAELFSDLEERT
KEQPILSEFQEKT
KDSTMEEILEGLKF
RTSMVLVNYLLFKG
KMQQVESSLQPETLKKW

-2.5367

46

Precursor del inhibidor 3
alfa-1

gi 1112893

297568

Precursor del T-
kinin6geno 1

gi [80861401

24903

Precursor de la
murinoglobulina 1

gi [12831225

497794

21.80/5.15

165.04/5.70

75

32

KMLSGFIPLKPTVKK
KTPSVTVQSSGSFSQKF
KALMAYAFALAGNQEKR

48.82/6.29

63

4/11

KHTHLFALRE
KDGAETLYSFKY
RAGPAPDHQAEASTVTS
KYNAELESGNQFVLYRV

166.59/5.68

37

32

KMLSGFIPLKPTVKK
KTPLVTIQSSGSFSQKF
KTLMAYAFALAGNQEKR

- -2.1463 !

65

Precursor de la
murinoglobulina 2

gi [50657404

408236

Precursor de la
murinoglobulina 1

gi [12831225

497794

212.50/4.99

162.85/6.15

56

32

KVLIVEPEGIKK
RDTEELTYSVPYGRE
KALMAYAFTLAGNQEKR

166.59/5.68

54

32

KVLIVEPEGIKK
RDTEELTYSVPYGRE
KTLMAYAFAYALAGNQEKR

- -2.7027 -

T

67

Precursor de la albimina
de suero

gi [158138568

24186

261.25/5.00

70.71/6.09

52

2/4

KAPQVSTPTLVEAARN
KLGEYGFQNAVLVRY
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Tabla 9. Continuacion.

Resultados

Spot
a

No. Proteina

No. de
acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
score”

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs NC vs DCvs
NA DC DA

V% + DE®
[
=z =2
u

moc
[ TaY

Precursor de serpin A3L

0i 2507387

299282

Precursor de serpin A3K
68

gi [266407

24794

Precursor de la
murinoglobulina 1

gi |12831225

497794

7.87/4.56

46.42/5.48

75

2/5

KIAELFSDLEERT
KEQPILSEFQEKT

46.76/5.31

69

2/5

KIAELFSELDERT
KEQPILSEFQEKT

166.59/5.68

42

42

KVLIVEPEGIKK
KVLIVEPEGIKKE
RDMGLTAFTNLKI
KMLSGFIPLKPTVKK

Precursor de la

70 f
serotransferrina

gi |61556986

24825

98.50/6.94

78.51/7.14

126

9/13

RTVLPADGPRL
RIPSHAVVARN
RDGGGDVAFVKH
KDLLFRDDTKC
KDFQLFGSPLGKD
KHTTIFEVLPQKA
KASDSSINWNNLKG
RLYLGHSYVTAIRN
RTAGWNIPMGLLFSRI

1

Precursor de serpin A3K

gi [266407

24794

73
Precursor de la
glicoproteina alfa-2-HS

gi (6978477

25373

Precursor de serpin A3L

gi [2507387

299282

17.83/4.66

46.76/5.31

161

8/21

KDSLRPRI
RDTLPHEDQGKG
RKIFSQQADLSRI
KIAELFSDLDERT
KDSTMEEILEGLKF
RTSMVLVNYLLFKG
RALYQAEAFVADFKQ
KMQQVESSLQPETLKKW

38.78/6.30

115

4/16

KATLIHRL

RLGGEEVSVACKL
KVGQPGDAGAAGPVAPLCPGRV
RHAFSPVASVESASGEVLHSPKV

46.42/5.48

113

5/14

KFSISTDYSLKE
KKVFSQQADLSRI
KDSTMEEILEGLKF
RTSMVLVNYLLFKG
KMQQVESSQPETLKKW
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Spot
No.?

Proteina

No. de acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
score”

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs
NA

NC vs
DC

DCvs
DA

V% + DE®
[
=z =2
u

moc
[ TaY

7

Precursor de la
antiproteinasa alfa-1

gi 51036655

24648

Precursor de serpin A3M

gi |401664566

299276

Precursor de serpin A3K

gi [2507388

24795

Precursor de serpin A3L
Precursor de serpin A3K

gi [2507387
gi [266407

299282
24794

15.83/4.66

46.26/5.70

375

9/33

KLSISGTYNLKT
KRPFNPEHTRD

KMQHLEQTLTKD
KISSNLADFAFSLYRE
RKISSNLADFAFSLYRE
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF
KNNYHSEAFSVNFADSEEAKKY
KFDHPFIFMIVESETQSPLFVGKV
KAFHHLLQTLNRPDSELQLNTGNGLF
VNN

46.92/5.46

139

4/11

RDVFSQQADLSRI
KGNTLEEILEVLRF
RTSMVLVNYLLFRG
RMQQVEASLQPETLKK

46.79/5.33

133

3/8

KKLINDYVSKQ
KGNSMEEILEGLKF
RDEIQISTGNALFIEKR

46.42/5.48
46.76/5.31

44
a4

2/6
2/6

RTSMVLVNYLLFKG
KMQQVESSLQPETLKK

-2.1070

-2.0622

14

78

Precursor de la albimina
de suero

gi |158138568

24186

Precursor de la
glicoproteina 1 beta-2

0i 57528174

287774

17.50/6.13

70.71/6.09

178

8/15

KTNCELYEKL
RFKDLGEQHFKG
RFPNAEFAEITKL
KAPQVSTPTLVEAARN
KYMCENQATISSKL
KLGEYGFQNAILVRY
KDVFLGTFLYEYSRR
RRHPYFYAPELLYYAEKY

39.74/8.58

25

2/5

RITCPPPPIPKF
KKATVLYQGQRV

80

Precursor de serpin A3L

gi [2507387

299282

Precursor de serpin A3K

gi |266407

24794

5.57/4.08

46.42/5.48

170

4/11

KIAELFSDLEERT
KEQPILSEFQEKT
RTSMVLVNYLLFKG
RALYQAEAFIADFKQ

46.76/5.31

139

4/11

KIAELFSELDERT
KEQPILSEFQEKT
RTSMVLVNYLLFKG
RALYQAEAFVADFKQ
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Relacion de cambio’ V% + DE?
Spot ] b ¢ | Mascot | PM/%C - ) NCvs NCvs DCvs | 2 2 B8 &
No.2 Proteina No, de acceso | GenelD | Exp kDa/pl” | Teor kDa/pl score” e Péptidos alineados NA DC DA u u u
RYYQTIEIPPKS
KSSVAVPYVIVPLKI
Precursor C3 del ) RSDVDEDIIPEEDIISRS
complemento gi |158138561 24232 187.75/6.06 404 6/6 RILLQGTPVAQMAEDAVDGERL
RSHFPESWLWTIEELKEPEKN
89 19.00/5.13 RTLDPEHLGQGGVQREDVPAADLSD - ! - -
QVPDTDSETRI
L, RFPNAEFAEITKL
Prec”rs‘gedseugg'b”m'“a gi [158138568 | 24186 70.71/6.09 74 3/6 | KAPQVSTPTLVEAARN
KDVFLGTFLYEYSRR
KLVQEVTDFAKT
Precursor de la albimina ; RFPNAEFAEITKL
de suero gi |158138568 24186 70.71/6.09 178 5/10 KLGEYGFQNAILVRY
KDVFLGTFLYEYSRR
RRHPYFYAPELLYYAEKY
KHTHLFALRE
Precursor del T- . KKDGAETLYSFKY
kininogeno 1 gi 80861401 24903 48.82/6.29 111 5/16 RAGPAPDHQAEASTVTS
KKYNAELESGNQFVLYRV
90 23.37/5.25 KEALGHSIAQLNAQHNHIFYFKI - l -
Precursor del inhibidor 3
. KTPSVTVQSSGSFSQKF
alfa-1 gi 112893 297568 165.04/5.70 73 2/2 KALMAYAFALAGNQEKR
Precursor de la ) KTPLVTIQSSGSFSQKF
murinoglobulina 1 gi |12831225 497794 166.59/5.68 73 3/3 KTLMAYAFALAGNQEKR
KQQONSHGGFSSTQDTVVALDALSKY
KTPSVTVQSSGSFSQKF
m'fjfﬁgéfggﬂﬁfz gi [50657404 | 408236 162.85/6.15 | 39 33 | KALMAYAFTLAGNQEKR l
KQONSHGGFSSTQDTVVALDALSKY
KFPVFMGRV
RHKFPVFMGRV
KKMMASFLYKN
Precursor del inhibidor de | - KSNLEDILSYPKD
la proteasa C1 de plasma gi 140018558 295703 55.80/5.54 363 9/19 KSSQDMLSIMEKL
KFQPTYVMMPRI
92 34.5/4.26 KKYPLALFNDQTLKA - l - T
RDSSEATLSEALTDFSVKL
KGVTSVSQIFHSPDLAIRD
Precursor de la itg_L?ETgIFEN
subunidad 2 de la gi [157819231 | 303861 63.36/5.94 66 a/7 RVHHLEPDAFGGLPRL
carboxipeptidasa N RTLNLAQNLLTOLPKG
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Spot
No.?

Proteina

No. de acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot | PM/%C
e

score® Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs
NA

NC vs
DC

DCvs
DA

V% + DE®
[
=z =2
u

mDC

|_InY:Y

94

Precursor de la cadena
gama del fibrin6geno

gi 61098186

24367

54.62/5.66

50.24/5.85

RDNCCILDERF
RYLQDIYTSNKQ

KESGLYFIRPLKA
KYEALLLTHESSIRY
KEGFGHLSPTGTTEFWLGNEKI
KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS

149 6/19

99

Precursor de la albimina
de suero

gi |158138568

24186

125.83/6.33

70.71/6.09

KLVQEVTDFAKT
RFKDLGEQHFKG
RFPNAEFAEITKL
RHPDYSVSLLLRL

244 9/18 | KTVMGDFAQFVDKC
KGLVLIAFSQYLQKC
KDVFLGTFLYEYSRR
RLPCVEDYLSAILNRL
RRHPYFYAPELLYYAEKY

100

Precursor de la cadena
pesada H4 del inhibidor
inter-alpha

0i 126722991

54404

Precursor de la
fosfolipasa D especifica
de fosfatidilinositol-
glicano

gi [213688382

291132

Precursor de la cadena
pesada H3 del inhibidor
inter-alfa-tripsina

gi 8393899

50693

90.25/5.33

103.86/5.82

RLGMYELLLKV
RVLGIDYPATRE
KIPAQGGTNINKA
RYNFQHHFKG
KAVLSAVELLDKS
KKTLFSVLPGLKM
KLRDQGPDVLLAKV
KVTISLLSLDDPQRG
KLFVDINQGLEVVGKY
KAHIQFKPTLSQQRK
KTTFELIYQELLQRR
RADTVQEATFQVELPRK
KSQNEQDTVLDGDFTVRY
KVVEQEGTTPEESPNPDHPRA

633 14/18

94.18/6.21

RIYDNLYGRK
RGIVAAFYSHPRR
RALQFLQLQDGRI

59 7/8 | RWYVPIQDLLRI
KAQYVLISPEASSRF
RRWYVPIQDLLRI
KTQPALLSTFSGDRRF

99.38/5.85

KATPANLEEARA

58 212 RSMTNINDGLLRG
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Spot
No.?

Proteina

No. de acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
score”

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs
NA

NC vs
DC

DCvs
DA

V% +DE?

ENC

NA
moc
[ TaY

101

Precursor del inhibidor 3
alfa-1

0i 1112893

112893

Precursor de la
murinoglobulina 1

gi 12831225

497794

Precursor de la albimina
de suero

gi |158138568

24186

Precursor del T-
kinin6geno 1

gi [80861401

24903

23.2/4.96

165.04/5.70

361

8/6

KYGAATFSKS
KQQPAFALKV
KMLSGFIPLKPTVKK
KTPSVTVQSSGSFSQKF
KALMAYAFALAGNQEKR
KEDNSIHWERPQKPTKS
RLTAQPAPSPEDLALSMGTIKW
KEAIKEDNSIHWERPQKPTKS

166.59/5.68

108

6/5

KYGAATFSKS

KQQPAFALKV
KMLSGFIPLKPTVKK
KTPLVTIQSSGSFSQKF
REDNSIHWERPQKPTKS
RLTAQPAPSPEDLALSMGTIKW

70.71/6.09

91

5/10

RFKDLGEQHFKG
KAPQVSTPTLVEAARN
RRHPDYSVSLLLRL
KLGEYGFQNAILVRY
RRHPYFYAPELLYYAEKY

48.82/6.29

31

2/5

KHTHLFALRE
RAGPAPDHQAEASTVTS

102

Precursor de serpin A3N

gi [2507388

24795

Precursor del inhibidor 3
alfa-1

gi |112893

297568

Precursor de la
murinoglobulina 1

0i 12831225

497794

6.00/4.93

46.79/5.33

150

5/14

KIQGLITNLAKK
RDTFQSEFYSGKR
KGNSMEEILEGLKF
KTSMVLVNYIYFKG
KALYQAEAFTADFQQSRE

165.04/5.70

136

5/3

RYNVPLEKQ
KQQPAFALKV
KMLSGFIPLKPTVKK
KTPSVTVQSSGSFSQKF
KEDNSIHWERPQKPTKS

166.59/5.68

85

6/5

KQQPAFALKV
KFQVDNSNRL

KMLSGFIPLKPTVKK
KTPLVTIQSSGSFSQKF
REDNSIHWERPQKPTKS
KQQNSHGGFSSTQDTVVALDALSKY
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Relacion de cambio’ V% + DE?
o = o b=
Spot . No. de b ¢ | Mascot | PM/%C - . NC vs NC vs DCvs | 2 = o ¢
No.2 Proteina acceso GenelD | Exp kDa/pl” | Teor kDa/pl scored e Péptidos alineados NA DC DA ] LI
RDSSTWLTAFVLKI
Precursor C4 del ’ KILSLAQEQIGDSPEKL
complemento 91 [29337194 | 24233 193.64/6.99 148 313 RVTASEPLETLGSEGALSPGGVASLLR
L
RSAILYFPKL
RDADFHVDKS
104 Precursor de la gi [51036655 | 24648 | 1341/4.96 | 46.26/570 | 147 | 7/16 ﬂl\_/llﬁgl\?\e/gﬁ\;/
antiproteinasa alfa-1 . . KRPENPEHTRD 1
KMQHLEQTLTKD
KISSNLADFAFSLYRE
Precursor del inhibidor 3 KMLSGFIPLKPTVKK
alfa-1 gi 112893 297568 165.04/5.70 54 32 KTPSVTVQSSGSFSQKF
KALMAYAFALAGNQEKR
. . RDTFQSEFYSGKR
Precursor de serpin A3N gi |2507388 24795 46.79/5.33 53 2/5 KMQQVEASLQPETLRR
KFLEEVKN
KAVLTLDERG
Precursor de la ; RSAILYFPKL
antiproteinasa alfa-1 gi [51036655 | 24648 46.26/5.70 168 6/16 KMQHLEQTLTKD
KISSNLADFAFSLYRE
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF
KAVLTLDERG
105 Proteina parecida al 13.94/5.29 RSAILYFPKL - - 1
inhibidor de proteinasa (202 gi 1930263 24648 22.87/6.06 96 5/28 KTLLDSLGITRV
aminoécidos) KMQHLEQTLTKD
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF
Precursor del inhibidor 3
alfa-1 gi|112893 | 297568 165.04/5.70 | 45 33 Eg\’l'_g‘l’:"s‘{'g\ﬁé; 0GPYK
Pre_cursor Qe la gi 50647404 | 408236 162.85/6.15 45 3/3 KNKESVVEVQTDKPMYKPGQSVKF
murinogloblina 2
Precursor de la KNLQPAIVKY
murinoglobulina 1 gi |12831225 | 497794 166.59/5.68 84 3/2 KTPLVTIQSSGSFSQKF
9 KTLMAYAFALAGNQEKR
KHTHLFALRE
106 20.86/5.33 RLLNSCEYKG - - 1
Precursor del T-kininégeno . REIPVDSPELKE
1 gi [80861401 | 24903 48.82/6.29 66 6/16 KDGAETLYSEKY
KYNAELESGNQFVLYRV
KEALGHSIAQLNAQHNHIFYFEKI
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Tabla 9. Continuacién

Resultados

Spot
No.?

Proteina

No, de acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
score”

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio

NC vs
NA

NC vs
DC

DCvs
DA

V% + DE®
[
=z =2
u

mDC

|_InY:Y

128

Precursor de la albimina
de suero

gi [158138568

24186

Precursor del T-
kininégeno 1

gi [80861401

24903

21.80/5.41

70.71/6.09

228

6/11

KLVQEVTDFAKT
RFPNAEFAEITKL
KTVMGDFAQFVDKC
KAPQVSTPTLVEAARN
RRHPDYSVSLLLRL
KLGEYGFQNAVLVRY

48.82/6.29

110

5/13

KHTHLFALRE
REIPVDSPELKE
KDGAETLYSFKY
KFSVATQICNITPGKG
KYNAELESGNQFVLYRV

135

Precursor de la
murinoglobulina 1

gi [12831225

497794

Precursor C3 del
complemento

0i [158138561

24232

72.30/5.13

166.59/5.68

61

4/3

RHGIPFFVKI
RDTEELTYSVPYGRE
KQLSFSLSAEPIQGPYKI
KNLHPLNELFPLAYIEDPKM

187.75/6.06

43

5/3

KNTLIYLEKI
RLLWESGSLLRS
RYYQTIEIPPKS
KSSVAVPYVIVPLKI
KDLNMDVSLHLPSRS

136

Precursor de la albimina
de suero

gi [158138568

24186

Precursor de la
macroglobulina alfa-1

0i 307746876

252922

4.92/6.16

70.71/6.09

182

6/13

KKQTALAELVKH
KAPQVSTPTLVEAARN
KLGEYGFQNAVLVRY
KDVFLGTFLYEYSRR
RLPCVEDYLSAILNRL
KAADKDNCFATEGPNLVARS

168.38/6.46

164

5/4

KVNTLPLNFDKA
RLADLPGNYITKV
RDLSSSDLTTASKI
KMVSGFIPVKPSVKK
KYNILPEAEGEAPFTLKV

139

Precursor de la proteina
de unién a la vitamina D

gi ]401709952

24384

20.86/5.41

55.08/5.65

203

10/19

RSLSLILYSRK
KRQLTSFIEKG
RVCSQYAAYGKE
RTQVPEVFLSKV
KQLSLLTTMSNRV
RRTQVPEVFLSKV
KDKVCQELSTLGKD
KMPNASPEELADMVAKH
RKFPSSTFEQVSQLVKE
RTKMPNASPEELADMVAKH
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Tabla 9. Continuacion

Resultados

Spot
No.?

Proteina

No. de
acceso

GenelD

Exp kDa!pr

Teor kDa/pl®

Mascot
scored

PM/%C
e

Péptidos alineados

Relacion de cambio’

NC vs
NA

NC vs
DC

DC vs
DA

V% + DE®

oo
= =

[ST
(=R~
u N

142

Precursor del inhibidor 3
alfa-1

gi 112893

297568

47.80/5.39

165.04/5.70

90

3/2

RIMQWQDVKT
KGDPIPNEQVLIKA
KNLHPLNELFPLAYIEDPKM

143

Precursor de la albimina de
suero

gi
1158138568

24186

Precursor del factor B del
complemento

gi
1218156285

294257

52.75/6.11

70.71/6.09

232

4/8

RFPNAEFAEITKL
KAPQVSTPTLVEAARN
RRHPDYSVSLLLRL
KLGEYGFQNAILVRY

86.66/6.57

94

8/11

RQQLVPSYARD
KALFVSEEGKKL
RSSDADWVTEKL
RYGLVTYATVPKV
KSTGSWSVLQTRD
KLNQISYEDHKL
KDMEDLENVFYKM
KAEGISEFYDYDVALIKL

146

Precursor de la
macroglobulina alfa-1

gi
1307746876

252922

Precursor de la albimina de
suero

gi
1158138568

24186

75.07/5.94

168.38/6.46

194

8/6

KTVSWAVTPKS
KVAEVPALVQKD
KVPDTITEWKA
KAEQGAYLGPLPYKG
KLSPQSIYNLLPQKA
KAEDITHNGIVYTPKQ
KDTVVKPVIVEPEGIEKE
RYVVLVPSELYAGVPEKV

70.71/6.09

130

a7

KLVQEVTDFAKT
RFPNAEFAEITKL
KAPQVSTPTLVEAARN
KLGEYGFQNAILVRY

aNo. de spot de acuerdo al indicado en la Figura 18, "Masa experimental (kDa) y pl de los spots de proteina identificados,
‘Masa tedrica (kDa) y pl de las proteinas identificadas en la base de datos no redundante de NCBI, ‘Score de MASCOT
reportado después de la busqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son estadisticamente significativos
(P<0.01), ®No. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteina, La relacién de cambio esta expresada
como el radio del % del volumen y cada valor representa el promedio de tres mediciones independientes. Para algunos spots
de proteina la relaciébn de cambio no se pudo calcular debido a que la proteina estaba ausente en el spot; esto estd marcado
como 1y, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo normoglucémico con dieta control, NA:
Grupo normoglucémico con suplementacién de amaranto, DC: Grupo diabético con dieta control, DA: Grupo diabético con
suplementacién de amaranto.
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A

Proceso
metabdlico de la
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Figura 19. Clasificacion e interacciones de las proteinas acumuladas diferencialmente en
plasma de rata (A) Clasificacion de las proteinas identificadas basadas en su proceso
biolégico de acuerdo a gene ontology (B) Red de interaccidn proteina-proteina usando la
base de datos STRING. Alb: albumina, C4: anafiloxtoxina C4a, Cp: ceruloplasmina, Fgb:
cadena beta del fibrindbgeno, Fga: cadena alfa del fibrinbgeno, Fgg: cadena gama del
fibrinégeno, Tf: serotransferrina, Kngl: T-kininbgeno 1, Apoe: apolipoproteina E, Apoh:
glicoproteina 1 beta-2, Apoa2: apolipoproteina A-ll, Itih3: cadena pesada H3 del inhibidor
inter-alfa-tripsina, Itihd: cadena pesada H4 del inhibidor inter-alfa, Ponl:
paraoxonasa/arilesterasa 1, Pzp: macroglobulin alfa-1, Gpld1: Fosfolipasa D especifica de
fosfatidilinositol-glicano, Cfb: factor B del complemento, Gc: proteina de union a vitamina
D, Serpinal: antiproteinasa alfa-1, Serpina3k: serpin A3K, Serpina3n: serpin A3N,
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Resultados

Serpina3m: serpine A3M, LOC299282: serpin A3L, Ahsg: glicoproteina alfa-2-HS,
LOC297568: inhibidor 3 alfa-1, Cpn2: subunidad 2 de la carboxipeptidasa N, Mugl:
murinoglobulina 1, Mug2: murinoglobulina 2.

La suplementacion con amaranto en normoglucémia y diabetes indujo la
acumulacion del la glicoproteina alfa-2-HS (spot 73 de las proteinas abundantes) y
una disminucién en la acumulacion de la apolipoproteina E (spots 19 y 43 de las
proteinas poco abundantes). Los cambios en las proteinas clasificadas en el
metabolismo de lipidos como la glicoproteina beta-2 (spot 78 de las proteinas
abundantes), apolipoproteina A-1l (spot 86 de las proteinas poco abundantes) y la
paraoxonasa/arilesterasa 1 (spot 48 de las proteinas poco abundantes) fueron
heterogéneos pero estos cambios se observaron solamente en las ratas

alimentadas con amaranto en ambas condiciones metabdlicas.

Con respecto a las proteinas involucradas en la homeostasis del hierro, se
observé una disminucion en la acumulacion de la serotransferrina (spot 70 de las
proteinas abundantes) y la ceruloplasmina (spot 43 de las proteinas poco
abundantes) en las ratas diabéticas con dieta control y suplementacion con
amaranto, respectivamente. Otra isoforma de la ceruloplasmina se acumulé en las
ratas normoglucémicas bajo suplementacién con amaranto (spot 143 de las

proteinas poco abundantes).

Las proteinas identificadas pro LC-MS/MS se cargaron en el software STRING
v9.1 para detectar las interacciones y asociaciones entre estas proteinas (Figura
19B). Se observd una interaccion cercana y abundante en la mayoria de las
proteinas. No se encontré asociacion entra la subunidad 2 de la carboxipeptidasa
N, las fosfolipasa D especifica de fosfatidilinositol-glicano, complemento C4 y la

cadena pesada 3 del inhibidor inter-alfa-tripsina con el resto de las proteinas.

66



Discusion

5. Discusion

5.1 Efecto in vitro de los hidrolizados de amaranto sobre la actividad

enzimatica de la DPPIV

En este trabajo se realizaron diferentes digestiones enzimaticas de las proteinas
de amaranto para liberar los péptidos bioactivos potenciales con actividad
inhibitoria sobre la DPPIV. Se probaron diferentes concentraciones de tripsina
para obtener diferentes grados de digestion. Particularmente se necesitaron
grandes cantidades de tripsina para poder hidrolizar las glutelinas completamente
(una relacioén 1:1); esto podria indicar cierta resistencia a la hidrélisis, como ya se
ha reportado previamente para otras proteinas de amaranto [83]. Ademas,
encontramos que el resto de las proteinas de reserva de la semilla de amaranto

contienen péptidos encriptados con una actividad inhibitoria sobre la DPPIV.

En las concentraciones utilizadas se logré obtener las ICso de los hidrolizados
tripticos de las glutelinas de amaranto. Si bien estos valores no son comparables
con la ICsq del tripéptido diprotin A, son similares a los encontrados en hidrolizados
de gelatina de piel de salmén [50]. ElI hecho de que la concentracién de péptidos
requerida para inhibir a la DPPIV sea mayor a 1 mg/mL sugiere que tal vez sea
necesario incluir alimentos con esta actividad en la dieta para poder observar un
efecto real a largo plazo. Es necesario realizar mas experimentos para determinar
la concentracion real para obtener una inhibicién significativa de esta enzima in

Vivo.

En el modelo de simulacion de la digestion gastrointestinal encontramos que el
frijol produjo la menor inhibicién sobre la DPPIV. El frijol es una leguminosa rica en
proteina y otros fitoquimicos [84]; sin embargo, es posible que las condiciones
presentes en la hidrdlisis no hayan sido efectivas para liberar péptidos inhibidores
de la DPPIV de las proteinas de frijol, en el caso de que esta semilla contenga

este tipo de péptidos. Es necesario realizar mas trabajo en esta direccién.
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La harina de amaranto reventado presentd un menor efecto inhibitorio que la
harina no procesada. Esto podria indicar que el proceso de calentamiento durante
el reventado del grano afecta la hidrdlisis y la disponibilidad de los péptidos
bioactivos, debido tal vez a una desnaturalizacion de las proteinas, una hidrolisis
espontanea, entrecruzamiento de los péptidos, fragmentacién o incluso reacciones

Maillard entre los carbohidratos y las proteinas [85].

Por otro lado, este es el primer reporte de la presencia de péptidos inhibidores de
DPPIV en trigo. El trigo es una importante fuente de proteina en el mundo. Ya se
ha reportado la presencia de péptidos bioactivos contenidos en este grano como
péptidos inhibidores de la ECA vy lunasin [86, 87]. En el trigo, las gliadinas (que se
encuentran en la fraccion de prolaminas del grano) son una de las principales
fracciones responsables de la respuesta alérgica e inflamatoria y del dafio a la
mucosa del intestino delgado en la enfermedad celiaca en pacientes sensibles al
gluten [88, 89]. El amaranto, como un pseudocereal, tiene la ventaja de ser una
semilla libre de prolaminas y por lo tanto, es una excelente alternativa para la
preparacion de alimentos libres de gluten para pacientes con enfermedad celiaca
[90].

Con respecto a la soya, ya se ha reportado la presencia de péptidos bioactivos en
las proteinas de soya con actividad anticancerigena (lunasin), hipolipidémica,
antiadipogénica y efectos antidiabéticos [67, 91, 92]. Es necesario determinar si el
efecto antidiabético de la soya se debe a una actividad inhibitoria sobre la DPPIV.
Lacroix y Li-Chan [49] encontraron mediante un analisis in silico que diferentes
proteinas de soya y trigo contienen péptidos inhibitorios de la DPPIV en sus
semillas, pero esta informacion no ha sido confirmada experimentalmente.
Nuestros resultados corroboran esta evidencia, aungue no se puede aseverar que
las secuencias que ellos reportan son las responsables de la inhibicién observada

en este trabajo.

Dentro de las secuencias identificadas por espectrometria de masas y la base de

datos biopep en las glutelinas de amaranto se encontré la secuencia IPI, también
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conocida como diprotin A, un inhibidor bien establecido de esta enzima [50, 93,
94]. A nivel molecular, el diprotin A actia como un inhibidor no covalente que se
une transitoriamente al sitio catalitico de la DPPIV y bloquea la degradacién de

cadenas polipeptidicas mas grandes como las incretinas [31].

Después del fraccionamiento de los digeridos tripiticos de las glutelinas de
amaranto por cromatografia de exclusiéon molecular se purificaron dos fracciones
con una alta inhibicion de la DPPIV. Debido al patron de actividad de la DPPIV de
las fracciones parece ser que estas dos fracciones son las responsables de la
inhibicién observada por los digeridos. Cabe mencionar que el peso molecular del
diprotin A es de 340 Da y una de las fracciones con alta actividad inhibitoria se
encuentra en el rango de tamafio de 300 Da; es muy probable que esta fraccion
contenga al tripéptido IPI, lo cual confirmaria lo observado por la base de datos
biopep y que el corte proteolitico de las proteinas de amaranto efectivamente
libera a este péptido inhibidor de la DPPIV. Es necesario secuenciar los

componentes de esta fraccion para corroborar este hallazgo
5.2 Comportamiento de la DPPIV en diferentes tipos celulares

La DPPIV se distribuye ampliamente en los 6rganos y sus niveles de expresion
varian enormemente entre tejidos. Se localiza en el endotelio y epitelio del rifidn,
higado, intestino, pancreas, bazo y placenta; asi como en suero, liquido seminal y
en una pequefa subpoblacion de células T, donde presenta diferentes funciones
[43]. En los ensayos de actividad implementados en este trabajo en dos lineas
celulares se encontré que el patrén de inhibicion fue diferente dependiendo del
tipo celular. En las células de rifidn observamos un patron similar al obtenido con
la enzima purificada con las muestras analizadas, excepto que los valores
méaximos de inhibicion fueron menores. Se cree una de las funciones de la DPPIV
en rifion es ayudar en la eliminacion de sus sustratos por la orina, los cuales tiene
que ser inactivados [35] y esto implica una funcidn catalitica. Ademas, resultados
preliminares de deteccion de transcrito de DPPIV en la linea Caki-1 muestran que

los niveles de mensajero de esta enzima aumentan al estar en presencia de los
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inhibidores probados, diprotin A e hidrolizados de glultelinas, lo cual muestra un
mecanismo compensatorio, explica que no se lograra abatir por completo la
actividad enzimética de la DPPIV y sugiere que una de las funciones principales

de la enzima en este tipo celular dependen de su actividad catalitica.

En la vasculatura se puede encontrar a la DPPIV en dos formas, una anclada la
membrana de las células endoteliales y linfocitos T y una forma soluble libre en la
circulacion, que se cree que proviene de un corte proteolitico de la forma unida a
membrana [36]. Ademas la enzima puede interactuar con otras proteinas de
membrana como la adenosin desaminasa y la proteina activadora de fibroblastos
e incluso formar tetrAmeros, que se cree ayuda a la comunicacion célula-célula
[43]. Al analizar la actividad de DPPIV en la linea celular HUVECC no se observo
ninguna inhibicion producida por los hidrolizados de amaranto, incluso con el
tripéptido diprotin A. Cabe mencionar que en general los niveles de actividad de la
DPPIV en esta linea celular fueron menores que en la linea Caki-1, esto
probablemente se deba a que las células endoteliales estén liberando a la enzima
en forma soluble y por tanto se pierda actividad enzimatica durante los lavados
previos al ensayo. Ademas existe la posibilidad que en este tipo celular la funcién
de la DPPIV no esté mediada por su actividad enzimatica sino mas bien por una
interaccién y comunicacién con otras proteinas de membrana. Es necesario
analizar los niveles de transcrito de la enzima junto con otros experimentos para

determinar la funcion de la DPPIV en las células endoteliales vasculares.
5.3 Efecto del consumo de amaranto en la diabetes

Se ha reportado un incremento en la actividad de DPPIV en suero en la diabetes
tipo 1 con una hiperglucemia moderada o severa y se cree que esto esta
relacionado con la resistencia a la insulina [95-97]. En este trabajo la induccién de
hiperglucemia se logré por un dafo directo de las células B del pancreas,
obteniendo asi una diabetes insulino-dependiente; por lo tanto era esperado
observar un incremento en la actividad de DPPIV en el grupo diabético con dieta

control. El hecho de que las ratas diabéticas suplementadas con amaranto
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redujera ligeramente la actividad de DPPIV a un nivel intermedio entre el grupo
diabético control y los grupos normoglucémicos muestra que el amaranto tiene un
efecto protector en la diabetes debido a la presencia de péptidos inhibidores de la

DPPIV y que esta reduccion no es menor que los niveles basales.

Por otro lado, no se observaron cambios en la actividad enzimatica de la DPPIV
en el rindn, y esta actividad no correlacioné con los niveles de transcrito de la
enzima. Se ha reportado previamente que la estreptozotocina (30 mg/kg) produce
un incremento en la actividad y expresion de DPPIV en el rifidn de rata [98]. La
falta de correlacion entre la expresion y actividad enzimatica en este trabajo podria
indicar que la regulacion de la expresion de DPPIV es independiente de la
actividad catalitica de la enzima en este 6rgano. Ademas, esto podria indicar que
la funcion de la DPPIV en sangre es muy diferente que la funcién en rifién, lo cual
indica la relevancia de la DPPIV en el cuerpo. La DPPIV es una proteina muy
ubicua y es responsable de la inactivacion de péptidos regulatorios como las
incretinas, quimiocinas, neuropéptidos y hormonas [35]. La DPPIV se puede
encontrar en una forma soluble o unida a membrana donde interacciona con otras
proteinas como la adenosin desaminasa, el colageno y la fibronectina [36].
Particularmente se sabe que la DPPIV modula la actividad de un intercambiador
de Na'/H" en las células proximales tubulares pero se sabe poco sobre la DPPIV

en rifién aparte de su actividad catalitica [99].
5.4 El amaranto como un regulador negativo de actividad de peptidasas

Se observd una disminucién en la acumulacion de la subunidad 2 de la
carboxipeptidasa N, el kinindgeno 1 y el inhibidor de la proteasa de plasma C1 en
las ratas diabéticas. Estas proteinas froman parte del sistema kallikreina-kinia
(KKS) y sus reguladores. La kallikreina es una serin proteasa que corta el sustrato
kinindbgeno para liberar kininas, siendo la bradicidina la mas estudiada. El KKS
tiene funciones renales (diuréticas), cardiovasculares (vasodilatacion) e
inmunoldgicas (regulacion de procesos inflamatorios) [100]. El inhibidor C1 es el

inhibidor plasmatico de la activaciéon de la kallikreina pero también es el regulador

71



Discusion

primario de la activacion de la via clasica del complemento [101]. La
carboxipeptidasa N es una metaloproteasa responsable de la inactivacién de la
bradicidina y las anafilotoxinas del complemento C3a, C4a y C5a [102].

Se observé un comportamiento similar en las proteinas del complemento C3, C4 y
el factor B en las ratas diabéticas. Esto claramente muestra una interrelacion entre
estas vias de sefalizacion y una consecuencia directa del dafio por
estreptozotocina. Se ha demostrado que la diabetes inducida por estreptozotocina
afecta el KKS, reduce la kallikreina cardiaca y renal y, por tanto reduce las kininas
[103, 104]. Cabe mencionar que analisis por STRING no mostré6 ninguna
asociacion entre la carboxipeptidasa N y la proteinas C4 del complemento con el
resto de las proteinas identificadas; aun cuando no existe una interaccion directa
entre estas proteinas, es obvio que existe una asociacion cercana entre estas vias
y el hecho de que las proteinas ligadas a las carboxipeptidasa N y complemento
C4 no se acumularan diferencialmente no significa que no participan en estos

procesos.

El fibrinbgeno estd formado por tres pares de subunidades alfa, beta y gama,
participa en la formacion del coagulo en hemorragias y ayuda a modular
reacciones celulares inflamatorias [105]. En la diabetes hay complicaciones
vasculares y se ha observado un incremento en los niveles de fribrinbgeno [106-
108]. En este trabajo se detectaron las tres unidades del fibrinbgeno en varios
spots con un comportamiento variable. Esto correlaciona con la alteracién vascular
causada por la induccion de la diabetes, la cual fue revertida por la dieta con

amaranto.

Se identificaron varios miembros de la superfamilia serpin pertenecientes al clado
A, el cual contiene proteinas extracelulares. Las serpinas tienen una extensa
variedad de funciones como reguladores de proteasas en la fibrindlisis, procesos
inflamatorios, apoptosis y coagulacion sanguinea, aunque también actidan como
chaperonas, reguladores de la presién arterial o transportadores de hormonas

[109]. La antiproteinasa alfa-1 (serpinAl) y la serpin A3 estan involucradas en la
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respuesta inflamatoria como activacion del complemento y apoptosis [110]. Estas
proteinas se identificaron en varios spots junto con otras proteinas, con diferentes
patrones de acumulacion. Las serpinas pueden formar complejos con sus
proteasas blanco e incluso pueden polimerizar y acumularse, lo cual explicaria las
diferencias en la distribucion de los spots que observamos en este experimento.
Se sabe que las mutantes en la serpinAl llevan a una polimerizacion la cual
resulta en enfisema y cirrosis, reflejando la importancia de esta familia de
proteinas en la homeostasis en inflamacion [109]. Los cambios observados en
este tipo de proteinas pueden ser resultado del dafio oxidativo producido por la

estreptozotocina como un inductor de la diabetes.
5.5 El amaranto y el metabolismo de lipidos

Las semillas de amaranto contienen alrededor de 9% de aceite [59], el cual esta
compuesto principalmente por acidos grasos insaturados, tocoferoles y esteroles
como el escualeno [111]. El escualeno es un precursor directo del colesterol y su
administracion tiene un efecto positivo en la regulacion de los lipidos plasmaticos
al promover la secrecion del colesterol en los &cidos biliares [112, 113]. Hemos
mostrado que el estado diabético inducido por la estreptozotocina incrementé el
colesterol total en suero y que el amaranto contrarresto ligeramente este efecto.
Ademas, se observo un incremento considerable en los niveles de HDL-c en las
ratas diabéticas bajo una suplementacién con amaranto. El escualeno y la fraccién

oleosa de la semilla del amaranto podrian ser responsables de estos resultados.

Varios estudios se han enfocado en determinar el efecto del escualeno presente
en el amaranto sobre el perfil de lipidos y los resultados son diversos. Se ha
reportado que el consumo de un extruido de amaranto reduce el colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el colesterol total en conejos
hipercolesterolémicos [114]. En hamsters, tanto el grano de amaranto como su
fraccion oleosa no afectaron significativamente los lipidos plasmaticos [111].
Ademas, se ha mostrado que el aceite de amaranto y el consumo de escualeno

incrementa la excrecién de &cidos biliares en las heces de hamsters, pero esto no
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tuvo un efecto hipocolesterolémico [115]. La adicién de aceite de amaranto en la
dieta de pacientes diabéticos con enfermedad cardiovascular reduce el colesterol
total, los triglicéridos, LDL-c y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) [59].
Todos estos resultados dependen aparentemente en la especie estudiada vy,
ademas es necesario considerar a las proteinas presentes en la semilla de
amaranto. Mendonga et al. [116] reportaron que el consumo de la proteina de
amaranto resulté en una disminucion en los lipidos plasméaticos de hamsters con
hipercolesterolemia, pero los mecanismos por los que el amaranto actia todavia
no se conocen y la proteGmica es una herramienta que podria ayudar a elucidar

dichos mecanismos.

El andlisis protedmico mostré6 cambios en las lipoproteinas sélo en las ratas
alimentadas con amaranto. Se encontrd que la acumulacién de la glicoproteina
beta-2 (apo H) disminuy6 en las ratas normoglucémicas bajo una suplementacion
con amaranto. Apo H se puede considerar como un marcador de enfermedad
cardiovascular, ya que esta proteina esta involucrada en la progresion de la placa
ateroesclerotica, la depuracion de triglicéridos y en la regulacion de la degradacion
de las LDL-ox. Se ha reportado un incremento de apo H en pacientes diabéticos y
se cree que su expresion puede estar relacionada con la resistencia a la insulina y
el sindrome metabdlico, sin embargo, su funcion fisiolégica no esta clara [117,
118]. En nuestro caso particular, una disminucién en la expresion de apo H podria
indicar un posible efecto preventivo del amaranto sobre la formaciéon y progresion
de la placa ateroesclerética en un estado no diabético, aunque es necesario
realizar mas experimentos para corroborar esta teoria. Por otro lado, apo A-ll y
apo E brindan estabilidad a las lipoproteinas [119-121]. Apo A-ll es la segunda
proteina mas abundantes en las HDL y, en rata, la mayoria de apo E esta
asociada con estas lipoproteinas [122]. A pesar de que en este experimento apo E
presentd una disminucion en su acumulacién, el aumento en la acumulaciéon de
apo A-ll observado en las ratas diabéticas bajo una suplementacién con amaranto

correlaciona con los cambios observados en los niveles de HDL-c.
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La paraoxonasa 1 (PON1) estuvo ausente en las ratas alimentadas con la dieta
control, pero esta proteina se detectdé en las ratas alimentadas con amaranto.
PONL1 es una enzima hidrolitica sintetizada en el higado con una amplia variedad
de sustratos [123]. En sangre, esta proteina esta asociada con las HDL y LDL
previniendo su oxidacion y presenta una funcién atero-protectora [124]. Se sabe
que los antioxidantes naturales como la glabridina, quercetina e incluso el jugo de
granada incrementan la actividad de PON1 y por tanto reducen la oxidacion de
lipidos en estas lipoproteinas [125-127]. Ademas, se ha reportado una correlacion
positiva entre las HDL que contienen apo A-ll y la actividad de PONL1 [128], lo cual
explica la acumulaciéon de estas dos proteinas en este experimento. En resumen,
estos resultados muestran que el amaranto tiene un efecto positivo en la
regulacion del colesterol en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina. Los
mecanismos moleculares asociados podrian estar asociados con una promocion
del transporte reverso del colesterol por las HDL y, presumiblemente, en una
disminucién en la oxidacion de los lipidos presentes en estas patrticulas.
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6. Conclusion

La informacion presentada en este trabajo confirma la presencia de dos tipos de
péptidos inhibidores de la DPPIV encriptados en la semilla de amaranto: péptidos
pequefios como IPI y péptidos mayores a 13 residuos que interaccionan con el
sitio de dimerizacion de la DPPIV. Este es el primer reporte que evalla la actividad
inhibitoria de la DPPIV de hidrolizados de alimentos usando un modelo de

digestidon gastrointestinal.

El comportamiento en la actividad y expresion de la DPPIV varia dependiendo de
las condiciones estudiadas, ya sea a partir de la enzima purificada, sintetizada por
lineas celulares diferentes e incluso entre tejidos como sangre y rifién, lo que
demuestra la multifuncionalidad de esta enzima como una molécula sefalizadora y

reguladora de la homeostasis.

El consumo de amaranto previene el aumento en la actividad de DPPIV en sangre
en un modelo in vivo de diabetes inducida por una destruccién de las células B del
pancreas. Esto probablemente se deba a la presencia de péptidos inhibidores de
la DPPIV en sangre después de la incorporacion del amaranto en la dieta.
Ademas, el consumo de amaranto presenta un efecto positivo en la regulacion de
los lipidos plasmaticos, particularmente en el HDL-c mediado por la expresion de
apo H, apo A-ll y PON1, una enzima antioxidante. Este es el primer estudio que
muestra algunos de los posibles mecanismos moleculares por los cuales el
amaranto ejerce un efecto positivo en la salud in vivo, particularmente en la
diabetes. Nuestros resultados justifican el uso del amaranto como un alimento

funcional en la diabetes y que no presenta complicaciones en individuos sanos.

Estos resultados representan una nueva perspectiva de los beneficios que aportan
los cereales mas alla de sus propiedades nutricionales. También es importante
tener presente que el procesamiento de los alimentos por calor podria cambiar la
estructura de la proteina y por tanto afectar la disponibilidad de las enzimas para
liberar los péptidos bioactivos. Por lo tanto es necesario desarrollar nuevas

alternativas en el procesamiento de los alimentos para preservar su bioactividad
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para su uso potencial como nuevos compuestos en la prevencién y manejo de la

diabetes tipo 2.
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Tabla 10. Composicién de las dietas para animales de laboratorio

Ingrediente* Dieta control Dieta suplementada con amaranto
Contenido energético (Kcal/g) 3,1 3,166
Contenido energético (kJ/g) 13 12,896
Proteina (%) 18,6 18,08
Lipidos (%) 6,2 5,76
Hidratos de carbono (%) 3,5 8,332
Fibra cruda (%) 3,5 2,8
Cenizas (%) 5,3 4,24
Calcio (%) 1 0,8
Fosforo (%) 0,7 0,56
Sodio (%) 0,2 0,16
Potasio (%) 0,6 0,48
Cloro (%) 0,4 0,32
Magnesio (%) 0,2 0,16
Zinc (mg/kg) 70 56
Manganeso (mg/kg) 100 80
Cobre (mg/kg) 15 12
Yodo (mg/kg) 6 4,8
Hierro (mg/kg) 200 160
Selenio (mg/kg) 0,23 0,184
Amioacidos
Acido aspartico (%) 1.4 1,12
Acido glutamico (%) 3,4 2,72
Alanina (%) 1,1 0,88
Glicina (%) 0,8 0,64
Treonina (%) 0,7 0,56
Prolina (%) 1,6 1,28
Serina (%) 1,1 0,88
Leucina (%) 1,8 1,44
Isoleucina (%) 0,8 0,64
Valina (%) 0,9 0,72
Fenilalanilalanina (%) 1 0,8
Tirosina (%) 0,6 0,48
Metionina (%) 0,6 0,48
Cisteina (%) 0,3 0,24
Lisina (%) 11 0,88
Histidina (%) 0,4 0,32
Arginina (%) 1 0,8
Triptofano (%) 0,2 0,16
Vitaminas
Vitamina A (Ul/g) 30 24



Protocolos y fichas técnicas

Vitamina D3 (Ul/g) 2 1,6
Vitamina E (Ul/kg) 135 108

Tabla 10. Continuacion

Ingrediente* Dieta control  Dieta suplementada con amaranto
Vitamina K (mg/kg) 100 80
Vitamina B; (mg/kg) 117 93,6
Vitamina B, (mg/kg) 27 21,6

Niacina (mg/kg) 115 92
Vitamina Bg (mg/kg) 26 20,8
Acido pantoténico (mg/kg) 140 112
Vitamina Bj, (mg/kg) 0,15 0,12
Biotina (mg/kg) 0,9 0,72
Folato (mg/kg) 9 7,2
Colina (mg/kg) 1200 960
Acidos grasos (%) 0,7 0,56
Palmitico C16:0 (%) 0,2 0,16
Estearico C18:0 (%) 1,2 0,96
Oleico C18:1w9 (%) 3,1 2,48
Linoleico C18:3w3 (%) 0,3 0,24
Saturados (%) 0,9 0,72
Monoinsaturados (%) 1,3 1,04
Poliinsaturados (%) 3,4 2,72

* Contenido calculado de acuerdo con la informacién nutrimental reportada en cada

producto
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Cuantificacion de proteina soluble por el método de Bradford (Bio-Rad

Protein Assay)
Fundamento

Es un método simple para la determinacion de la concentracion de proteina
solubilizada. Involucra la adicion de un colorante acidico a la solucion de proteina
y una subsecuente lectura a 595 nm con un espectrofotometro o un lector de
microplacas. La comparacion con una curva estandar provee una medida relativa
de la concentracion de proteina. Ocurre un cambio diferencial en el colorante en
respuesta a varias concentraciones de proteina. La absorbancia maxima para una
solucién acidica del colorante azul de Coomassie G-250 cambia de 465 a 595 nm
cuando existe una union con proteina. El colorante azul de Coomassie se une
principalmente a residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente
argininas. Se ha encontrado que el coeficiente de extincion de una solucion del
complejo colorante-albumina es constante en un rango de concentracion de mas
de diez veces. Por lo tanto, la ley de Beer puede aplicarse para una cuantificacion
precisa de proteina al seleccionar un radio apropiado de volumen de colorante con

respecto a la concentracion de la muestra.
Procedimiento para microplacas

1. Preparar el colorante diluyendo 1 parte de colorante con 4 partes de agua
desionizada. Filtrar a través de un papel filtro o equivalente para remover
particulas. Este colorante diluido puede ser usado por 2 semanas Si se
guarda a temperatura ambiente.

2. Preparar de tres a cinco diluciones de un estandar de proteina, el cual es
representativo de la solucion de proteina que se desea medir y por tanto
debe de diluirse en la misma solucion en la que se encuentran las
muestras. El rango lineal para este ensayo en microplaca es de 0.2 a 0.9
mg/ml aproximadamente. Las soluciones de proteina normalmente son
evaluadas por duplicado o triplicado

3. Pipetear 4 uL de cada muestra o estandar a los pozos de la microplaca
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. Agregar 200 uL de colorante diluido a cada pozo. Mezclar el reactivo con la
muestra por agitacion o pipeteo

Incubar a temperatura ambiente al menos 15 min. La absorbancia
aumentara conforme el tiempo; las muestras deben incubarse a
temperatura ambiente por no mas de una hora

Leer la absorbancia a 595nm

. Graficar los estandares de BSA o IgG (Absorbancia a 595nm vs
Concentracion) para posteriormente interpolar las lecturas de las muestras

en la curva estandar
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Cuantificacion de proteina soluble por el método de Lowry (Bio-Rad DC

Protein Assay)
Fundamento

El ensayo se basa en la reaccion de la proteina con una solucién alcalina de
tartarato de cobre y reactivo de Folin. Hay dos pasos que llevan al desarrollo de
color. La reaccion entre la proteina y el cobre en medio alcalino y la subsecuente
reduccion del reactivo de Folin por el cobre tratado con la proteina. El desarrollo
de color se debe principalmente a los aminoacidos tirosina y triptéfano, y en menor
medida a la cistina, cisteina e histidina. Las proteinas ejercen una reduccién en el
reactivo de Folin por la pérdida de 1, 2 o 3 atomos de oxigeno, produciendo asi
una o mas de varias especies reducidas posibles, que tienen un color azul

caracteristico con un maximo de absorbancia a 750 nm y un minimo a 405 nm
Procedimiento para microplacas

1. Preparar de tres a cinco diluciones de un estandar de proteina de 0.2 a 1.5
mg/mL. Se debe preparar una curva estandar cada vez que haga el ensayo.
Para mejores resultados, los estandares deben siempre prepararse en la
misma solucion que la muestra

2. Pipetear 5 uL de los estandares y las muestras a tubos nuevos y secos
Agregar 25 uL de reactivo A a cada tubo y mezclar en vortex

4. Agregar 200 uL de reactivo B a cada tubo y mezclar en vortex
inmediatamente

5. Después de 15 min, se pueden leer las absorbancias a 750 nm. Las
absorbancias seran estables al menos una hora

6. Graficar los estdndares de BSA o IgG (Absorbancia a 595nm vs
Concentracion) para posteriormente interpolar las lecturas de las muestras

en la curva estandar
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Tincion de geles de poliacrilamida con Coomassie coloidal

Solucién stock de Azul de Coomassie G-250 al 5% en agua bidestilada.
Agitar por unos minutos para dispersar el colorante. El colorante no se
disolvera completamente.

Solucién stock de Azul de Coomassie G-250 coloidal: Sulfato de amonio al
10%, acido fosforico al 1% p/p, azul de Coomassie G-250 al 0.1%.

Solucion de tefiido de Azul de Coomassie G-250 coloidal: Sulfato de
amonio al 8%, acido fosférico al 0.8%, azul de Coomassie G-250 al 0.08%,
metanol al 20%. Preparar esta solucion antes de tefiir el gel

. Fijar el gel al menos 30 min en una solucién con acido acético al 10% y
etanol al 40%

. Decantar la solucién de fijado y colocar la solucion de tefiido recién
preparada (100-300 mL por gel, dependiendo del tamafio)

. Tefiir toda la noche o mas. La tincién se intensifica gradualmente hasta por
7 dias

. Enjuagar el gel repetidamente con agua para remover el colorante residual

5. Si se va a secar el gel, sumergirlo previamente en una solucion de glicerol

al 5% y etanol al 20% por no mas de 30 min
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Tincion de geles de poliacrilamida con Sypro® Ruby Protein Gel Stain

e Realizar los pasos de fijado, tefiido y lavado en agitacion continua y suave
en un agitador orbital.

e Los contenedores de tefiido deben estar muy limpios. Se recomienda
enjuagarlos previamente con etanol. No utilizar contenedores de vidrio. Se
recomiendan recipientes de polipropileno o policarbonato.

¢ El volumen minimo de tincion recomendado es aproximadamente 10 veces
el volumen del gel.

e Cubrir el contenedor del gel durante la tincidbn y en pasos subsecuentes

para protegerlo de la luz.
Solucioén de fijado para geles 1D: Metanol al 50%, acido acético al 7%.
Solucién de fijado para geles 2D: Metanol al 40%, 10% &cido tricloro acético
Solucion de lavado: Metanol al 10%, acido acético al 7%

1. Fijar el gel con solucion de fijado por 30 min. Repetir una vez mas con
solucién nueva. Para geles de isoelectroenfoque fijar por 3 horas y lavar 3
veces con agua ultrapura por 10 min

2. Teiir con el colorante toda la noche

3. Transferir el gel a un recipiente limpio y lavarlo con solucion de lavado por
30 min. Es necesario enjuagar el gel en agua antes de capturar la imagen

del gel para prevenir corrosion al aparato
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Extraccion de ARN con el reactivo Trizol® (Thermo Fisher Scientific Inc.)

Nota: Al trabajar con el reactivo Trizol usar guantes y lentes de proteccion. Evitar
el contacto con la piel o ropa. Si es posible, trabajar en una campana de

extraccion y evitar respirar los vapores.
Reactivos:

e Cloroformo

e Isopropanol

e Etanol al 75% (en agua tratada con DEPC)

e Agua libre de ARNsas. Para prepararla utilizar frascos limpios, agregar
dietilpirocarbonato (DEPC) a una concentracion 0.01% (v/v), agitar toda la

noche y esterilizarla.

Nota: Todo el procedimiento se lleva a cabo de 15 a 30°C a menos que se indique

lo contrario

1. Determinar el tipo de muestra. El volumen de la muestra no debe de
exceder el 10% del volumen del reactivo Trizol usado para la
homogenizacion. Hay que tener cuidado de usar la cantidad apropiada de
reactivo, de lo contrario puede haber contaminacion de ADN en la muestra
de ARN aislado.

Para tejidos agregar 1 mL de Trizol por cada 50-100 mg de muestra de tejido y
homogenizar con un homogenizador de vidrio-teflon. Procesar inmediatamente

después de colectar el tejido o congelarlo.

Para células adherentes en monocapa lisar las células directamente en la placa de
cultivo agregando 1 mL de reactivo Trizol a una placa de 3.5 cm de diametro y
pasar el lisado varias veces por una pipeta. La cantidad de reactivo agregado esta
basada en el area del plato de cultivo y no en el numero de células presentes (1

mL por cada 10 cm?)
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Para suspensiones celulares colectar las células por centrifugacion y retirar el
medio. Agregar 0.75 mL de trizol por cada 0.25 mL de muestra. Lisar las células

por pipeteo

2. Remover el material insoluble del homogenado centrifugando a 12000 x g
por 10 min de 2 a 8 °C. En caso de que la muestra presente mucha grasa,
se crea una capa oleosa que debe ser removida. Transferir la solucién con
el ARN en un tubo nuevo.

3. Incubar las muestras homogenizadas por 5 min para permitir la disociacion
completa de los complejos nucleoproteinicos.

4. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada ml de Trizol, agitar vigorosamente
con la mano por 15 s e incubar por 2 0 3 min

5. Centrifugar a no mas de 12000 x g por 10 min de 2 a 8°C. La mezcla se
separa en una fase roja de fenol-cloroformo, una interfase y una fase
acuosa incolora superior. EI ARN se encuentra en la fase acuosa. El
volumen de la fase acuosa es aproximadamente el 60% del volumen de
Trizol utilizado en la homogenizacion.

6. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. Si se desea se puede guardar la
fase organica para extraer el ADN o las proteinas

7. Agregar 0.5 mL de isopropanol por cada ml de Trizol usado, mezclar e
incubar por 10 min

8. Centrifugar a no mas de 12000 x g por 10 min de 2 a 8°C. Desechar el
sobrenadante

9. Lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 75% por cada ml de Trizol utilizado y
mezclar en vortex

10.Centrifugar a no mas de 7500 x g por 5 min de 2 a 8°C. Desechar el
sobrenadante.

11.Secar la pastilla de ARN. Es importante no dejar que la pastilla se seque
completamente ya que esto afecta su solubilidad.

12.Disolver el ARN en agua libre de RNAsas y guardar a -70°C. Muestras de
ARN parcialmente disueltas tienen un radio AbSzg0/280<1.6
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Para purificar el ARN de cantidades pequefias de muestra (10% a 10*
células): Agregar 0.8 mL de Trizol. Después de la lisis, agregar cloroformo y
seguir con la separacion de fases del paso 3. Antes de la precipitacion con
isopropanol agregar de 5 a 10 pg de glicogeno libre de RNAsas como un
acarreador de la fase acuosa. Para reducir la viscosidad, disgregar el ADN
gendmico pasandolo dos veces por una jeringa de 26 calibres antes de
agregar el cloroformo. El glicbgeno permanece en la fase acuosa y es co-
precipitado con el ARN. No inhibe la sintesis de ADNc a concentraciones de
hasta 4 mg/mL y no inhibe la PCR.

Después de la homogenizacion y antes de agregar el cloroformo, las
muestras pueden almacenarse de -60 a -70°C por un mes. El precipitado de
RNA puede almacenarse en etanol al 75% por una semana de 2 a 8°C o un
afo de -5 a -20°C

.Se pueden cambiar las velocidades de centrifugacion a 2600 x g si se

incrementa el tiempo de 30 a 60 min en los pasos 5y 8
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Protocolo para la eliminacién de proteinas abundantes en plasma utilizando
el kit ProteoMiner Large-Capacity (Bio,Rad No. 163-3007)

El kit contiene los reactivos necesarios para procesar 10 muestras. Es compatible

con electroforesis 2D.

Guardar el kit a 4°C. Después de haber reconstituido el reactivo de elucion

liofilizado, guardar el material restante a -20°C hasta una semana.
Preparacion del reactivo

Para preparar el reactivo de elucidon agregue 610 pL de reactivo de rehidratacion a
un vial de reactivo de elucién liofilizado. Después de la rehidratacion, cada vial
contendréa suficiente reactivo para procesar dos muestras. Si se va a preparar un
namero impar de columnas, quedara material que sera requerido para
preparaciones subsecuentes. El material restante puede almacenarse a -20°C
hasta por una semana. Sin embargo, es recomendable usar solucion fresca cada

vez que utilice el kit.
Consideraciones de la muestra

El kit ha sido optimizado para muestras de suero y plasma (no heparinizado). La
cantidad de muestra y la compatibilidad del buffer no han sido validadas para otros
tipos de muestras. Sin embargo, ya se ha reportado el uso de este kit en otras

muestras como orina, bilis, plaguetas, extracto de glébulos rojos y clara de huevo.

Resultados con otros tipos de muestra variaran dependiendo de la cantidad de
proteina presente en la muestra; se obtienen mejores resultados con 50 mg de
proteina. Precaucion: Es importante seguir los lineamientos para el
procesamiento de muestras bioldgico infecciosas cuando se trabaje con

suero/plasma humano.

La relacion proteina-perlas es crucial para el desempefio 6ptimo del kit. El rango

dinamico de la concentracion de proteina en la muestra se reduce cuando las
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proteinas abundantes saturan sus ligandos y las proteinas poco abundantes se
unen a un numero suficiente de ligandos para permitir el enriquecimiento. Por
tanto, para obtener resultados Optimos, es importante cargar la cantidad de

proteina recomendada.
Protocolo

Este protocolo ha sido optimizado para muestras de suero o plasma con una

concentracion de proteina mayor a 50 mg/mL.
Preparacion de la columna

1. Primero remover la tapa superior y después la inferior de las columnas que

se vayan a utilizar.
Nota: No desechar las tapas. Si hay perlas en la tapa superior, volverla a
colocar después de retirar el tapon inferior y centrifugar con la tapa superior
en la columna. Para usar la tapa inferior como tapon, invertir y firmemente
colocar en el fondo de la columna.

2. Colocar la columna en un tubo de coleccion sin tapa y centrifugar a 1000 x

g de 30 a 60 s para remover la soluciéon de almacenamiento. Desechar el
material colectado.
Nota: EIl kit contiene un tubo de coleccion sin tapa por cada columna para
los siguientes pasos: preparacion de la columna, unién de la muestra y
lavado de la muestra. El kit contiene un tubo de coleccion con tapa por cada
columna para ser usado en el paso de elucién, permitiendo un facil
almacenamiento de la muestra eluida.

3. Volver a colocar la tapa inferior y agregar 600 uL de buffer de lavado, luego
volver a colocar la tapa superior.

4. Rotar la columna de un lado a otro varias veces por un periodo de 5 min.
Retirar la tapa inferior, colocar la columna en un tubo de coleccién sin tapa
y centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s para remover el buffer de lavado.

Desechar el material colectado.
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6. Repetir pasos 3y 4.

7. Retirar las tapas, colocar la columna en un tubo de coleccion sin tapa y
centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s para remover el buffer de lavado.
Desechar el material colectado.

8. Volver a colocar la tapa inferior en la columna. La columna ahora contiene

100 uL de las perlas asentadas y esta lista para unir la muestra.
Unidn de la muestra

Las muestras no deben tener precipitados. De ser necesario, centrifugar las
muestras a 10000 x g por 10 min. Evitar las proteinas agregadas en el fondo y la
capa lipidica superior al momento de recuperar la muestra. Se recomienda
agregar a la columna al menos 1 mL de muestra (con una concentracion de
proteina mayor a 50 mg/mL), ya que con volimenes menores no se obtendran

resultados 6ptimos.

1. Agregar 1 mL de muestra a la columna. Volver a colocar la tapa superior y
rotar la columna en una plataforma o en un agitador rotacional por 2 h a
temperatura ambiente.

Nota: Si se usa plasma puede haber algutinacién después de 1 h; esto es
normal y no tendra un impacto negativo en la preparacion de la muestra.

Plasma heparinizado no es compatible con este kit.
Lavado de la muestra

1. Retirar la tapa inferior, colocar la columna en un tubo de coleccion sin tapa
y centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s. Desechar el material colectado.

2. Volver a colocar la tapa inferior y agregar 600 uL de buffer de lavado a la
columna. Volver a colocar la tapa superior y rotar de un extremo a otro
varias veces en un periodo de 5 min.

3. Remover la tapa inferior, colocar la columna en un tubo de coleccion y
centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s. Desechar el material colectado.

4. Repetir los pasos 2 y 3 tres veces.
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Elucion

1. Después de haber removido todo el buffer de lavado, volver a colocar la
tapa inferior y agregar 600 uL de agua desionizada.

2. Colocar la tapa superior y rotar de un extremo a otro por 1 min.

3. Retirar las tapas, colocar la columna en un tubo de coleccion sin tapa y
centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s para remover el agua. Desechar el
material colectado

4. Colocar la tapa inferior a la columna (asegurarse de que la tapa este bien
asegurada). Agregar 100 uL de reactivo de elucién rehidratado a la columna
y volver a colocar la tapa superior. Agitar ligeramente en vortex por 5 s.

5. Incubar la columna a temperatura ambiente y agitar ligeramente en el
vortex varias veces en un periodo de 15 min.

6. Retirar las tapas, colocar la columna en un tubo de coleccion con la etiqueta
E1l y centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s. Este tubo contiene las proteinas
eluidas, no desechar.

7. Repetir los pasos 5 y 6 dos veces. (Las eluciones pueden colectarse en
conjunto o analizarse individualmente. Si se van a analizar individualmente,
serén necesarios mas tubos de coleccién que no vienen en el kit.)

8. Almacenar las elucién a -20°C o proceder o con el analisis posterior. (Para

mejores resultados, se recomienda limpiar la muestra antes de analizarla.)
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COD 12503 10 x 50 mL

CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de glucosa
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico

GLUCOSE

C€

Automated Systems

GLUCOSA
GLUCOSA OXIDASA/PEROXIDASA

FUNDAMENTO DEL METODO

La glucosa presente en la muestra origina, segln las reacciones acopladas descritas a
continuacion, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria’.

glucosa oxidasa
e

Glucosa + % 0z + HD glucénico + Hz02

peroxidasa
2 Hz0z + 4 — Aminoantipirina + Fenol ——————— Quinonaimina + 4 H0
COMPOSICION
A. Reactivo: 10 x 50 mL. Fosfatos 100 mmol/L, fenol 5 mmol/L, glucosa oxidasa > 10 UimL,
peroxidasa > 1 U/mL, 4-aminoantipirina 0,4 mmol/L, pH 7.5
CONSERVACION
Conservar a 2-8°C.

El Reactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la efiqueta, siempre que se
conserve bien cerrado y se evite la contaminacién durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Reactivo: Presencia de particulas, turbidez, absorbancia del blanco superior a 0,150 a 500
nm (cubeta de 1 cm)

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

El Reactivo esta listo para su uso.

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. El suero o plasma deben
separarse de los elementos celulares lo antes posible para evitar la glucolisis. La adicién de
fluoruro sodico a la muestra de sangre previene la glucolisis.

La glucosa en suero o plasma es estable 5 dias a 2-8°C. Los anticoagulantes como la heparina,
EDTA, oxalato o fluoruro no interfieren.

VALORES DE REFERENCIA
Suero y plasma

Neonato, prematuro 25-80 mg/dL = 1.39-4,44 mmoliL
30-90 mg/dL = 1,67-5,00 mmoliL

70-105 mg/dL = 3,88-5,83 mmol/L

MNeonato, a término

Nifios, adultos

Estos valores se dan unicamente a titulo orientativo; es recomendable que cada laboraforio
establezca sus propios intervalos de referencia.

Segin el National Diabetes Data Group (US), valores de glucosa plasmatica en ayunas
superiores a 140 mgf/dL (7,77 mmellL) obtenidos en mas de una ocasion, permiten el
diagnostico de diabetes mellitus

CALIBRACION

Se recomienda el uso de un calibrador con base de suero (Calibrador de Bioguimica, cod.
18011).

PARAMETROS DEL ENSAYO

A25 A15
GENERAL Testname GLUCOSE GLUCOSE
Analysis mode |  endpoint mon. endpoint mon.
Sample type serum serum
Units mgldL mg/dL
Reaction type increasing increasing
Decimals 0 0
Replicates 1 1
Name of assoc. constituent - -
PROCEDURE Type of reading bichrom bichrom.
Volumes Sample 3 3
Reagent 1 300 300
Reagent 2 - -
Washing 12 12
Predilution factor - -
Filters Main 505 505
Reference 670 670
Times Reading 1 300s 32s
Reading 2 - -
Reagent 2
Postdilution factor 2 2
CALIBRATION Type of calibration multiple multiple
Calibrator replicates 3 3
Blank replicates 3 3
Calibration curve - -
OPTIONS Blank abserbance limit 0.150 0.150
Kinetic blank limit - -
Linearity limit 500 500
M12503¢c-0607

BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Spain)

CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de los Sueros Control Bioquimica niveles | (cod. 18005, 18009 y 18042) y
Il (cod. 18007, 18010 y 18043), para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias
aceptables

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

Los datos siguientes se obtuvieron usando un analizader A25. Los resultados son similares a
los del A15. Los detalles sobre los datos de evaluacion estan disponibles bajo solicitud.

— Limite de deteccion: 1,6 ma/dL = 0,08 mmollL
— Limite de linealidad: 500 mg/dL = 27,5 mmol/L
— Repetibilidad (intraserie):

Concentracién media o n
84 mgfdl = 4,66 mmol/L 13% 20
260 mgfdL = 14,43 mmollL 15% 20

Reproducibilidad (interserie)

Concentracién media o n
84 mgfdl = 4,66 mmol/L 12% 25
260 mgfdL = 14,43 mmollL 14% 25

— Veracidad: Los resultados obtenidos con este procedimiento no mostraron diferencias
sistematicas cuando se compararon con un procedimiento de referencia. Los detalles de los
experimentos de comparacion estén disponibles bajo solicitud.

— Interferencias: la hemoglobina (>3 giL), la lipemia (trigliceridos >1,25 giL} y la bilirrubina (10
mg/dL} interfieren. Otros medicamentos y sustancias pueden interferir®.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

La glucosa es la principal fuente de energia del organismo. La insulina, producida en las células
de los islotes del pancreas, facilita la entrada de glucosa en las células de los tejidos. Una
deficiencia de insulina o una disminucién de su actividad ocasiona un aumento de la glucosa en
sangre.

Se encuenfran concentraciones elevadas de glucosa en suero o plasma en pacientes con
diabetes mellitus (dependiente de insulina o no dependiente de insulina) y con otras condiciones
0 sindromes?3.

La hipoglucemia puede darse como respuesta al ayuno, o bien puede ser debida a farmacos,
venenos, errores congénitos del metabolismo o gastrectomia previa2=.

El diagnostico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un Gnico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.
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COD 11539

COD 11805
1x1L

COD 11505 COD 11506
1 x50 mL

1x 200 mL 1% 500 mL

CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de colesterol
Solo para uso in vitro en el laboratorio clinico

CHOLESTEROL

C€

COLESTEROL
COLESTEROL OXIDASA/PEROXIDASA

FUNDAMENTO DEL METODO

Tanto el colesterol libre como el esterificado presentes en la muestra onginan, segin las
reacciones acopladas descritas a continuacién, un complejo coloreado que se cuantifica por
espectrofotometria’?.

. col. esterasa .
Colesterol esterificado + H:0 Colesterol + Acido graso
col oxidasa
Colesterol + % Oz + H0 Colestenona + H202
peroxidasa
2 H20z + 4 — Aminoantipirina + Fenol Quinonaimina + 4 Hz0
CONTENIDO
COD 11805 COD 11508 COD 11506 COD 11539

A Reactivo 1x50mL 1x200 mL 1x 500 mL 1x1L

8. Patrén 1x5mL 1x5mL 1x5mL 1x5mL
COMPOSICION

A. Reactivo. Pipes 35 mmoliL, colato sédico 0,5 mmoliL, fenol 28 mmollL, colesterol esterasa
> 0,2 UimL, colesterol oxidasa > 0,1 U/mL, peroxidasa > 0,8 U/mL, 4-aminoantipirina 0,5
mmollL, pH 7.0.

Patrén de Colesterol. Colesterol 200 mg/dL (5,18 mmoliL). Patron primario acuoso.
CONSERVACION
Conservar a 2-8°C.

El Reactivo y el Patron son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta,
siempre que se conserven bien cerrados y se evite la contaminacién durante su uso.

w

Indicaciones de deterioro:

— Reactivo: Presencia de particulas, turbidez, absorbancia del blanco superior a 0,200 a 500
nm (cubeta de 1 cm).

— Patron: Presencia de particulas o turbidez.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Tanto el Reactivo como el Patron estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL
— Bafio de agua a 37°C
— Analizador, espectrofotémetro o fotémetro para lecturas a 500 + 20 nm

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar.

El colesterol en suero o plasma es estable 7 dias a 2-8°C. Pueden ufilizarse como
anticoagulantes la heparina, EDTA, oxalato o fluoruro.

PROCEDIMIENTO
1. Atemperar el Reactivo a femperatura ambiente.
2. Pipetear en tubos de ensayo: (Nota 1)

Blanco Patron Muestra
Patran Colesterol (S) — 10 uL —
Muesira — — 10 pL
Reactivo (A) 1.0mL 1.0mL 1.0mL

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a femperatura ambiente (16-25°C) o
durante 5 minutos a 37°C.

4. Leer la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra a 500 nm frente al Blanco. El color es
estable durante al menos 2 horas
CALcuULOS
La concentracion de colesterol en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula general:
A Muestra
X C parin = G vuesza

A patren

Si se utiliza para calibrar el Patron de Colesterol suministrado (Nota 2):

A vuesa %200 = mgldL colesterol

% 5,18 = mmollL colesterol

A parin

VALORES DE REFERENCIA

Los sigui valores discri I i les han sido establecidos por el US National
Cholesterol Education Program y también aceptados en otros paises para la evaluacion del
riesgo de enfermedad de las arterias coronarias®

Hasta 200 mg/dL = 5.2 mmoliL Optimo
200-239 mg/dL = 5,2-6,21 mmoliL Moderado
> 240 mg/dL = > 6,24 mmoliL Elevado

M11505c-0518

CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de los Sueros Control Bioguimica niveles | (cod. 18005, 18009 y 18042) y
Il (cod. 18007, 18010 y 18043), para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboratorio debe establecer su propie programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias
aceptables.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Limite de deteccion: 0,3 mg/dL = 0,008 mmollL

— Limite de linealidad: 1000 mg/dL = 26 mmel/L. Cuando se obtengan valores superiores, diluir
la muestra 1/2 con agua destilada y repetir la medicion.

— Repetibilidad (intraserie):

Concentracion media cv n
121 mg/dL = 3,13 mmoliL 1% 20
257 mg/dL = 8,66 mmoliL 08% 20
— Reproducibilidad (interserie):
Concentracion media cv n
121 mg/dL = 3,13 mmollL 19% 25
257 mg/dL = 6,66 mmollL 10% 25

Sensibilidad analitica: 1,75 mA-dLimg = 67,6 mA-L/immol

— Veracidad: Los resulfados obtenidos con estos reactivos no muestran diferencias
sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de referencia (Nota 2). Los
detalles del estudio comparativo estan dispenibles bajo solicitud

— Interferencias: La hemoglobina (=5 glL) y la bilirrubina (>10 mg/dL) interfieren. La lipemia
(triglicéridos 10 g/L) no interfiere. Otros medicamentos y sustancias pueden inferferir®.

Estos datos han sido obtenidos ufilizando un analizador. Los resultados pueden variar al

cambiar de instrumento o realizar el procedimiento manualmente

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

El colesterol es un esteroide de alto peso molecular que contiene una estructura
ciclopentanofenantreno. El colesterol de la dieta se absorbe parcialmente y también se sintetiza
en el higado y ofros tejidos. El colesterol se transporta en el plasma en las lipoproteinas. Se
excreta a la bilis como lal o tras su fransformacién en acidos biliares.

Las concenfraciones elevadas de colesterol se asocian con un riesgo progresivamente
creciente de ateroesclerosis y enfermedad de las arterias coronarias®®

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un dnico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Este reactivo puede utilizarse en la mayoria de analizadores automaticos. Solicite
informacién a su distribuidor.

2. La calibracién con el patron acuoso suministrado puede causar sesgos, especialmente en
algunos analizadores. En estos casos, se recomienda calibrar usando un patrén de base
serica (Calibrador Bioguimica, cod. 18011y 18044).
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Protocolos y fichas técnicas

COD 11828 COD 11528 COD 11529
1x50mL 4 x50 mL 2% 250 mL
CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de triglicéridos
Sélo para uso in vitro en el laboratorio clinico

TRIGLYCERIDES

TRIGLICERIDOS
GLICEROL FOSFATO OXIDASA/PEROXIDASA

€

FUNDAMENTO DEL METODO
Los triglicéridos presentes en la muestra originan, segin las reacciones acopladas descritas a
continuacion, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria’2.
lipasa .
Triglicéridos + H:0————>  Glicerol + Acidos grasos
glicerol quinasa
Glicerol + ATP

G-3-P-oxidasa

Glicerol -3 - P + ADP

Glicerol - 3-P + 02 Dihidroxiacetona - P +H202
peroxidasa

2 H:0z + 4 - Aminoantipirina + 4 - Clorofenol ———>  Quinonaimina + 4 H.0

CONTENIDO
COD 11828 COD 11528 COD 11529
A. Reactivo 1x50mL 4% 50 mmL 2% 250 mL
S. Patrén 1x5mL 1x5mL 1x5mL
COMPOSICION

A. Reactivo: Pipes 45 mmolll, 4 - clorofenol 6 mmolll, cloruro magnésico 5 mmelil,
lipasa » 100 U/mL, glicerol quinasa > 1,5 UlmL, glicerol-3-fosfato oxidasa > 4 UimL,
peroxidasa > 0,8 U/mL, 4-aminoantipirina 0,75 mmol/lL, ATP 0.8 mmol/L. pH 7.0.

S. Patron de Triglicéridos: Glicerol equivalente a frioleina 200 mg/dL (2,26 mmol/L). Patron
primario acuoso,

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C

El Reactivo y el Patron son esfables hasta la fecha de caducidad indicada en la efiqueta,
siempre que se conserven bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Reactivo: Presencia de particulas, turbidez, absorbancia del blanco superior a 0,150 a 500
nm (cubeta de 1 cm).

— Patrén: Presencia de particulas o turbidez.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Tanto el Reacfivo como el Patron estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Bafio de agua a 37°C

— Analizador, espectrofotémetro o fotometro para lecturas a 500 + 20 nm
MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar.

Los triglicéridos en suero o plasma son estables 5 dias a 2-8°C. Los anticoagulantes como la
heparina, EDTA, oxalato o flusruro no interfieren.

PROCEDIMIENTO
1. Atemperar el Reactivo a temperatura ambiente.
2. Pipetear en tubos de ensayo: (Nota 1)

Blanco Patron Muestra
Patron Triglicéridos (S) — 10pL —
Muestra — — 10 uL
Reactivo (&) 10mL 1,0mL 1,0mL

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 15 minutos a temperatura ambiente (16-25°C) o
durante 5 minutos a 37°C

4. Leer la absorbancia (A) del Patrén y de la Muestra a 500 nm frente al Blanco. El color es
estable durante al menos 2 horas

CALCULOS
La concentracion de friglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula
general A esia

_Arwin X0 rpin = C e

Si se utiliza para calibrar el Patron de Triglicéridos suministrado (Nota 2):

A s % 200 = mg/dL triglicéridos

A Patin % 2,26 = mmoliL triglicéridos

M11528¢-0515

VALORES DE REFERENCIA

Los siguientes valores discriminantes universales han sido establecidos por el US National
Institutes of Health y también aceptados en otros paises para la evaluacion del riesgo?.

Hasta 150 mgfdL = 1,7 mmoliL Bajo
150-199 mgfdlL = 1,70-2,25 mmallL Dudoso
200-49% mgfdL = 2,26-5,64 mmoliL Alto

> 500 mg/dL = > 5,65 mmoliL Muy alto

CONTROL DE CALIDAD
Se recomienda el uso de los Sueros Confrol Bioquimica niveles | (cod. 18005, 18009 y 18042) y
1l {cod. 18007, 18010 y 18043), para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboraforio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias
aceptables

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

Limite de deteccion: 1,6 mg/dL = 0,018 mmol/L
Limite de linealidad: 600 mg/dL = 6,78 mmol/L. Cuando se obfengan valores superiores,
diluir la muestra 1/4 con agua destilada y repetir la medicion.

— Repetibilidad (intraserie):

Concentracion media cvV n
100 mg/dL = 1,13 mmoliL 1.7% 20
245 mgfdL = 2,77 mmollL 0.7 % 20

— Reproducibilidad (interserie):

C on media cv n
100 mg/dL = 1,13 mmollL 26% 25
245 mgldL = 2,77 mmollL 17% 2%

— Sensibilidad analitica: 1,2 mA-dLimg = 112 mA-Limmol

Veracidad: Los resulfados obtenidos con esfos reacivos no muestran diferencias

sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de referencia (Nota 2). Los

detalles del estudio comparativo estan disponibles bajo solicitud

— Interferencias: La hemoglobina (10 g/L) no interfiere. La bilirrubina (25 mg/dL) interfiere.
Otros medicamentos y sustancias pueden interferir®.

Estos datos han sido obtenidos utiizando un analizador. Los resultados pueden variar al
cambiar de instrumento o realizar el procedimiento manualmente

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

Los triglicéridos son ésteres de glicerol y acidos grasos que provienen de la dieta o son
sintetizados principalmente en el higado. Los triglicéridos se transporian en el plasma en las
lipoproteinas y son utilizados por el tejido adiposo, misculo y ofros. Su principal funcién es
suministrar energia a la célula.

Las concenfraciones elevadas de friglicéridos en suero pueden ser debidas a alteraciones
hepatobiliares, diabetes meliifus, nefrosis, hipoftiroidismo, alcoholismo, hiperlipoproteinemia
familiar IV y V y ofras®3.

El diagnostico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un dnico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Eslos reactivos pueden ufilizarse en la mayoria de analizadores autométicos. Solicite
informacion a su distribuidor_

2. La calibracion con el patrén acuoso suministrado puede causar sesgos. especialmente en
algunos analizadores. En estos casos, se recomienda calibrar usando un patrén de base
sérica (Calibrador Bioguimica, cod. 18011 y 18044).
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Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (ATP 1ll). NIH Publication. Bethesda: National
Heart, Lung, and Blood Institute; 2001.

4. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests, 4th ed. AACC Press, 1885

5. Friedman and Young. Effects of disease on clinical laboratory tests, 3th ed. AACC Press,
1997

BioSystems 3.A. Costa Brava 30, Barcelona (Spain)

IS0 13485 - TUV Rbeinland - Reg.: SX 60010383 0001
IS0 9001 - TUV CERT - Reg.: 01 100 669

114



Protocolos y fichas técnicas

COD 11557 1 x 80mL

CONSERVAR A 2-8°C

Reactivos para medir la concentracion de colesterol HOL
Sdlo para uso in vitro en el laboratorio clinico

CHOLESTEROL HDL DIRECT

C€

COLESTEROL HDL

DIRECTO
DETERGENTE

FUNDAMENTO DEL METODO

El colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y los
quilomicrones es hidrolizado por la colesterol oxidasa mediante una reaccion enzimética
acelerada no formadora de color. El detergente presente en el reactivo B solubiliza el colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la muestra. El colesterol de HDL se cuantifica
espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a continuacién®
col. esterasa .
Colesterol esterificado + H20 Colesterol + Acido graso
col. oxidasa
Colestenona + H202
peroxidasa

tipirina + DSBmT >

Colesterol + % Q2 + H:0

Quincnaimina + 4 H:0

2Ha02+4

CONTENIDO Y COMPOSICION

Reactivo. 1 x 60 mL. Buffer Good, colesterol oxidasa < 1 U/mL, peroxidasa < 1 U/mL, N.N-
bis(4-sulfobutil}-m-toluidina (DSBmT) 1 mmoliL, acelerador 1 mmoliL.

Reactivo. 1 x 20 mL. Buffer Good, colesterol esterasa < 1.5 U/mL, 4-amincantipirina 1
mmol/L, ascorbato oxidasa < 3.0 KUL, detergente

Calibrador HDL/LDL. Suero humano. La concentracion viene indicada en la etiqueta del vial.
Todos los componentes de origen humano han resulfado ser negativos para el anfigeno HBs y
para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, deben tratarse con precaucion como
pofencialmente infecciosos.

CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, siempre que se
conserven bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso

B

w

g

Indicaciones de deterioro: Presencia de particulas, turbidez

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Los reactivos estén listos para su uso.

Calibrador HOL/LDL: reconstituir con 1,0 mL de agua destilada. Estable 1 semanaa 28°C o

bien durante 2 meses a —18°C congelado en alicuotas.

EQUIPO ADICIONAL

— Bafio de agua a 37°C

— Analizador, especirofotometro o fotdmetro con cubeta termostatizable a 37°C para lecturas a
(longitud de onda principal) 600 + 20 nm y (longitud de onda secundaria) 700 nm + 20 nm

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar.

El Colesterol HDL en suero o plasma es estable 7 dias a 2-8°C. Como anticoagulante puede

utilizarse EDTA, litio 0 heparina sodica

PROCEDIMIENTO

. Precalentar los reactivos a 37°C durante unos minutos.

2. Pipetear en una cubeta:(Nota 1)
Reactivo A 750 uL
Muestra/Calibrador Tl
3. Mezclar e inserfarla en el portacubetas termostatizado a 37°C. Poner el cronémetro en
marcha. A los 5 minutos, leer la absorbancia (A) a 600/700 nm frente a agua destilada
4. Pipetear en la cubeta:
| Reactivo B ‘ 260 ul |
Mezclar
5. Después de 5 minutos, leer la absorbancia (Az) a 600/700 nm.
CALCULOS
La concenfracién de colesterol HDL se calcula a partir de la siguiente férmula general:
(AzrAd) Musstra
— %G Caibrade = C Mussia
(Az-A) Calirasor

M11557c-0615
Licensed under PCT/JPO0/D3B60, PCT/IPITID4442

BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Spain)
150 13485 - TUV Rhbeinland - Reg.: SX 60010383 0001

VALORES DE REFERENCIA

Las concentraciones de colesterol de HDL varian considerablemente con la edad y el sexo. El
siguiente valor discriminante ha sido recomendado para identificar individuos con elevado
riesgo de enfermedad coronaria®.

Hasta 35 mg/dL = 0,91 mmolL
> 60 mg/dL = > 1,56 mmoliL

Riesgo elevado
Riesgo bajo

CONTROL DE CALIDAD
Se recomienda el uso de los Sueros Control de Lipidos niveles | (cod. 18040) y Il (cod. 18041)
para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboraforio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como
procedimientos de correccion en el caso de que los confroles no cumplan con las tolerancias
aceptables.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

— Limite de deteccion: 0,5 mg/dL = 0,01 mmollL.
— Limite de linealidad: 200 mg/dL = 5,18 mmol/L.
— Repetibilidad (intraserie):

Conoentracion media cv n
32,9 mg/dL = 0,85 mmollL 08% 20
50,6 mg/dL = 1,31 mmollL 05% 20

— Repreducibilidad (interserie)

Concentracin media cv n
32,8 mg/dL = 0,85 mmollL 13% 40
50,0 mg/dL. = 1,30 mmoliL 15% 40

—Veracidad: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran diferencias
sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de referencia. Los detalles del
estudio comparativo estan disponibles bajo solicitud.

— Interferencias: Hemoglobina (10 g/L), lipemia (triglicéridos 18 g/L) y la bilirubina (60 mg/dL)
no interfieren. Otros medicamentos y sustancias pueden interferir®.

Estos datos han sido obtenidos utilizando un analizador. Los resultados pueden variar al

cambiar de instrumento o realizar el procedimiento manualmente:

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

Las HDL participan en la captacién del colesterol de los fejidos y en su transporte hacia el
higado donde se elimina en forma de &cidos biliares

Existe una correlacion positiva entre concentraciones bajas de HDL-colesterol en plasma y la
incidencia de aterosclerosis, base del infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares®?.

Existen diversos estados patolégicos o influencias asociades con niveles reducidos
de HDL: enfermedades hepatocelulares agudas o cronicas, hiperalimentacion intravenosa,
malnutricién severa, diabetes, anemia crénica, alteraciones mieloproliferativas, enfermedad de
Tangier, analfalipoproteinemia, estrés agudo, algunos medicamentos y el tabaco*?

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un dnico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Se pueden modificar los volimenes de muestra y reactivos, manteniendo la misma
proporcién

2. Estos reactivos pueden uilizarse en la mayoria de analizadores automaticos. Solicite
informacion a su distribuidor.
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Cell Line Designation: Caki-1
ATCC" Catalog No. HTB-46

Table of Contents:

e Cell Line Description

e Biosafety Level

e Use Restrictions

e Handling Procedure for Frozen Cells
o Handling Procedure for Flask Cultures
e Medium Renewal

e Complete Growth Medium

e Cryoprotectant Medium

e References

* Replacement Policy

® Specific Batch Information

Cell Line Description

Organism: Homo sapiens (human)

Tissue: clear cell carcinoma; kidney: metastatic site: skin

Age: 49 years

Gender: male

Ethnicity: Caucasian

Morphology: epithelial

Growth properties: adherent

Tumorigenic: yes, in nude mice: forms clear cell carcinoma in
nude mice consistent with renal primary; also forms tumors in
steroid treated hamsters

AntigenExp: Blood Type O; Rh-; HLA A9, B12, Bw35
Depositors: J. Fogh

Comments: Ultrastructural features include many microvilli, few
filaments, many small mitochondria, well developed Golgi and ER.
many lipid droplets and multilaminate bodies, secondary
lysosomes, no virus particles.

Karyotype: modal number = 68; range = 63 to 7I.
The cell line is aneuploid human, with chromosome counts in the
triploid range. The Y chromosome is absent; however, loss of the Y
chromosome is not unusual from male tumor cell lines. All normal
autosomes except chromosome N9 and NI19 are represented,
usually by two or three copies. Chromosome N9 is recognized as a
marker chromosome (M1) that is usually trisomic. Normal
chromosome NS5 is and chromosomes N10 and N16 tend to be
over-represented with respect to the copy number of other normal
chromosomes. Thirteen marker chromosomes are identified: 9q+,
(1p:?2), t((1qter>1q21::20), t(1q17q), der(1 Dt(3:11)(q21:q14), 19q+.
4q+. 4p+ and others. The chromosome counts and general
cytogenetic features are in keeping with those described by J. Fogh,
etal., J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda) 58: 209, 1977.

Note: Cytogenetic information is based on initial seed stock at
ATCC. Cytogenetic instability has been reported in the literature
for some cell lines.

Biosafety Level: 1

This cell line is not known to harbor an agent known to cause
disease in healthy adult humans. Handle as a potentially
biohazardous material under at least Biosafety Level 1
containment. This cell line has NOT been screened for Hepatitis B,
human immunodeficiency viruses or other adventitious agents. Cell
lines derived from primate lymphoid tissue may fall under the

regulations of 29 CFR 1910.1030 Bloodborne Pathogens. ATCC
recommends that appropriate safety procedures be used when
handling all cell lines, especially those derived from human or
other primate material. Detailed discussions of laboratory safety
procedures are provided in Laboratory Safety: Principles and
Practice (Fleming et al, 1995) the ATCC manual on quality
control (Hay et al., 1992), the Journal of Tissue Culture Methods
(Caputo, 1988), and in the U.S. Government Publication, Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories . 4th ed. HHS
Publication No. (CDC) 93-8395. U.S. Department of Health and
Human Services, Centers for Disease Control and Prevention.
Washington DC: U.S. Government Printing Office: 1999. The
entire text is available online at
www.cde.gov/od/ohs/biosfty/bmbl4/bmbl4toc.htm.

Use Restrictions
These cells are distributed for research purposes only.

The Memorial Sloan-Kettering Cancer Center releases the line
subject to the following: 1.) The cells or their products must not be
distributed to third parties. Commercial interests are the exclusive
property of Memorial Sloan-Kettering Cancer Center. 2.) Any
proposed commercial use of these cells must first be negotiated
with The Director, Office of Industrial Affairs, Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center, 1275 York Avenue, New York, NY
10021; phone (212) 639-6181: FAX (212) 717-3439..

Handling Procedure for Frozen Cells

To insure the highest level of viability, thaw the vial and
initiate the culture as soon as possible upon receipt. If upon arrival,
continued storage of the frozen culture is necessary, it should be
stored in liquid nitrogen vapor phase and not at =70°C. Storage at
—=70°C will result in loss of viability.

SAFETY PRECAUTION: ATCC highly recommends that
protective gloves and clothing always be used and a full face
mask always be worn when handling frozen vials. [r is
important to note that some vials leak when submersed in liquid
nitrogen and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing,
the conversion of the liquid nitrogen back to its gas phase may
result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous

force creating flving debris.

1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To
reduce the possibility of contamination, keep the O-ring and
cap out of the water. Thawing should be rapid (approximately
2 minutes).

2. Remove the vial from the water bath as soon as the contents
are thawed. and decontaminate by dipping in or spraying with
70% ethanol. A/l of the operations from this point on should
be carried out under strict aseptic conditions.

3. Transfer the vial contents to a 75 cm’ tissue culture flask and
dilute with the recommended complete culture medium (see
the specific batch information for the recommended dilution
ratio). It is important to avoid excessive alkalinity of the
medium during recovery of the cells. It is suggested that,
prior to the addition of the vial contents, the culture vessel
containing the growth medium be placed into the incubator for
at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal
pH (7.0 10 7.6).
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4. Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator. A 5%
CO, in air atmosphere is recommended if using the medium
described on this product sheet.

If it is desired that the cryoprotective agent be removed
immediately, or that a more concentrated cell suspension be
obtained, centrifuge the cell suspension at approximately 125 xg
for 5 to 10 minutes. Discard the supernatant and resuspend the
cells with fresh growth medium at the dilution ratio recommended
in the specific batch information.

Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seeded with cells (see specific batch
information) grown and completely filled with medium at ATCC to
prevent loss of cells during shipping.

1. Upon receipt visually examine the culture for macroscopic
evidence of any microbial contamination. Using an inverted
microscope (preferably equipped with phase-contrast optics),
carefully check for any evidence of microbial contamination.
Also check to determine if the majority of cells are still
attached to the bottom of the flask; during shipping the
cultures are sometimes handled roughly and many of the cells
often detach and become suspended in the culture medium
(but are still viable).

2. If the cells are still attached, aseptically remove all but 5 to
10 ml of the shipping medium. The shipping medium can be
saved for reuse. Incubate the cells at 37°C ina 5% CO, in air
atmosphere until they are ready to be subcultured.

3. If the cells are not attached, aseptically remove the entire
contents of the flask and centrifuge at 125 xg for 5 to 10
minutes. Remove shipping medium and save. Resuspend the
pelleted cells in 10 ml of this medium and add to 25 ¢m? flask.
Incubate at 37°C in a 5% CO, in air atmosphere until cells are
ready to be subcultured.

Subculturing Procedure

Volumes used in this protocol are for 75 cm’ flask: proportionally
reduce or increase amount of dissociation medium for culture
vessels of other sizes.

1. Remove and discard culture medium.

2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin-0.53mM
EDTA solution to remove all traces of serum, which contains
trypsin inhibitor.

3. Add 2.0 to 3.0 ml of Trypsin-EDTA solution to flask and
observe cells under an inverted microscope until cell layer is
dispersed (usually within 5 to 15 minutes).

Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or
shaking the flask while waiting for the cells to detach. Cells
that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate
dispersal.

4. Add 6.0 to 8.0 ml of complete growth medium and aspirate
cells by gently pipetting.

5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture
vessels.
Subcultivation Ratio: 1:2 to 1:4.

6. Incubate cultures at 37°C.

Note: For more information on enzymatic dissociation and
subculturing of cell lines consult Chapter 10 in Culture of Animal
Cells, a manual of Basic Technique by R. lan Freshney, 3rd
edition, published by Alan R. Liss, N.Y., 1994.

Medium Renewal
Two to three times weekly

Complete Growth Medium
The base medium for this cell line is ATCC-formulated McCoy’s
5a Medium Modified, Catalog No. 30-2007.
To make the complete growth medium, add the following
components to the base medium:

e fetal bovine serum to a final concentration of 10%
This medium is formulated for use with a 5% CO, in air
atmosphere.
ATCC tested fetal bovine serum is available as ATCC Catalog No.
30-2020 and ATCC Catalog No. 30-2021 (100ml).

Cryoprotectant Medium

Complete growth medium described above supplemented
with 5% (v/v) DMSO.

Cell culture tested DMSO is available as ATCC Catalog No.
4-X.

Additional Information

Additional product and technical information can be obtained
from the catalog references and the ATCC Web site at
www.atcc.org, or by e-mail at tech@atcc.org.
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ATCC Warranty
The viability of ATCC products is warranted for 30 days from the
date of shipment. If you feel there is a problem with this product,
contact Technical Services by phone at 800-638-6597 (U.S.,
Canada, and Puerto Rico) or 703-365-2700 (elsewhere) or by e-
mail at tech@atcc.org.

Disclaimers
This product is intended for laboratory research purposes only. It is
not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-
date information on this product sheet, ATCC makes no warranties
or representations as to its accuracy. Citations from scientific
literature and patents are provided for informational purposes only.
ATCC does not warrant that such information has been confirmed
to be accurate.

This product is sent with the condition that you are responsible for
its safe storage, handling, and use. ATCC is not liable for any
damages or injuries arising from receipt and/or use of this product.
While reasonable effort is made to insure authenticity and
reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for damages
arising from the misidentification or misrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for
further details regarding the wuse of this product. The
MTA is also available on our Web site at www.atcc.org.

© ATCC 2007. All rights reserved.
ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture
Collection. 07/07
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HUV-EC-C (ATCC® CRL-
1730™)

Please read this FIRST

liquid nitrogen
vapor phase

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
of F-12K Medium, Catalog No. 30-2004. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: 0.1 mg/ml heparin;
0.03-0.05 mg/ml endothelial cell growth supplement
(ECGS); adjust to a final concentration of 10% fetal
bovine serum.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: HUV-EC-C (ATCC® CRL-1730™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atcc.org
800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atoc org

Or contact your local distributor
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Q Description

Organism: Homo sapiens, human

Tissue:

umbilical vein/vascular endothelium

Disease: normal

Cell Type: endothelial

Morphology: endothelial

Growth Properties: adherent

DNA Profile:

Amelogenin: X

CSF1PO: 11,12

D138317: 9,11

D16S539: 11,12

D5S818: 11,12

D7S820: 8,12

THO1:6,9.3

TPOX: 8,11

VWA: 16

Cytogenetic Analysis: Karyology performed for one batch of CRL-1730 in 1996 reflected a hypodiploid
human cell line with a modal chromosome number of 45 occurring in 72% of the cells counted, all of which
had monosomic N13. The rate of polyploid cells among this population was 15.8%. This karyology differed
from earlier work-ups performed on the cells that showed approximately 60% of the cells retained 2
chromosomes 13. The apparent clonal variation in cultures of CRL-1730 (most likely dependent upon passage
and growth conditions) has also been noted in STR profiles with unstable alleles at D13S317 allele #9,
D13S317 allele #11, and D7S820 allele #12. Other coexisting subclones include those with 46, XX -11,-
13,i(11p).i(11q) and 46 XX,+11,-13 karyotypes. For all karyotypes performed, both X chromosomes appear
normal.

A SAFETY PRECAUTION

ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be used and a full face mask always be
worn when handling frozen vials. It is important to note that some vials leak when submersed in liquid nitrogen
and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.

‘} Unpacking & Storage Instructions

1. Check all containers for leakage or breakage.
2. Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately place the cells at a temperature
below -130°C, preferably in liquid nitrogen vapor, until ready for use.

i} Handling Procedure for Frozen Cells

Handling Procedure for Frozen Cells

To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture as soon as possible upon receipt. If
upon arrival, continued storage of the frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor
phase and not at -70°C. Storage at -70°C will result in loss of viability.

SAFETY PRECAUTION: ATCC highly recommends that protective gloves and clothing always be
used and a full face mask always be worn when handling frozen vials. Itis important to note that
some vials leak when submersed in liquid nitrogen and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the
conversion of the liquid nitrogen back to its gas phase may result in the vessel exploding or blowing off its
cap with dangerous force creating flying debris.

1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibility of contamination, keep
the O-ring and cap out of the water. Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).

2. Remove the vial from the water bath as soon as the contents are thawed, and decontaminate by dipping
in or spraying with 70% ethanol. All of the operations from this point on should be carried out under strict
aseptic conditions.

3. Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing 9.0 mL complete culture medium. and spin at
approximately 125 xg for 5 to 7 minutes.

4. Resuspend cell pellet with the recommended complete medium (see the specific batch information for the
culture recommended dilution ratio). and dispense into

5. anew culture flask. Itis important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery of the
cells. Itis suggested that, prior to the addition of the vial contents, the culture vessel containing the complete
growth medium be placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the medium to reach its normal pH
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Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
of F-12K Medium, Catalog No. 30-2004. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: 0.1 mg/ml heparin;
0.03-0.05 mg/ml endothelial cell growth supplement
(ECGS); adjust to a final concentration of 10% fetal
bovine serum.

Citation of Strain
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(7.0t0 7.6). pH (7.0t0 7.6)
6.  Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator. A 5% CO, in air atmosphere is recommended if
using the medium described on this product sheet

A Handling Procedure for Flask Cultures

Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seeded with cells (see specific batch information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells during shipping.

1. Upon receipt visually examine the culture for macroscopic evidence of any microbial contamination. Using
an inverted microscope (preferably equipped with phase-contrast optics), carefully check for any evidence
of microbial contamination. Also check to determine if the majority of cells are still attached to the bottom of
the flask; during shipping the cultures are sometimes handled roughly and many of the cells often detach and
become suspended in the culture medium (but are still viable).

2. If the cells are still attached, aseptically remove all of the growth medium except for approximately 5
to 10 mL to cover the floor of the flask. The old medium can be saved for reuse. Incubate the cells at 37°C in
a 5% carbon dioxide gas phase until they are ready to be subcultured.

3. If the cells are not attached, aseptically remove the entire contents of the flask and centrifuge at 125
xg for 5 to 10 minutes to spin down the suspended cells into a soft pellet. Remove all but 5 mL of supernatant
medium, then resuspend the cells in the remaining medium and add back to a 25 cm?flask. The old medium
can be saved for reuse. Incubate at 37°C in a 5% carbon dioxide gas phase until they are ready to be
subcultured.

§ Subculturing Procedure

Note: A high quality ECGS prepared from bovine neural tissue (Sigma Cat no. E-2759 or equivalent) should be
used to propagate CRL-1730. It is best to initiate the cells with the highest recommended concentration of
ECGS. Protocol:
1. Remove and discard culture medium.
2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA solution to remove all traces of
serum which contains trypsin inhibitor.
. Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells under an inverted microscope
until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask while waiting for the
cells to detach. Cells that are difficult to detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4. Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by gently pipetting.
5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels.
6. Incubate cultures at 37°C
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:2 to 1:3 is recommended
Medium Renewal: Two to three times per week

w

# Cryopreservation Medium

Cryoprotectant Medium
Complete growth medium described above supplemented with 5% (v/v) DMSO. Cell culture tested DMSO is
available as ATCC Catalog No. 4-X.

’ Comments

Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS) and unidentified factors from bovine pituitary, hypothalamus or
whole brain extracts are mitogenic for this line.
The cells have a life expectancy of 50 to 60 population doublings.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

@ Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty
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The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
ATCC lists the media formulation that has been found to be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactary results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an alternative medium
formulation is used, the ATCC warranty for viability is no langer valid.

HUV-EC-C (ATCC® CRL-

Disclaimers

1730™)

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product
Please read this FIRST sheet, ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature
and patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has
Temp been confirmed to be accurate.

This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use.
ATCC is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While
reasonable effort is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for
damages arising from the misidentification or misrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.atcc.org

liquid nitrogen
vapor phase

Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org
@ ATCC 2013. Al rights reserved. ATCC s a registered trademark of the American Type Culture Collection. [01/28]

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Complete Growth Medium

The base medium for this cell line is ATCC-formulated
of F-12K Medium, Catalog No. 30-2004. To make the
complete growth medium, add the following
components to the base medium: 0.1 mg/ml heparin;
0.03-0.05 mg/ml endothelial cell growth supplement
(ECGS); adjust to a final concentration of 10% fetal
bovine serum.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following

manner. HUV-EC-C (ATCC® CRL-1730™)

American Type Culture Collection
PO Box 1549

Manassas, VA 20108 USA

www. atce.org

800.638.6597 or 703.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Tech@atce.org

Or contact your local distributor
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For life science research only.
Not for use in diagnostic procedures.

Cell Proliferation Kit | (MTT)

Colorimetric assay (MTT based) for the non-radioactive quantification of cell proliferation and viability

Cat. No. 11 465 007 001
1 Kit (for 2,500 tests)

Version 17
Content version: September 2005

Store at —15t0 -25°C

1. Kit contents

Botile Label Contents

1 MTT labeling reagent  |= 5 vials containing 5 ml MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid) labeling
reagent (1x),

= 5 mg/ml in phosphate buffered

saline (PBS),

non-sterile

ready 1o use.

2 Solubilization solution 3 bottles with 90 ml
(1%, ready-to-use) = 10% SDS in 0.01 M HCIL.

2. Introduction

2.1 Product overview

Assay principle The assay is based on the cleavage of the yellow tetra-
zolium salt MTT to purple formazan crystals by meta-
bolic active cells (Fig. 1) (6, 7, 35).

This cellular reduction involves the pyridine nucleotide
cofactors NADH and NADPH (36). The formazan crys-
tals formed are solubilized and the resulting colored
solution 1s quantified using a scanning multiwell spec-
trophotometer (ELISA reader).

This ensures a high degree of accuracy, enables on-
line computer processing of the data (data collection,
calculation and report generation) and, thereby, allows
the rapid and convenient handling of a high number of
samples.
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Fig.1: Metabolization of MTT to a formazan salt by viable cells.
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Fig. 2: Comparison of UV-spectra of MTT labeling reagent (dotted

line) and the formazan salt after solubilization with solubilization
solution.

Basic steps

Background
information

Stage Description

1 Cells, grown in a 96 well tissue culture plate,
are incubated with the yellow MTT solution
for approx. 4 h.
2 After this incubation period, purple formazan
salt crystals are formed.
These salt crystals are insoluble in aqueous
solution, but may be solubilized by adding the
solubilization solution and incubating the
plates overnight in humidified atmosphere
(e.g. +37°C. 6.5% CO,).
3 The solubilized formazan product is spectro-
photometrically quantified using an ELISA
reader. An increase in number of living cells
results in an increase in the total metabolic
activity in the sample. This increase directly
correlates to the amount of purple formazan
crystals formed, as monitored by the absor-
bance (see Fig. 3).

The determination of cellular proliferation, viability and
activation are key areas in a wide variety of cell biolog-
ical approaches. The need for sensitive, quantitative,
reliable and automated methods led to the develop-
ment of standard assays. Such an example is based on
the capability of the cells to incorporate a radioactively
labeled substance ([* H])- thymidine), or to release a
radioisotope such as [57Cr] after cell lysis. Alternatively,
the incorporation of 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)*
in place of thymidine is monitored as a parameter for
DNA synthesis and cellular proliferation in immuno-
histo-and cytochemistry, in a cell ELISA and FACS
analysis. (kits and reagents for these applications are
available from Roche Applied Science). Cell prolifera-
tion and viability assays are of particular importance for
routine applications. Tetrazolium salts (e.g.. MTT, XTT,
WST-1) are especially useful for assaying the quantifi-
cation of viable cells, because they are cleaved to form
a formazan dye (Fig. 1; for UV absorbance spectrum,
see Fig. 2) only by metabolic active cells.
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Fig. 3: Effect of different numbers of cells on color formation (exam-
ple given, using Ag8 cells).
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Application

Storage and
stability

Advantages
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The non-radioactive, colorimetric assay system using
MTT was first described by Mosmann, T. etal. (1) and
improved in subsequent years by several other investi-
gators (2-6).

The assay is designed for the spectrophotometric
quantification of cell growth and viability (1, 3, 5-7)
without the use of radioactive isotopes.

Itis used for the measurement of cell proliferation in
response to growth factors, cytokines and nutrients
(1-3, 6, 8-12) (see fig. 4).

The MTT assay Is also useful for the measurement of
cytotoxicity. Examples are the quantification of
tumor necrosis factor-a or -b effects (13, 14). (see
fig. 5) or macrophage induced cell death (15, 16)
and the assessment of cytotoxic (17-34) or growth
inhibiting agents such as inhibitory antibodies (see
fig. 6).

For the replacement of the radioactive [*' Cr]-release
cytotoxicity assay, protocols using MTT have been
developed. The MTT assay is as sensitive as the
radioactive method, but shows a significantly lower
background especially after long term incubation
(34).

The MTT assay can also be used to study cell activa-
tion (4).

Stable at -15 to -25°C until the expiration date printed
on the label.

Note: Protect from light. Repeated thaw-freeze cycles
do not affect product stability. Precipitates may form
during shipment or storage, in which case the con-
tainer should be warmed to +37°C and thoroughly
mixed.

After thawing. the MTT labeling reagents may be
stored protected from light at +2 to +8°C for up to

4 weeks, in which case a sterile filtration of the reagent
is recommended.

Compared to radioactive isotope techniques, the Cell
Proliferation Kit | (MTT) shows the following benefits.

Benefit Feature

Safe No radioactive isotopes are used.

Accurate The absorbance revealed,
strongly correlates to the cell
number, (see fig. 3).

Sensitive Low cell numbers are detected
(see fig. 3).

Fast The use of multiwell-ELISA read-
ers allows for processing a large
number of samples.

Easy No washing steps and no addi-
tional reagents are required.

3. Protocols and required material

3.1 Assay procedure

Overview

Please refer to the following table.

Step Description Volume/ | Time/
well Temp
Perform tissue culture 100 pl 24-96 h
using 96 well micro- +37°C.
plates (tissue culture
grade, flat-bottom)
1 |Add MTT labeling 10pl |4h+37°C.
reagent and incubate
in a humidified atmo-
sphere
2 |Add solubilization 100 pl | overnight
solution and incubate +37°C

in a humidified atmo-
sphere

3 |Evaluate microplate
with the use of an
ELISA reader at 550-
600 nm with a refer-
ence wavelength of
>650 nm.

Handling instruc-
tion for larger
volumes

Protocol

3.2 Examples

If for the initial incubation of the cells a larger volume
of culture medium is required, increase the amount of
MTT labeling reagent correspondingly (e.g.. 20 pl MTT
labeling reagent, when cells are cultured in 200 pl
culture medium).

Please refer to the following table.

Note: If for the initial incubation of the cells a larger
volume of culture medium is required, increase then
amount of MTT labeling reagent correspondingly (e.g.,
20 pl MTT labeling reagent, when cells are cultured in
200 pl culture medium).

Step Action

1 | Cells are grown in microplates (tissue culture
grade, 96 wells, flat bottom) in a final volume of
100 pl culture medium per well, according to the
media needs of the cells, in a humidified atmo-
sphere (e.g.. +37°C. 6.5% CO). The incubation
period of the cell cultures depends on the partic-
ular experimental approach and on the cell line
used for the assay. For most experimental set-
ups, the incubation of cells for 24 to 96 h is
appropriate.

2 | After the incubation period, add 10 pl of the MTT
labeling reagent (final concentration 0.5 mg/ml)
to each well.

3 |Incubate the microplate for 4 h in a humidified
atmosphere (e.g., +37°C, 6.5% CO, ).

4 |Add 100 pl of the Solubilization solution into
each well.

5 |Allow the plate to stand overnight in the incuba-
tor in a humidified atmosphere (e.g., +37°C,
6.500 CO, ).

6 |Check for complete solubilization of the purple
formazan crystals and measure the spectropho-
tometrical absorbance of the samples using a
microplate (ELISA) reader. The wavelength to
measure absorbance of the formazan product is
between 550 and 600 nm according to the filters
available for the ELISA reader, used. The refe-

rence wavelength should be more than 50 nm.

3.2.1. Cell growth assay procedure

Additional
reagents required

Protocol

= Culture medium, e.g., DMEM containing 10% heat
inactivated FCS (fetal calf serum), 2 mM glutamine,
0.55 mM L-arginine, 0.24 mM L-asparagine-mono-
hydrate, 50 pM 2-mercaptoethanol, HT-media sup-
plement (1x), containing 0.1 mM hypoxanthine and
16 pM thymidine. If an antibiotic is to be used, addi-
tionally supplement media with penicillin/strepto-
mycin or gentamicin *

Interleukin-6, human (hIL-6) (200,000 U/ml, 2 pg/ml)
sterile”.

For the determination of human interleukin-6 (hlL-6) activ-
ity on 7TD1 cells (mouse-mouse hybridoma) (see fig. 4).

élep Action

1 |Seed 7TD1 cells at a concentration of 2 x 103
cells/well in 100 pl culture medium containing
various amounts of IL-6 [final concentration e.g.,
0.1-10 U/ml (0.001-0.1 ng/mD] into microplates
(tissue culture grade, 96 wells, flat bottom).
2 |Incubate cell cultures for 4 days at +37°C and
6.5% CO,.
3 |After the incubation period, add 10 pl of the MTT
labeling reagent (final concentration 0.5 mg/ml)
to each well.
4 |Incubate the microplate for 4 h in a humidified
atmosphere (e.g.. +37°C, 6.5% CO,).
5 |Add 100 pl of the Solubilization solution into
each well.

6 |Allow the plate to stand overnight in the incuba-
torin a humidified atmosphere (e.g., +37°C,
6.500 CO, ).

7 |Check for complete solubilization of the purple
formazan crystals and measure the spectropho-
tometrical absorbance of the samples using a
microplate (ELISA) reader. The wavelength to
measure absorbance of the formazan product is
between 550 and 600 nm according to the filters
available for the ELISA reader, used. The refe-
rence wavelength should be more than 650 nm.

www.roche-applied-science.com

123



124



Anexo 2

Publicaciones generadas y premios

125



126



Publicaciones generadas y premios

Capitulo de libro: Velarde-Salcedo AJ, Gonzéalez de Mejia E, Barba de la Rosa AP.
“In vitro Evaluation of the Antidiabetic and Antiadipogenic potential of amaranth
protein Hydrolysates” En: Hispanic Foods: Bioactive Compounds. Tunick M et al.
ACS Symposium Series: American Chemical Society. Washington DC, 2012

In Vitro Evaluation of the Antidiabetic
and Antiadipogenic Potential of
Amaranth Protein Hydrolysates

50
)
S

Aida Jimena Velarde-Salcedo,! Elvira Gonzalez de Mejia,?
and Ana Paulina Barba de la Rosa™!

nstituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica A. C.,
Camino a la presa San José 2055, San Luis Potosi, SLP 78216, México
2Department of Food Science and Human Nutrition, University of
Illinois at Urbana-Champaign, 228 E.R. Madigan Lab, MC-051,
1201 W. Gregory Drive, Urbana, IL 61801
“E-mail: apbarba@ipicyt.edu.mx

Obesity, which is a major recognized risk factor for type-2
diabetes, is rapidly increasing in prevalence resulting in a
“diabesity” epidemic. Diabesity represents one of the major
public health problems in the 2Ist century. Some of the
strategies that have shown to be effective in reducing type-2
diabetes incidence are exercise and a healthy diet. New drugs
that have as a target the inhibition of the enzyme dipeptidyl
dipeptidase IV (DPPIV) have been released. However some of
these drugs have secondary effects; for that reason, the food
industry is 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 North, Central and South America which
contains antihypertensive, antioxidant and cancer preventive
peptides. Also there is evidence that amaranth has some
hypoglycemic action; 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 identify the
ability of amaranth peptides to inhibit the DPPIV activity and
the effect of these peptides upon fat accumulation in mouse
adipocyte cultures.

Publication Date (Web): November 15,2012 | doi: 10.1021/bk-2012-1109.ch012

Downloaded by UNIV ILLINOIS URBANA on November 19, 2012 | http://pu

© 2012 American Chemical Society
In Hispanic Foods: Chemistry and Bioactive Compounds; Tunick, M., et al.;
ACS Symposium Series; American Chemical Society: Washington, DC, 2012.
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Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Food Chemistry CHEMISTRY
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In vitro inhibition of dipeptidyl peptidase IV by peptides derived
from the hydrolysis of amaranth (Amaranthus hypochondriacus L.) proteins

Aida J. Velarde-Salcedo®”, Alberto Barrera-Pacheco?, Samuel Lara-Gonzalez ?,
Gabriela M. Montero-Moran ?, Agustin Diaz-Gois ¢, Elvira Gonzalez de Mejia™*, Ana P. Barba de la Rosa**

*IPICyT, Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C., San Luis Potosi, Mexico

" Food Science and Human Nutrition, University of lllinois at Urbana-Champaign, IL, United States
“Centros de Salud, Jurisdiccion Sanitaria No.1, Calzada de Guadalupe 530, San Luis Potosi, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Bioactive compounds present in foods could potentially have beneficial effects on human health. In this

Received 10 April 2012 study we report the in vitro inhibitory capacity of peptides released from amaranth seed proteins after

i?ce‘veg ']“4";‘“59" r;BTZZGJ”W 2012 enzymatic digestion, against dipeptidyl peptidase IV (DPPIV); an enzyme known to deactivate incretins,

LCepte AUEOSE hormones involved in insulin secretion. Other seeds, such as soybean, black bean, and wheat were also
Available online 25 August 2012 ) e 8 . "

tested. The highest inhibition of DPPIV was observed with amaranth peptides released after simulated

gastrointestinal digestion, showing an ICso of 1.1 mg/mL in a dose-dependent manner. In silico tryptic

Keywords: ) digestion of amaranth globulins was carried out releasing peptides larger than 13 residues. Some of these
Amaranthus hypochondriacus % J R U TN ;: x

Dipeptidyl peptidase IV peptides were used for the in silico prediction of their binding modes with DPPIV. Docking models
Diabetes showed that the possible mechanism of globulin peptides to inhibit DPPIV was through blocking the
Docking modeling active dimer formation. Peptides were also found inside the major cavity where the natural substrates
Encrypted peptides reach the catalytic site of the enzyme. This is the first report of the identification of inhibitory DPPIV pep-

tides from amaranth hydrolysates and the prediction of their binding modes at the molecular level, lead-
ing to their possible use as functional food ingredients in the prevention of diabetes.
© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC). México, D.F. 2014

Tecnologias “6micas” en las ciencias ambientales y en la
busqueda de biomarcadores moleculares

“Omic” technologies in the environmental sciences and on the search

for molecular biomarkers

Aida Jimena Velarde-Salcedo y Ana Paulina Barba de la Rosa

Resumen. El término biomarcador o marcador biolégico se refiere a la medicién de
una caracteristica como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos pa-
togénicos o respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica o ambiental.
Estos incluyen a las mutaciones genéticas o polimorfismos, y cambios en péptidos,
proteinas, lipidos y metabolitos. Los indicadores o marcadores ambientales emplean
las técnicas de medicién de contaminantes en el medio ambiente y el efecto sobre dife-
rentes individuos (exposoma). Para la identificacién de los biomarcadores se emplean
las tecnologias “6micas”. En este capitulo se abordard el uso de las tecnologias “6mi-
cas”, en particular de la proteémica, para el descubrimiento de nuevos biomarcadores
relacionados con el efecto de las condiciones ambientales que influyen sobre la salud,
en especial su efecto en el desarrollo de enfermedades metabdlicas, declaradas como
las pandemias del siglo XXI. También discutiremos el uso de la protedomica como pla-
taforma para la medicion de la contaminacion ambiental.

Palabras clave: biomarcadores, exposoma, metagenomica, proteomica, salud

Abstract. The term biomarker or biological marker refers to the measurement of a
special feature as an indicator of normal or pathogenic processes or a pharmacologi-
cal response to a therapeutic intervention. Such attributes include genetic mutations,
polymorphisms, and changes in peptides, proteins, lipids, and metabolites. Environ-
mental markers or indicators to environmental exposures use techniques based in the
detection and measurement of pollutants in an ecosystem and their effect upon di-
fferent individuals; this is called the “exposome”. In this field “omics™ are very useful
for the identification of biomarkers. In this chapter, we will discuss the use of “omics”
technologies, particularly proteomics, for the discovery of new biomarkers related to
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Articulo de investigacion: Pérez-Aguilar S, et al. 2014. G protein-coupled receptors
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306(5): H699-H708. Este articulo es de libre acceso y puede ser consultado en la
siguiente liga: http://ajpheart.physiology.org/content/306/5/H699.full-text.pdf+html

Am J Physiol Heart Circ Physiol 306: H699-H708, 2014,
First published December 20, 2013; doi:10.1152/ajpheart.00481.2013.

G protein-coupled receptors mediate coronary flow- and agonist-induced

responses via lectin-oligosaccharide interactions

Sandra Perez-Aguilar,' David Torres-Tirado,' Guadalupe Martell-Gallegos,' Jimena Velarde-Salcedo,”
Ana Paulina Barba-de la Rosa,? Maureen Knabb,® and Rafael Rubio’

'Depﬂrmmento de Fisiologia, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, San Luis Potosi, Mexico; ijpﬂrmmenm de
Biologia Molecular, Instituto Polosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, San Luis Potosi, Mexico; and *Department
of Biology, West Chester University, West Chester, Pennsylvania

Submitted 19 June 2013; accepted in final form 18 December 2013

Perez-Aguilar S, Torres-Tirado D, Martell-Gallegos G, Ve-
larde-Salcedo J, Barba-de la Rosa AP, Knabb M, Rubio R. G
protein-coupled receptors mediate coronary flow- and agonist-induced
responses via lectin-oligosaccharide interactions. Am J Physiol Heart
Circ Physiol 306: H699-H708, 2014. First published December 20,
2013; doi:10.1152/ajpheart.00481.2013.—Blood flow acts parallel to
the coronary luminal endothelial surface layer (LESL) and modulates
multiple parenchymal functions via the release of paracrine agents.
Evidence indicates that the LESL may be a flow-sensing organelle and
that perhaps through flow-induced lectin (L)-oligosaccharide (O) com-
plex formation (L-O) participates in this process. LESL integrins and
selectins are both lectinic and flow sensitive, but the L properties of
flow-sensitive G protein-coupled receptors (GPCRs) are unknown.
Therefore, we investigated the presence of L in the LESL and
hypothesized that if flow-sensitive GPCRs are L, flow and O will
determine their response to receptor activation. The LESL protein
fraction isolated from guinea pig hearts was passed through an affinity
chromatography column made of three sugars, mannose, galactose,
and N-acetylglucosamine, and the lectinic fraction was eluted. Im-
mune dot blot was used to identify L proteins in the LESL fraction.
Our results indicate the following. /) Two-dimensional SDS-PAGE
(2D-SDS-PAGE) of the LESL lectinic fraction revealed at least 167
Ls. 2) Among these Ls, we identified three selectins and the GPCRs:
angiotensin II, bradykinin (B2-R), adenosine A, and A», prolactin,
endothelin, a,-adrenergic (x1A-R), thromboxane A, B,-adrenergic,
Bs-adrenergic, and insulin receptors; the first six GPCRs are known to
be flow sensitive. 3) The amplitude of receptor-induced vascular
responses by alA-R and B2-R activation (phenylephrine or brady-
kinin, respectively) was a function of flow and O (hyaluronidate). Our
results support a novel mechanism of GPCR-mediated responses to
flow via L-O interaction.

flow sensitivity requirements; G protein-coupled receptors; lectins and
sugars of glycocalyx; mechanosensors; regulatory extracellular matrix

THE DETAILED MOLECULAR and physical mechanisms by which
endothelial cells transduce flow into biochemical responses are
not well understood (2, 3a, 9. 28, 33, 35, 37, 38,40, 41, 48, 49).
Part of the problem is the measurement and identification of the
flow-sensing signals as well the transducing molecule(s) that
first and directly responds to flow; the “true mechanosensor” is
unknown. Although several cell-specific molecules have been
found to respond to mechanical stimuli (1. 2, 9, 24, 26, 31, 33,
34, 38, 39, 41, 45, 46, 48. 49, 54, 58). it has not been shown
whether their response is due to the direct impact of flow.

Address for reprint requests and other correspondence: R. Rubio, Depto de
Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de San Luis Potosi, Av.
V. Carranza 2405, San Luis Potosi, SLP, Mexico (e-mail: rrubio @uaslp.mx).

http:/fwww.ajpheart.org

0363-6135/14 Copyright @ 2014 the American Physiological Society

One of the proposed mechanisms has been that some of the
flow-sensing properties may reside in the glycocalyx of the
luminal endothelial surface layer (LESL), which has an ideal
location to be acted upon by flow (3a, 17, 19, 30, 35, 37, 38, 40,
41, 48, 49). The LESL is 0.2-0.7 pm thick and made of highly
hydrated polyanions., numerous diversely glycosylated pro-
teins, glycosaminoglycans, proteoglycans. and glycolipids (3,
12, 30, 47, 56, 57) that on the LESL are distributed in
well-ordered microdomains (60). We and others have shown
that flow-induced responses require the presence of LESL
glycosidic, lectinic structures. Interestingly. several flow-sen-
sitive G protein-coupled receptors (GPCRs) are present in the
LESL (2, 7. 8.9, 26, 33, 38, 42, 46, 54, 58, 61, 62).

Coronary flow (CF) regulation of diverse cardiac functions
as well as other flow-regulated vascular functions requires the
presence of various LESL oligosaccharides. These CF effects
are specifically obliterated if LESL-specific glycans are enzy-
matically hydrolyzed or bound to selective plant lectins. For
example, if N-linked B-1,3 N-acetylglucosamine (GlcNac)
groups are enzymatically hydrolyzed by endoglycanase-H or
bound to the lectin of Lycepersicon esculentum, both act
equally to depress CF-induced responses (40). Similar results
were demonstrated with other enzyme-lectin pairs (40). The
glycosaminoglycans hyaluronidate and heparinate are also im-
portant participants in flow-mediated responses (3a, 30, 35, 38,
40, 41, 49), but we do not know whether being glycosidic is
obligatory to sense flow. Interestingly, the roles of LESL
sugars in flow-induced responses are specific for diverse func-
tions (3a, 15, 19, 30, 38, 40, 41), but our understanding of the
mechanism behind this specificity is incomplete.

Our laboratory has shown that LESL lectinic proteins also
participate in flow sensing (3a, 17. 19, 38). Lectins have high
affinity for specific oligosaccharide sequences, a requisite char-
acteristic for specific molecule-molecule recognition (52. 59).
LESL contains lectins with affinity toward glucose, mannose,
galactose, GlcNac, and likely other sugars (3a, 17, 19, 37, 38).
Intracoronary infusions of various polymers of galactose, man-
nose, or GleNac that bind irreversibly to LESL lectins alter
CF-induced cardiac responses in a concentration-dependent
manner. Only the last two polymers inhibited irreversibly
CF-induced inotropism and dromotropism and blood vessel
vasodilation (3a, 38). These results indicate that their physio-
logical effects are not the result of indiscriminate binding but
imply a selective chemical interaction. Thus the identity and
number of LESL proteins whose function derives from their
lectinic nature need to be defined. These three monosaccharide
polymers were also used separately as affinity resins to isolate
and separate by two-dimensional SDS (2D-SDS) three appar-
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Dipeptidyl peptidase IV activity and plasma proteomic profile of
streptozotocin-induced diabetic rats fed an amaranth supplemented

diet
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