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Resumen 

 

Caracterización de péptidos inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) 

encriptados en las proteínas 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 encontró que hidrolizados de la proteína de la 

semilla de amaranto tienen la capacidad de inhibir a la DPPIV, molécula blanco de 

nuevos fármacos 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; así como medir su funcionalidad 

empleando ensayos in vitro, líneas celulares y modelos in vivo. Aplicamos las 

herramientas de la proteómica para analizar los cambios en el perfil de proteínas 

de plasma de ratas normoglucémicas y diabéticas con una dieta control y una 

dieta suplementada con amaranto. Mediante un análisis bioinformático 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 región de dimerización, 

inhibiendo por tanto su actividad. Además 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 varía de acuerdo al tipo celular y órgano 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 crónico de 

amaranto. También se observó 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 acumulación de apolipoproteína H, apolipoproteína A-II y la enzima 

antioxidante paraoxonasa/arilesterasa 1. Este trabajo muestra el potencial 

antidiabético del consumo de las proteínas del amaranto y el potencial benéfico 

para la salud. 

Palabras clave: Amaranto, péptidos bioactivos, dipeptidil peptidasa IV, diabetes, 

proteómica. 
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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-II and the antioxidant enzyme 

paraoxonase/arylesterase 1. This work shows the antidiabetic potential of 

amaranth seed proteins. 

Keywords: Amaranth, bioactive peptides, dipeptidyl peptidase IV, diabetes, 

proteomics.
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1. Introducción 

La diabetes tipo 2 es un desorden metabólico caracterizado por un estado crónico 

de hiperglucemia debido a varios defectos fundamentales como la resistencia a la 

insulina en el músculo y el hígado y un defecto en la secreción de esta hormona 

por las células β del páncreas [1, 2]. Se ha estimado que la esperanza de vida de 

los individuos con diabetes se reduce entre 5 y 10 años. Si no es atendida 

oportunamente puede ocasionar complicaciones graves a la salud como infarto del 

corazón, ceguera, falla renal, amputación de extremidades inferiores, neuropatías 

y muerte prematura [2-5].  

En el mundo existen alrededor de 387 millones de personas que padecen 

diabetes. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó que se presentaron 

1.5 millones de decesos en el 2012 a causa de la diabetes. Debido a su alta 

prevalencia en países industrializados, la prevención, 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 más altos que los de una persona sin esta enfermedad  [7]. México ocupa el 

sexto lugar mundial en número de personas con diabetes. En el 2012, 6.4 millones 

de personas refirieron haber sido diagnosticadas con diabetes en nuestro país 

(Figura 1). Actualmente el sistema nacional de salud implementa medidas 

estratégicas para la prevención y control de la diabetes que involucraron costos 

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

Algunos de los factores de riesgo para la diabetes incluyen un estilo de vida 

sedentario, una dieta hipercalórica, la obesidad y la predisposición genética [4, 9-

11]. Por lo tanto, el uso y desarrollo de fármacos hipoglucemiantes es una 

herramienta útil que beneficiará el bienestar y la vida del paciente diabético. En los 

últimos años se han desarrollado varios fármacos antidiabéticos que disminuyen 

los niveles de glucosa en sangre con un menor riesgo de presentar episodios de 

hipoglucemia. Estos nuevos compuestos promueven la eliminación de la glucosa 
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en la orina (inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa 2), actúan en la 

señalización del tejido adiposo (agonistas de PPAR, receptores adrenérgicos β3) o 

estimulan la liberación de insulina y la proliferación de las células β del páncreas 

(incretinas) [12-16].  

 

Figura 1. Prevalencia de diabetes por diagnóstico médico previo según 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 

peptídicas producidas por las células enteroendócrinas del intestino delgado y 

grueso y liberadas al torrente sanguíneo después de la ingesta de alimentos 

donde estimulan la secreción de insulina [17]. Las incretinas son responsables de 

más del 70% de la secreción de insulina postprandial, especialmente el péptido 

tipo glucagón 1 (GLP-1) [18-22]. En pacientes diabéticos el efecto incretina puede 

estar reducido en estados avanzados de la enfermedad, debido probablemente a 

la destrucción de los islotes pancreáticos [17]. La administración de las incretinas 
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tiene una respuesta insulinotrópica y proliferativa de las células β del páncreas en 

el paciente diabético; además no existe riesgo de hipoglucemia, un efecto adverso 

común de los fármacos antidiabéticos [17, 23]. Además de la respuesta positiva en 

las células pancreáticas, las incretinas también incrementan el riego sanguíneo y 

la contractilidad cardiaca,  estimulan la saciedad, tienen efectos sobre el tejido 

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

 

Figura 2. Efectos fisiológicos de las incretinas. GIP, Péptido gástrico 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 proteolítico y a la inactivación de estas hormonas por la dipeptidil peptidasa 

IV (DPPIV). Por lo tanto, el uso de inhibidores de la DPPIV incrementa el tiempo 

de acción de las incretinas (Figura 3) [23, 26-28]. Actualmente existen diferentes 

inhibidores sintéticos de la DPPIV aprobados por la Asociación de Fármacos y 

Alimentos de los Estados Unidos y por la Unión Europea que han mostrado 

efectos positivos en los pacientes diabéticos con pocos efectos adversos [21, 24, 

29-34]. 
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Figura 3. Representación esquemática de la secreción y acción de las incretinas. GIP y 

GLP-1 son secretadas después de la ingesta de alimentos y estimulan la secreción de 

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

La DPPIV es una glicoproteína con actividad de serin-exoproteasa (EC. 3.4.14.5) 

que cataliza la liberación de un dipéptido en el extremo N-terminal de una cadena 

polipeptídica cuando el penúltimo residuo es una prolina, hidroxiprolina o alanina. 

Este corte generalmente resulta en la inactivación del efecto del sustrato. La 

DPPIV se puede encontrar de forma soluble o unida a membrana y es activa como 

un homodímero. Se considera una enzima ubicua debido a que se expresa en 

endotelio y epitelio de diversos órganos (principalmente riñón y órganos 

exócrinos), así como en fluidos corporales como sangre, orina y liquido seminal 

[35, 36].  

La DPPIV regula la actividad de diversas moléculas señalizadoras como 

hormonas, quimiocinas, neuropéptidos y péptidos vasoactivos, por lo que su 

inhibición podría representar un amplio rango de efectos fisiológicos además de la 

respuesta insulinotrópica (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 más comunes con este tipo de 

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

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

Proteína Función 

Neuropéptidos 

Neuropéptido Y Neurotransmisor inhibitorio, sistema nervioso simpático 

Neuropéptido YY Regulación del apetito e ingesta de alimentos 

Sustancia P Transmisión nocioceptiva, respuesta inflamatoria 

Endomorfina 1 Opioide (analgesia) 

Endomorfina 2 Opioide (analgesia) 

Péptidos de la familia del glucagon/PACAP 

Glucagon Hormona catabólica 

GLP-1 Incretina 

GLP-2 
Mantenimiento del crecimiento y función absortiva de epitelio 
de la mucosa intestinal 

Péptido intestinal vasoactivo (VIP) 
Estimulador de la secreción de insulina dependiente de 
glucosa 

Péptido pituitario activado por la 
acenilato ciclasa (PACAP) 

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

GIP Incretina 

Factor liberador de la hormona del 
crecimiento (GRF) 

Estimulador de la secreción y síntesis de hormona del 
crecimiento 

Péptido histidina metionina (PHM) 
Estimulador de la secreción de insulina dependiente de 
glucosa 

Quimiocinas 

Factor derivado el estroma 1 
(SDF-1) 

Quimiotaxis, actividad antiviral, crecimiento tumoral 

Quimiocina derivada de 
macrófagos (MDC) 

Quimiotaxis 

Quimioatrayente de células T 
inducible por interferón (I-TAC) 

Quimiotaxis 

Proteína inducible por interferón γ 
10 (IP-10) 

Quimiotaxis, proliferación 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 proteínas y péptidos 

presentes en los alimentos, además de ser macronutrientes básicos, también 

presentan una gran variedad de actividades biológicas que pudieran tener un 

efecto benéfico en la salud humana actuando como antioxidantes, antitrombóticos, 
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antihipertensivos, etc. [44, 45]. Los péptidos biológicamente activos son 

secuencias pequeñas de aminoácidos encriptados en las proteínas de los 

alimentos; es decir, aminoácidos que se encuentran en una forma inactiva, y se 

activan al ser liberados por enzimas proteolíticas, durante el procesamiento del 

alimento o durante la digestión intestinal [46]. La leche y sus derivados son una de 

las fuentes más ricas en péptidos bioactivos, sin embargo, los péptidos bioactivos 

se encuentran en otras fuentes animales y vegetales como carne, huevos, algunos 

peces, trigo, maíz, 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 proteínas de alimentos como la 

leche y productos lácteos, 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 proteína Proteína 

Huevo (pollo) 
Ovoalvúmina 

Ovotransferrina 
Ovomucoide 

Leche (bovino) 

Caseína alfa S-1 
Caseína beta 
Caseína kapa 

Lactoalbúmina alfa 
Lactoalbúmina beta 

Lactoferrina 

Carne (bovino) 

Miosina 
Cadena ligera reguladora de miosina 

Actina 
Colágeno cadena alfa 

Salmón atlántico 
Actina 

Cadena ligera reguladora de miosina 
Cadena pesada de miosina lenta 

Salmón chum Colágeno tipo 1 cadena alfa-2 

Cebada 
Hordeina B 
Hordeina D 

Hordeina gama-3 

Canola 
Cruciferina 

Napina (cadena pequeña) 
Napina (cadena larga) 

Avena 
Avenina 

Globulina 11S 
Globulina 12S 
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Tabla 2. Continuación 

Fuente de proteína Proteína 

Soya 

Globulina 7S 
Glicinina 

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

Trigo 
Gliadina alfa/beta 

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 más de 

50 especies e incluye plantas con un potencial como cultivos alimenticios debido a 

su resistencia a plagas y estrés abiótico como sequia, calor y salinidad. En los 

últimos veinte años el amaranto ha resurgido como un cultivo alternativo por su 

rápido crecimiento, bajos costos de producción, alto valor nutricional [51]. La 

semilla del amaranto es rica en ácido linoleico, escualeno y otros aceites 

esenciales y contiene compuestos antioxidantes como el tocoferol. Además, su 

contenido de proteína es mayor a la mayoría de los cereales y la calidad de esta 

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

Tabla 3. Comparación del grano de amaranto con otros granos (contenido por cada 100 

g) [57]. 

Tipo de grano Amaranto Maíz Centeno Trigo Arroz 

Proteína (%) 14.5 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 

Fósforo (mg) 455 256 376 282 372 
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Con respecto a las propiedades nutracéuticas del amaranto, se ha estudiado 

ampliamente la porción 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 anticancerígeno tipo 

lunasin [60-63]. Además, mediante espectrometría de masas y un análisis 

bioinformático, 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 

 Analizar la actividad inhibitoria de los péptidos inhibidores de la 

enzima DPPIV encriptados en la semilla de amaranto 

Objetivos específicos 

 Liberar los péptidos bioactivos encriptados en la semilla de amaranto 

mediante digestiones con tripsina y una simulación de la digestión 

gastrointestinal in vitro. 

 Evaluar la actividad inhibitoria de los péptidos bioactivos sobre la 

actividad de DPPIV en ensayos in vitro y en cultivos celulares. 

 Purificar y caracterizar cinéticamente los péptidos de amaranto con 

actividad inhibitoria de la DPP IV. 

 Predecir los mecanismos moleculares de la interacción de algunos 

de estos péptidos inhibidores de la DPPIV mediante modelos informáticos 

 Medir la actividad de DPPIV y otros marcadores en sangre en 

animales de laboratorio bajo una dieta suplementada con amaranto. 

 Realizar el análisis proteómico 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, Agrícolas 

y Pecuarias (INIFAP)-Campus Bajío. Las semillas de soya (Glycine max), frijol 

negro (Phaseolus vulgaris) y trigo (Tritticum spp.), así como del grano de amaranto 

reventado (Arantto, México) fueron obtenidas en el mercado local en San Luis 

Potosí, S.L.P., México. 

3.2 Liberación de los péptidos bioactivos 

3.2.1 Extracción de las proteínas de reserva de la semilla de amaranto 

Las fracciones de proteína de A. hypochondriacus se extrajeron de acuerdo a 

Barba de la Rosa et al. [65]. La harina de la semilla de amaranto molida se 

desengrasó con hexano (1:10 p/v) por 2 h en agitación constante. Esta suspensión 

se centrifugó a 13,000 rpm por 30 min a 4 ºC. Se colectó la pastilla y se dejó secar 

toda la noche. Para obtener la fracción de albúminas se resuspendió la harina 

desengrasada en agua destilada, se agitó por 1 h a 4 ºC, se sonicó en baño de 

hielo por 30 min, después se centrifugó a 13,000 rpm por 30 min y se colectó el 

sobrenadante. La pastilla se resuspendió en una solución de NaCl 0.1 M, KH2PO4 

0.01 M y EDTA 1 mM, pH 7.5, se agitó, sonicó y centrifugó como se mencionó 

previamente para obtener la fracción de globulinas 7S. La nueva pastilla fue 

resuspendida en una solución de NaCl 0.8 M, KH2PO4 0.01 M y EDTA 1 mM, pH 

7.5, sonicada y centrifugada como se mencionó previamente para obtener la 

fracción de globulinas 11S. La fracción de prolaminas se extrajo de la misma 

manera a partir de la pastilla obtenida utilizando una solución de etanol al 70%, 

seguido de la fracción de glutelinas con una solución de Tris 100 mM, pH 8.0. El 

contenido de proteína de cada una de las fracciones se determinó por el método 

de Bradford usando el kit Protein-Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) y la 

albúmina de suero bovino (BSA) como un estándar de calibración (Sigma-Aldrich, 
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St. Louis, MO, EUA) (Anexo 1). Todas las fracciones se guardaron a -20 ºC hasta 

su posterior análisis. 

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

fracción no se utilizó para los ensayos posteriores. 

3.2.2 Digestión de las proteínas de reserva de la semilla de amaranto con 

tripsina 

Las diferentes fracciones de las proteínas de amaranto se sometieron a diferentes 

digestiones con tripsina proveniente de páncreas porcino (Sigma-Aldrich) 

utilizando diferentes relaciones enzima/sustrato p/p para obtener diferentes grados 

de digestión. Las digestiones se llevaron a cabo en una solución de Tris 100 mM, 

pH 8.0 con 5 mg/mL de proteína de amaranto y tripsina (1:50, 1:10, 1:5, 1:2.5 y 

1:1) a 37 ºC  en un Thermomixer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) por 14 h en 

agitación ligera. La reacción se detuvo por congelamiento. El perfil de digestión de 

las proteínas se visualizó mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con 

SDS (SDS-PAGE) de acuerdo a Laemmli [66] usando geles de acrilamida al 12% 

teñidos con Coomassie coloidal (Anexo 1). La enzima fue removida de la solución 

mediante ultracentrifugación 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 cuantificó la concentración de proteína por el método 

de Lowry (Anexo 1) usando el ensayo DC Protein Assay (Bio-Rad) y BSA como 

estándar.  

3.2.3 Simulación de la digestión gastrointestinal in vitro 

Se realizó un modelo de digestión in vitro  basándose en el método reportado por 

Wang et al. [67] con algunas modificaciones. Se resuspendió 1 g de muestra 

(glutelinas de amaranto, harina desengrasada de amaranto crudo, amaranto 

reventado, frijol negro, soya o trigo) en 20 mL de una solución de NaCl 0.03 M, pH 

2.0. Se calentaron las suspensiones en baño maria a 80 ºC por 5 min para 

inactivar bacterias y proteasas y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se 
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agregó pepsina de cerdo (Sigma-Aldrich), previamente resuspendida en NaCl 0.03 

M, pH 2.0, en una relación 1:20 (p/p enzima/sustrato). Las muestras fueron 

digeridas a un pH constante por 3 h a 37 ºC y posteriormente se ajustó a un pH de 

7.5 con NaHCO3. Se preparó una mezcla de partes iguales de tripsina y 

pancreatina (Sigma-Aldrich) en una solución de NaHCO3 0.1 N, se agregó a la 

solución digestiva (relación enzima/sustrato 1:20) y se incubo por 3 h a 37 ºC. Se 

calentaron las suspensiones a 75 ºC por 20 min para detener la reacción. Los 

hidrolizados se centrifugaron a 13,000 rpm por 30 min y se determinó la 

concentración de proteína del sobrenadantes por el método de Lowry usando BSA 

como estándar. Los hidrolizados se guardaron a -20 ºC. 

3.3. Ensayo de actividad de la DPPIV 

La actividad de la enzima DPPIV se llevó a cabo de acuerdo al protocolo 

proporcionado por Sigma-Aldrich (protocolo SSGPNA01). Se utilizó el sustrato 

cromogénico Gly-Pro-pNA y dipeptidil peptidasa IV aislada de riñón 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 μM de sustrato por 1 h a 37 ºC. 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 utilizó 

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

3.4. Búsqueda in silico de péptidos con actividad biológica encriptados en 

las glutelinas de amaranto 

El patrón de bandeo de las de glutelinas de amaranto se obtuvo por SDS-PAGE 

en geles al 12% teñidos con Coomassie coloidal. Se cortaron las bandas, se 

digirieron con tripsina y se analizaron por espectrometría de masas (LC-

ESI/MS/MS) de acuerdo a lo reportado por [64]. El análisis se llevó 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 peptídicos con 

actividad biológica. 

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

amaranto 

Para predecir los sitios de interacción entre los péptidos de amaranto y la DPPIV 

se realizó una digestión in silico de la estructura cristalográfica 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 peptídicos se obtuvieron de estructuras templado 

múltiples fueron luego reensambladas basadas en alineamientos [68]. El modelo 

con mejor clasificación, de acuerdo a los valores de C-score, se seleccionaron 

para las simulaciones tipo “docking”. Algunos de los péptidos fueron generados 

basados en su homología con la estructura 3D de la globulina 11S de amaranto y 

de Pisum sativum (códigos de la Protein Data Bank, PDB: 3QAC y 3KSC, 

respectivamente) usando el programa COOT [69]. Se realizó un análisis de tipo 

“docking” de cuerpo rígido de los péptidos y la enzima DPPIV (código PDB: 1R9M) 

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

interacción más fuertes basados en el tamaño del cluster como un protocolo tipo 

“docking” de alta resolución de acuerdo al servidos Flex-PepDock [71]. La base de 

datos CASTp se usó para identificar y medir los sitios de superficie accesibles de 

la DPPIV [72]. La representación visual del modelo final de interacciones se 

generó con el programa CHIMERA [73]. Se calcularon las energías de unión con 

el programa FoldX [74] y se obtuvo información de las interacciones de 

aminoácidos con el programa PDBsum [75]. 

3.6 Purificación 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 realizó la 

separación de los hidrolizados trípticos de las glutelinas de amaranto mediante 

http://cluspro.bu.edu/
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cromatografía de exclusión molecular. Se utilizó la columna Superdex Peptide 

10/300 GL (GE Healthcare) acoplada al sistema ÄKTA FPLC y el programa 

Unicorn v3.10 (GE Healthcare). Se equilibró la columna en una solución 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 centrífuga 

evaporadora (Eppendorf) y se determinó la concentración de proteína por el 

método de Lowry (Bio-Rad) y BSA como estándar de calibración. Se midió la 

actividad de la DPPIV en presencia de cada una de las fracciones obtenidas. Se 

utilizaron estándares para filtración 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 líneas celulares 

Se determinó el efecto de los hidrolizados de amaranto sobre la actividad de 

DPPIV producida por diferentes líneas celulares. Se utilizó la línea Caki-1 de 

adenocarcinoma de riñón humano (ATCC, Manassas, VA, EUA) debido a que los 

niveles de expresión de DPPIV en este órgano son elevados; además, ya se ha 

reportado que esta línea celular es un buen modelo para estudiar el epitelio renal  

y presenta actividad de DPPIV [76]. Por otro lado, debido a que la inactivación de 

las incretinas se debe en gran parte a la DPPIV proveniente de las células 

endoteliales vasculares, se trabajó con la línea celular HUVECC de células 

endoteliales de vena de cordón umbilical humanas  (ATCC) para las 

determinaciones de actividad de DPPIV. 

Para el manejo de la línea Caki-1 se utilizó 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 línea HUVECC el 

medio de crecimiento consistió 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 líneas celulares se crecieron a 37 ºC en una atmósfera de 

CO2 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 μL de PBS, 40 μL 

de los hidrolizados de amaranto disueltos en PBS y 50 μL del sustrato Gly-Pro-

pNA 1 mM disuelto en PBS. La reacción se incubó por 1 h a 37 ºC y 

posteriormente se registraron los valores de absorbancia a 415 nm. Se utilizó el 

diprotin A como un control positivo de inhibición de DPPIV. 

3.7.3 Ensayo de viabilidad celular 

A la par de los ensayos de inhibición de la DPPIV se realizaron ensayos de 

viabilidad celular con el kit de proliferación celular I (MTT) (Roche Applied Science, 

Mannheim, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para garantizar 

que las muestras no causan ningún daño a las líneas celulares en las 

concentraciones utilizadas (Anexo 1). 

3.8 Suplementación 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 Autónoma de San Luis Potosí. El protocolo de trabajo 

fue aprobado por el comité de ética de la universidad (Anexo 1). Todos los 

especímenes fueron tratados y manipulados de acuerdo a las recomendaciones 

éticas de la Norma Oficial Mexicana para especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales del laboratorio (NOM-062-ZOOO-1999) 

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

3.8.2 Preparación del alimento y dieta 
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Se utilizó alimento para roedores con 18% de proteína como dieta control (2018S 

Teklad Global 18% Protein Rodent Diet, Harlan, México) con un contenido 

nutrimental de 18.6% de proteína, 6.2% de grasa, 44.2% de carbohidratos, 3.5% 

de fibra cruda y 3.1 kcal/g. Se trabajó con semillas de amaranto reventado 

adquiridas en el mercado local (Arantto, México) con un contenido nutrimetal de 

16% de proteína, 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 consistió en una mezcla de harina del alimento estándar:harina de 

amaranto reventado (80:20), se le agregó agua a cada formulación para obtener 

una pasta que fue posteriormente secada en el horno a 45 ºC (Felisa, México) por 

24 h para obtener las croquetas (Anexo 1). 

3.8.3 Tratamientos e inducción de la diabetes 

Se trabajó 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 ºC, 30-70% de humedad relativa con 

ventilación apropiada y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h durante el experimento. 

Después de 5 días de adaptación, se seleccionaron 20 ratas al azar para la 

inducción de diabetes, la cual fue hecha con una dosis única de estreptozotocina 

(Sigma-Aldrich) vía intraperitoneal (40 mg/kg). El estado hiperglucémico fue 

confirmado 3 días después de la inducción por punción 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 administración subcutánea de 

insulina glargina de liberación prolongada (Sanofi-Avenits, Alemania). 

El experimento consistió en 4 grupos de 10 ratas: ratas normoglucémicas con 

dieta control (NC, ratas normoglucémicas con suplementación de amaranto (NA), 

ratas diabéticas con dieta control (DC) y ratas diabéticas con suplementación de 

amaranto (DA). Diariamente se alimentó a las ratas con 30 g de su respectiva 

formulación y disposición de agua ad libitum por 12 semanas. Durante el 

experimento se registró 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 punción 

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 vía 

intraperitoneal; se colectó la sangre por punción cardiaca y los riñones fueron 

disectados, congelados y molidos finamente en nitrógeno líquido. Las muestras se 

guardaron a -80 ºC hasta su análisis. 

3.8.4 Parámetros bioquímicos en sangre 

Se determinaron los niveles de glucosa, colesterol total, triglicéridos y colesterol 

HDL (cHDL) en ayuno mediante kits comerciales (BioSystems®, España) 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 Extracción de proteínas membranales de riñón 

Para obtener las proteínas de membrana se agregaron 10 mL de solución de 

extracción (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 centrifugó la suspensión 

a 1.000 x g por 10 min a 4 ºC. Se colectó el sobrenadante en un tubo nuevo y se 

centrifugó de nuevo a 20,000 x g por 20 min a 4 ºC. Se colectó el sobrenadante en 

un tubo nuevo y se agregaron 5 mL de solución de extracción a la pastilla; se 

homogenizó esta suspensión, se centrifugó a 20,000 x g por 20 min a 4 ºC y se 

colectó el sobrenadante. El contenido de proteína de los extractos se determinó 

por el ensayo DC Protein (Bio-Rad) usando BSA como estándar de calibración. Se 

guardaron los extractos a -20 ºC hasta su análisis. 

3.8.6 Ensayo de actividad de DPPIV en riñón y en plasma 

Las determinaciones de actividad enzimática de la DPPIV en tejidos biológicos se 

realizaron de manera similar al ensayo reportado previamente pero con algunas 

modificaciones. En placas de 96 pozos se añadieron 10 μL de plasma de rata, 40 
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μL de Tris 100 mM (pH 8.0) y 50 μL de Gly-Pro-pNitroanilide 1 mM; esta mezcla se 

incubó a 37 ºC por 1 h y se midió la absorbancia a 415 nm. Los resultados se 

expresaron como μmol de nitroaniline/min basados en una curva estándar de p-

nitroanilina (Sigma). 

Con respecto a la actividad de DPPIV en riñón, se utilizó el extracto de proteínas 

membranales en una dilución 1:10 (v:v) y se continuó de la misma manera que 

para el ensayo en plasma. Los resultados se expresaron como μmol de 

nitroanilina/min/g de tejido. 

3.8.7 Expresión de DPPIV en riñón por RT-PCR 

Se extrajo ARN total de riñón usando el reactivo Trizol® (Thermo Fisher Scientivic 

Inc.) y 50 mg de tejido congelado de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

(Anexo 1). Se visualizó la integridad de las muestras en un gel de agarosa y se 

cuantificó el contenido de ADN en un espectrofótmetro NanoDrop 1000 (Thermo 

Fisher Scientific Inc.) Se sintetizó el ADNc a partir de 1.5 μg de ARN total con 

transcriptasa reversa SuperScript™ III (Thermo Fisher Scientific Inc.) y el kit de 

síntesis 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 

DreamTaq (Thermo Fisher Scientific Inc.) en un termociclador T100™ (Bio-Rad) 

bajo las siguientes condiciones: 

Desnaturalización inicial: 94 ºC por 2 min 

30 ciclos de amplificación 

 Desnaturalización: 94 ºC por 20 s 

         Alineamiento: 58 ºC por 30 s 

              Extensión: 72 ºC por 90 s 

Extensión final: 72 ºC por 2 min 
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Se normalizaron los niveles de expresión de DPPIV con el transcrito de β-actina. 

Los oligonucleótidos usados fueron:  

DPPIV (amplicón de 311 pb):  5’-TGATGGCAGAGGAAGTGGTTACC-3' 

5’-GTGGGAATAGATGTGCTGGTGAG-3'   

β-actina (amplicón 350 pb):  5’-TGTGTTGTCCCTGTATGCCTCTG-3' 

5’-ACCGCTCATTGCCGATAGTG-3'  

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 

1.5% y teñidos con GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, 

EUA). Los niveles de expresión 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 proteínas de plasma 

3.8.8.1 Preparación de la muestra 

Para determinar los cambios en el perfil de proteínas en sangre debidos a la 

suplementación 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 proteínas abundantes con el kit de enriquecimiento ProteoMiner™ (Bio-Rad) 

(Anexo 1), terminando con dos fracciones de proteína para cada grupo: las 

proteínas abundantes y las proteínas poco abundantes. Ambas fracciones se 

precipitaron con fenol-cloroformo de acuerdo a lo reportado por Santos-González 

et al. [77] con algunas modificaciones. Se mezcló 1 volumen de muestra con 4 

volúmenes de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volúmenes de agua, se 

homogenizó en vortex y se centrifugó a 25,000 x g por 15 min a 4 ºC. Se removió 

la fase superior, se agregaron 4 volúmenes de metanol, se centrifugó a 25,000 x g 

por 15 min a 4 ºC y se resuspendió la pastilla en solución de rehidratación 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 

cuantificó el contenido de proteína mediante el ensayo Protein Assay (Bio-Rad) y 

BSA como estándar. 
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3.8.8.2 Electroforésis 2D de las proteínas abundantes 

El isoelectroenfoque (IEF) de las proteínas abundantes de plasma de rata se llevó 

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 μg de proteína total en solución de rehidratación a 

temperatura ambiente. El IEF se realizó 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 

(II): Gradiente de 4000 V hasta 5.6 kVh 

(III): 8000 V constantes hasta 12 kVh 

Las tiras se equilibraron por 15 minutos en solución de equilibrio (Urea 6 M, Tris-

HCl 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 separación electroforética se llevó a cabo en una cámara SE 600 

Ruby Standard Dual Cooled Vertical Unit (GE Healthcare) y se tiñeron los geles 

con Coomassie coloidal. Se estimó el peso molecular de cada spot de proteína al 

compararlo con el marcador de peso molecular (BenchMark Protein Ladder, 

Thermo Fisher Scientific Inc.). El pI experimental se determinó de acuerdo a la 

migración de los spots de proteína en las tiras de IEF.  

3.8.8.3 Electroforesis 2D de las proteínas poco abundantes 

Para el IEF de las proteínas poco abundantes se usaron tiras IPG de gradiente 

lineal pH 4-7 de 7 cm (Bio-Rad). Se rehidrataron las tiras con 50 μg de proteína 

total y se llevó 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 

(II): Gradiente de 4000 V hasta 5.6 kVh 

(III): 5000 V constantes hasta 2.5 kVh 
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Las tiras se equilibraron en solución 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 tiñeron con Sypro® Ruby (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

(Anexo 1). Se estimó el peso molecular de cada spot de proteína al compararlo 

con el marcador de peso molecular (BenchMark Protein Ladder, Thermo Fisher 

Scientific Inc.). El pI experimental se determinó de acuerdo a la migración de los 

spots de proteína en las tiras de IEF.  

3.8.8.4 Análisis de imágenes 

Se escanearon los geles en un PharosFX™ PLUS Molecular Imager (BioRad) con 

una resolución de 100 μm. El análisis de imágenes se realizó con el programa 

MELANIE 2D Gel Analysis Software v7.0 (GENEBIO SA, Ginebra, Suiza). Se 

consideró que las proteínas estaban diferencialmente acumuladas cuando su 

volumen normalizado mostrara una razón 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 Digestión en gel y análisis de espectrometría de masas (LC-MS/MS) 

Los spots diferenciales se cortaron del gel y se lavaron con una solución 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 solución de bicarbonato de amonio 25 mM 

seguido por la alquilación de proteínas con iodoacetamida 55 mM. La digestión de 

los puntos se llevó a cabo con tripsina grado secuenciación (Promega, Madison, 

WI, EUA) durante toda la noche a 37 ºC en una solución de bicarbonato de sodio 

25 mM. Los fragmentos trípticos resultantes se extrajeron dos veces con una 

solución acetonitrilo:agua (3:2 v/v) con 0.1% ácido trifluoroacético al. Los 

sobrenadantes se colectaron y se concentraron a un volumen final de 10 μL en 

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

fabricante. 

La separación de los péptidos trípticos por cromatografía de líquidos a nanoescala 

se llevó a cabo en un sistema naoACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA; EEUU) 

equipado con una pre-columna Symmetry C18 (5 μm, 20 mm x 180 μm, Waters) y 

una columna analítica BEH130 C18 (1.7 μm, 100 mm x 100 μm, Waters). Para 

cada muestra digerida se inyectaron 4 μL al loop y transferidos con una solución 

acuosa de ácido fórmico al 0.1% (fase móvil A) a la pre-columna con un flujo de 

600 nL/min. Después del desalado y la pre-concentración, se eluyeron los 

péptidos a la columna analítica y se separaron con un gradiente lineal de 3-80% 

de la fase móvil B (ácido fórmico 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 móvil B. La 

columna se reequilibró a las condiciones iniciales por 15 min con la fase móvil A. 

Se mantuvo la temperatura de la columna a 35 ºC. La corrección de las masas se 

hizo con el compuesto [Glu1]-Fibrinopéptido B (Sigma-Aldrich), el cual se 

distribuyó con la bomba auxiliar del sistema nanoACQUITY UPLC a un flujo de 

200 nL/min a una concentración de 100 fmol/mL al aspersor de referencia de la 

fuente del NanoLockSpray del espectrómetro de masas. 

El análisis de espectrometría de masas de los péptidos se llevó a cabo usando un 

SYNAPT-HDMS (Waters). El espectrómetro fue operado en modo V y se 

realizaron los análisis en un modo positivo de ionización por electrospray (ESI). El 

analizador de tiempo de vuelo (TOF) se calibró externamente con el [Glu1]-

Fibrinopéptido B con una m/ de 133 a 2422. Se corrigió la masa  después de la 

adquisición de los datos con el ion monoisotópico del [Glu1]-Fibrinopéptido B 

doblemente protonado. Se tomó muestra del atomizador de referencia cada 30 s. 

Se ajustó  la radiofrecuencia aplicada al cuadrupolo del analizador de manera tal 

que se transmitieran eficientemente iones con una m/z entre 50 y 2000. Los datos 

de las masas exactas se colectaron en un modo de adquisición alternado de 

energía baja y elevada (MSe). El tiempo de adquisición del espectro en cada modo 

fue de 1.5 s con un retraso de 0.1 del interscan. En el modo de energía baja, la 



Materiales y métodos 
 

23 
 

información se colectó a una energía de colisión constante de 3 eV. En el modo de 

energía elevada, se rampeó la energía de colisión de 15 a 45 eV durante cada 

integración de 1.5 s. Un ciclo de energía baja y elevada se adquirió cada 3.2 s. 

3.8.8.6 Identificación de proteínas usando los sets de datos de MS/MS y 

búsqueda 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 

proteínas fueron identificadas usando los archivos PKL en el motor de búsqueda 

MASCOT v2.3 (Matrix Science, Londres, RU). Las búsquedas se realizaron en la 

base de datos no redundante de NCBI bajo el subset Rattus (68 575 secuencias). 

Se usó a la tripsina como proteasa específica y se permitió 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 estableció la carbamidometilación de la cisteína como 

modificación fija y la oxidación de la metionina como modificación variable. El 

criterio de identificación de la proteína incluyó que se alinearan al menos dos 

espectros de masas a un nivel de confianza del 99% y se consideró una 

identificación exitosas cuando se obtuvieran scores significativos de MASCOT 

(>25), indicando identidad u homología extensa a P<0.01 y la presencia de series 

de iones consecutivas de más de tres aminoácidos. Las proteínas identificadas se 

clasificaron en diferentes categorías de acuerdo Gene Ontology 

(http://www.geneontology.org/). Además se obtuvieron las redes de interacción 

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

3.9 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El análisis estadístico se llevó 

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 vías (P<0.01) para detectar diferencias estadísticas. En 

todos los resultados se presenta el promedio ± DE.   

http://www.geneontology.org/
http://string-db.org/
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4. Resultados 

4.1 Digestión de las glutelinas de amaranto 

Se sabe que las glutelinas constituyen la principal proteína de reserva en las semillas 

de amaranto [65]. Ya se ha reportado previamente que esta fracción 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 

aumentó 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 tinción de Coomassie.  

 

Figura 4. Gel SDS-PAGE de las glutelinas de amaranto digeridas con tripsina. Se digirieron las 

glutelinas (5 mg) con diferentes concentraciones de tripsina (relación 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 proteínas con la 

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

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

trípticos de amaranto 
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Se utilizó el diprotin A (Ile-Pro-Ile) como un control positivo de la inhibición de DPPIV, 

obteniendo una IC50 de 5.8 μg/mL o 17 μM (concentración a la cual se obtiene el 50% 

de inhibición) (Figura 5). Este valor es similar al reportado en la literatura [31]. 

 

Figura 5. Efecto del diprotin A sobre la actividad de DPPIV. Se midió la actividad de DPPIV en 

Tris 100 mM pH 8.0 por 1 h a 36  ºC usando el sustrato cromogénico Gly-Pro-pNA. Las lecturas 

de absorbancia se tomaron a 415 nm. Concentración de DPPIV: 100 ng/mL, concentración de 

sustrato: 500 μM. Promedio ±DE. 

En la Figura 6A se muestra que la actividad de DPPIV en presencia de los hidrolizados 

de glutelinas de amaranto disminuyó en una relación dosis-respuesta con una IC50 entre 

1,200 y 2.000 μg/mL, dependiendo de la relación enzima:sustrato. De manera 

interesante, cuando se retiraron los fragmentos mayores a 10 kDa por ultrafiltración, la 

IC50 de las muestras se encontró entre 1,000 y 1,600 μg/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 proteínas de la semilla, las albúminas y globulinas de 

amaranto se digirieron con tripsina en una relación 1:5 y se probó la capacidad  
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Figura 6. Actividad inhibitoria de los hidrolizados trípticos 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 ultrafiltración y se midió la actividad de 

DPPIV en presencia de estos péptidos. Concentración de DPPIV: 100 ng/mL, concentración de 

sustrato: 500 μM. Promedio ±DE.  
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inhibitoria sobre la DPPIV de los péptidos liberados. Como se puede observar en la 

Figura 7A, todas las proteínas de reserva del amaranto fueron capaces de inhibir a la 

enzima al menos en un 20% a 1,500 μg/mL, siguiendo un patrón dosis-respuesta. La 

fracción que mostró la mayor inhibición de DPPIV fueron las glutelinas, mientras que las 

globulinas 11S tuvieron la menor inhibición.  

4.3 Simulación de la digestión gastrointestinal del amaranto y otras semillas 

Para este trabajo se implementó un modelo de digestión gastrointestinal in vitro usando 

las principales enzimas responsables de la degradación de proteínas en el tracto 

gastrointestinal incluyendo a la pepsina liberada por el estómago, la pancreatina (un 

extracto de páncreas que contiene proteasas y otras enzimas líticas) y la tripsina 

liberada por el páncreas al intestino delgado. Usando este modelo de digestión 

simulada probamos las glutelinas de amaranto, harina desengrasada de amaranto 

crudo, así como de amaranto reventado (que es la forma en que comúnmente se 

consume este grano), soya, frijol negro y trigo (Figura 7B). La muestra que produjo la 

menor inhibición sobre la DPPIV fue la harina de frijol. La harina de amaranto reventado 

presentó un menor efecto inhibitorio que la harina no procesada. Las muestras con 

mayor actividad inhibitoria (hasta 50%) fueron la harina de amaranto crudo (IC50 1,100 

μg/mL) y de trigo (IC50 800 μg/mL). Los péptidos liberados por las glutelinas en este 

modelo de digestión 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 

proteínas de reserva (albúminas, globulinas y glutelinas). 

Debido a que no existe información sobre el efecto de la soya sobre la DPPIV, en este 

trabajo se probó el efecto del hidrolizado de proteína de soya. Sorprendentemente se 

observó que la harina de soya fue capaz de inhibir esta enzima hasta un 40% (1,400 

μg/mL), siguiendo un patrón similar al observado con las glutelinas de amaranto. 
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Figura 7. (A) Actividad inhibitoria de los hidrolizados trípticos de las diferentes proteínas de 

reserva del amaranto sobre la DPPIV. Las proteínas de amaranto fueron digeridas con tripsina 

en una relación enzima:sustrato 1:5 por 14 h, se utilizaron los péptidos menores a 10 kDa.  (B) 

Se simuló la digestión gastrointestinal con pepsina, pancreatina y tripsina con harina de 

diferentes semillas por 6 h. Concentración de DPPIV: 100 ng/mL, concentración de sustrato: 

500 μM. Promedio ±DE.  
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4.4 Caracterización in silico de los péptidos de amaranto con actividad inhibitoria 

de la DPPIV 

Mediante LC-ESI/MS/MS y un análisis bioinformático se identificaron los fragmentos  

PPPP, GP, PP, MP, VA, MA, KA, LA, FA, AP, FP, PA, LP, VP, LL, VV, HA, IPA, e IPI 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
a
 Descripción 

Antihipertensiva 

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, 
GW, RW, IP, RP, AF, AP, LA, KR, 

VP, RA, YA, AA, GF, FR, IF, VG, IG, 
GI, 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, EI, IE, EV, 

VE, TE, LQ, LN, PT, TQ, AH, PP, 
PQ, EW, ME, EK, KE, HP, PH, HK, 
IEP, AGSS, IQY, ALEP,IQP, TF, AI, 

IEW, IKY, AGSP 

14,605 
Inhibidor de la 

ECA 

Inhibidor de DPPIV 
PPPP, GP, PP, MP, VA, MA, KA, LA, 
FA, AP, FP, PA, LP, VP, LL, VV, HA, 

IPA, IPI 
2,658 

Inhibidores de 
DPPIV 
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Tabla 4. Continuación 

Actividad Secuencia Frecuencia
a
 Descripción 

Estimulantes 
VPL, EEE, SSS, LLL, VL, LV, IV, IL, 

LI, II, LL, EE, SE 
1,667 

Estimuladores de la 
liberación de 

sustancia vasoactiva, 
péptido estimulante 
de la captación de 

glucosa 

Antioxidantes 

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, 
LWF, LWG, LWK, LWN, LWR, 

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, IQY, YVL, PW, RW, IR, LKP, 
LK, KP, TY, TFE, TSTA, VY, SWN 

1,504 Antioxidante 

Reguladora 
GFW, GFL, LGY, GLY, GLF, DY, 

GP, PG, GPGG, PGP, SYSM 
445 

Péptido regulador del 
flujo de iones, 

péptido regulador del 
fofoinositol, péptido 

regulador de la 
actividad membranal 

de la mucosa 
estomacal 

Antitrombótica 
GPRG, GPR, RGDS, GP, PGP, PG, 
NQDK, SSGE, DEE, GPGG, PPK 

427 

Inhibidor de la 
coagulación por 

trombina y 
fibrinógeno, inhibidor 

de fibronectina, 
péptido 

antitrombótico 

Activación de la 
proteólisis mediada por 

ubiquitina 
RA, LA, WA 423 - 

Antiamnésico 
PPPLP, MPPPLP, TPPV, PPPV, 

VPL, GPGG, PGP PG, GP, MPPPL 
 

394 

Inhibidor PEP, 
Diprotin B, Inhibidor 

de prolil-
endopeptidasa 
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Tabla 4. Continuación 

Actividad Secuencia Frecuencia
a
 Descripción 

Otros inhibidores 

MYMLT,GQ,PGVY,  GAW, 
PPPA,  PPPK,  PPEP,  PPLP, 
PPAP,  PPPF,  PPGP, IR, KF, 

EF 
 

325 

Inhibidor de 
quimiotripsina, 

inhibidor de 
dipeptidil 

carboxipeptidasa, 
inhibidor de 
CaMPDE 

Hipotensivos IR, KR, EF 202 - 

Inumunomoduladores 
YG, VDPP, GFL, EAE, RKP, 

YGG 
120 

Péptido 
inmunoestimulante, 

péptido tipo 
timosina 

Anticáncer VVV 20 
Proteína de unión 

a Dvl 

Inmunoestimulantes LLY, GVM, LGY 17 - 

Neuropéptidos KPS, KPT, YL 71 Péptido ansiolítico 

Quimiotácticos PGP 11 - 

Anoréxicos PGP 11 - 

Opioides PLG, GLF, GYY 9 - 

Embriotóxicos RGD 3 - 
aFrecuencia: La frecuencia de la ocurrencia de los fragmentos bioactivos en una secuencia de 

proteína (A): A=a/N , donde a es el número de fragmentos con una actividad dada en una 

secuencia de proteína y N es el número de residuos de aminoácidos de la proteína 

Hasta el momento no existe información 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 

utilizó la estructura de la globulina para realizar un análisis de digestión in silico con 

tripsina. La Figura 8A muestra que la digestión con tripsina liberó 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, todavía no se han 

reportado sus mecanismos moleculares [48] por lo que se utilizaron herramientas 

bioinformáticas en este trabajo para predecir los modos de acción de los péptidos 

encontrados. 

Se usaron herramientas para el diseño de fármacos y simulaciones tipo “docking” de 

ligando-enzima para analizar los modos de unión de los péptidos trípticos de  
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Tabla 5. “Docking” molecular de los sitios potenciales de unión de la DPPIV con los péptidos de 

las globulinas 11S de amaranto 

No. Secuencia 
No. Residuos 

(Color)
a 

Energía de 
unión 

(kCal/mol)
b 

pI/PM
c 

I STNYFLISCLLFVLFNGCMGEG 1-13 (amarillo) -7.27 6.6/1482.6 

II STHASGFFFFHPT 18-39 (magenta) -9.49 4.0/2428.7 

III GLTEVWDSNEQEF 68-91 (azul) -5.98 3.5/1553.6 

IV 
TIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMI

PGCPETYESGSQQFQGGEDE 
92-143 (naranja) -7.34 3.7/5571.1 

aEl color es el utilizado en la Figura 8  
bEnergía calculada por el programa FoldX 
cValores teóricos, PM en kDa 

amaranto con la enzima DPPIV (Figura 8B y C). La estructura activa de la DPPIV 

(código PDB: 1R9M) existe como un dímero con dos dominios formando un dominio 

propulsor de ocho láminas con una cavidad de 30-45 Å entre cada monómero donde los 

inhibidores se unen cerca del sitio catalítico [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 más pequeño (residuos 1-13) mostrado en amarillo en la Figura 8, tiene un 

pI predicho cerca de los valores neutros. Este péptido se localizó dentro de la cavidad 

grande de la DPPIV bloqueando el acceso de los sustratos naturales. Los otros tres 

péptidos con un pI ácido (Tabla 4) se localizaron en la interfase de dimerización, 

bloqueando por tanto la formación de la forma activa de la DPPIV. La energía de unión 

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 interacción potencial de los péptidos de las globulinas de amaranto con el dominio 

de la DPPIV se muestra en la Figura 9. El péptido I interacciona con los residuos 

Phe208-Trp216 de la DPPIV, el péptido II con los residuos Glu731-His750, el péptido III con 

los residuos Thr706-Thr753 y el péptido IV con los residuos Phe730-Gln749. Estas 

interacciones son principalmente interacciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno. 
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Figura 8. Modelo estructural de la interacción entre la DPPIV y los péptidos de la globulina 11S 

de amaranto. Se muestra a la DPPIV en forma de monómero. La cavidad interna de la enzima 

se coloreo en azul; los residuos que medían la dimerización de la DPPIV se muestran en cían. 

(A) Estructura primaria de la globulina 11S de amaranto. Los aminoácidos 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 dimerización en magenta. (C) Los péptidos del residuo 

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

4.5 Purificación de los péptidos inhibidores de la DPPIV de las glutelinas de 

amaranto 

Como parte de la caracterización del potencial antidiabético de las proteínas de 

amaranto se purificaron los péptidos con mayor actividad inhibitoria sobre la DPPIV de 

las glutelinas de amaranto mediante cromatografía de filtración en gel. Se utilizó la 
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 Figura 

9. Interacción detallada entre la enzima DPPIV y los péptidos de amaranto, calculada con el 

servidor PDBsum. Las líneas naranjas discontinuas representan las interacciones hidrofóbicas, 

las líneas azulas los puentes de hidrógeno. Los círculos coloreados describen las propiedades 

de los aminoácidos; residuos positivos (H, K, R) se muestran en azul, residuos negativos (D, E) 

en rojo, residuos neutros (S, T, N, Q) en verde, residuos alifáticos (A, V, L, I, M) en gris, 

residuos aromáticos (F, Y, W) en magenta; P y G se colorearon en café y C en amarillo. El 

número de interacciones de puentes de hidrógeno/no uniones identificado se muestra en 

paréntesis para los residuos de DPPIV interactuando con el péptido I (6/91) (A), el péptido II  

(0/52) (B), el péptido III (4/91) (C) y el péptido IV (7/107) de amaranto (D). 

columna Superdex Peptide 10/300 GL con un rango de separación de 100 a 7000 Da. 

Se separaron diferentes digestiones grados de digestión de glutelinas con tripsina y se 

obtuvieron varios picos cuya distribución de tamaño, de acuerdo a la calibración de la 

columna,  se encontraba entre 140 y 6700 Da (Figura 10). El patrón cromatográfico 

entre las diferentes digestiones era el mismo, solamente variaba la intensidad de los 

picos de acuerdo al grado de digestión, lo cual muestra la especificidad en el sitio de 

corte de la tripsina. 
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Figura 10. Separación cromatográfica de los péptidos trípticos 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 filtración en gel. 

Columna: Superdex Peptide 10/300 GL. Flujo 5 mL/min. Absorbancia a 280 nm. 

Se colectaron las fracciones de varias corridas cromatográficas 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 patrón de las fracciones obtenidas conserva los 

mismos picos que la corrida cromatográfica. Particularmente se encontró que hubo dos 

picos con una fuerte inhibición de la DPPIV (más del 50% de inhibición) que, de 

acuerdo a la calibración de la columna, tenían un peso aproximado de 300 y 1000 Da 

(Fracción 27 y 18, respectivamente (Figura 11B). 
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Figura 11. Purificación de los péptidos trípticos de las glutelinas de amaranto. Durante la 

separación de los péptidos de las glutelinas de filtración 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). Concentración de DPPIV: 100 ng/mL, concentración de 

sustrato: 500 μM. 
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4.6 Efecto de los hidrolizados de glutelinas de amaranto sobre la actividad de 

DPPIV en líneas celulares 

Para tratar de determinar si la inhibición sobre la DPPIV observada por los péptidos de 

los hidrolizados de amaranto en ensayos con la proteína purificada se conserva en 

otras condiciones, se montó el ensayo de actividad de esta enzima en dos líneas 

celulares. Se utilizó la  línea Caki-1 para simular el efecto de la DPPIV producida por 

células de riñón y la línea 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 inhibición fueron 

menores, logrando un máximo de 60% de inhibición (IC50 16 μg/mL o 47 μM). Al probar 

los hidrolizados de amaranto, la fracción que produjo una mayor inhibición de la DPPIV 

fue la digestión gastrointestinal de las glutelinas (20% de inhibición máxima), mientras 

que los hidrolizados con tripsina presentaron un patrón similar sin importar el grado de 

digestión y cuyos valores fueron menores que los de la digestión gastrointestinal.  

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

hidrolizados de amaranto fue nula (Figura 13). 

4.7 Cambios en parámetros bioquímicos en sangre de animales de laboratorio 

bajo una suplementación 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 línea celular Caki-1. Las células crecieron hasta confluencia y se expusieron durante 1 h a 37 

ºC a los péptidos menores a 10 kDa de los hidrolizados de las glutelinas de amaranto. 

Concentración de sustrato: 500 μM. Promedio ±DE. 

 

Figura 13. Efecto de los hidrolizados de glutelinas de amaranto sobre la actividad de DPPIV en 

la línea celular HUVECC. Las células crecieron hasta confluencia y se expusieron durante 1 h a 

37 ºC a los péptidos menores a 10 kDa de los hidrolizados de las glutelinas de amaranto. 

Concentración de sustrato: 500 μM. 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 metabólico debido a la inducción de la 

diabetes, lo que confirma es estado hiperglucémico producido por la estreptozotocina 

Debido a que la diabetes no sólo afecta los niveles de glucosa sino que también 

producen un desbalance en el metabolismo de lípidos debido a la desregulación en el 

procesamiento de carbohidratos, se realizó un perfil general de lípidos. 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 

estadísticas entre las dietas. Las ratas diabéticas bajo una suplementación con 

amaranto mostraron los niveles más altos de triglicéridos y estos fueron 

estadísticamente  mayores que el grupo normoglucémico con dieta control (P<0.01). De 

manera interesante, en el estado diabético se observó un incremento gradual en HDL-c 

y a partir de la cuarta semana estas diferencias fueron estadísticamente diferentes 

(P<0.001) al compararlas con los grupos normoglucémicos (Figura 15B, Tabla 6); 

además, las ratas diabéticas bajo una suplementación con amaranto tuvieron los 

niveles más 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 metabólico, 

pero se observó que la inducción de la diabetes incrementó los niveles de colesterol 

(P<0.001) y que la suplementación con amaranto revirtió ligeramente este efecto 

(P<0.05). 

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

una suplementación con amaranto 

Previamente en este trabajo se mostró la presencia de péptidos inhibidores de la DPPIV 

en la proteínas de amaranto; además ya se ha reportado la acción 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 suplementación con amaranto. La diabetes se generó por una dosis 

intraperitoneal de estreptozotocina. (A) Los cambios en el peso se registraron por 12 semanas y 

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

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

Promedio ±DE. 
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Tabla 6. Perfil de lípidos de ratas normoglucémicas y diabéticas bajo una dieta control o 

suplementación con amaranto al final del experimento 

 NC NA DC DA 

Triglicéridos (mg/dL)
* 

73.4±20.4
a

 122.7±27.8
ab

 159.83±84.1
ab

 235.66±116.0
b

 

HDLc (mg/dL)
* 

35.7±4.8
a

 39.6±4.2
a

 56.4±8.0
b

 67.7±5.2
c

 

Colesterol total (mg/dL)
* 

86.9±13.1
a

 97.1±17.6
a

 123.6±22.4
b

 107.0±15.0
ab

 

NC: Normoglucémicas control, NA: Normoglucémicas amaranto, DC: Diabéticas control, DA: 

Diabéticas amaranto. *Valores con diferente letra indicant diferencias estadísticas. Promedio 

±DE. 

efecto benéfico para la salud. En este trabajo se determinó 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 podrían confirmar la acción de los péptidos 

inhibitorios de la DPPIV encriptados en las proteínas del amaranto que son liberados 

después de la digestión gastrointestinal. 

La DPPIV es una enzima ubicua con una amplia variedad de sustratos y se expresa en 

varios tejidos, principalmente en el riñón donde ayuda a la depuración de diferentes 

compuestos [35]. Se extrajeron las proteínas de membrana de riñón de los grupos 

experimentales y se determinó la actividad y niveles de transcrito de DPPIV (Figura 17). 

La actividad de DPPIV en riñón fue diferente a la observada en plasma. Aunque hay 

una ligera tendencia de una mayor actividad enzimática en las ratas diabéticas, no se 

encontraron diferencias estadísticas entre los grupos experimentales (Figura 17A). Por 

otro lado, como se muestra en la Figura 17B, la suplementación con amaranto en las 

ratas normoglucémicas indujo una regulación 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. Reacción 1 h a 37 ºC. Concentración de sustrato: 

500 μM. Promedio ±DE. 
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Figura 17. Cambios en DPPIV en riñón (A) Actividad de DPPIV de homogenado de riñón. 

Reacción: 1 h a 37 ºC. Concentración de sustrato: 500 μM (B) Expresión de transcrito de DPPIV 

por RT-PCR. Se utilizaron 1.5 μg de ARN para la transcripción reversa. Se usó el transcrito de 

la β-actina como control de carga. Promedio ±DE. 

(P<0.01). Entre los grupos diabéticos no se detectó 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 drásticos (Figura 17B), ya que el grupo 

normoglucémico con dieta control mostró los mayores niveles de transcrito (P<0.001). 

4.9 Análisis proteómico 

La sangre es uno de los tejidos más dinámicos y mantiene una conexión y 

comunicación entre los órganos y ayuda a mantener la homeostasis del cuerpo. Para 

establecer los cambios que produce una dieta suplementada con amaranto en dos 

estados metabólicos diferentes ser realizó un análisis proteómico del plasma de las 

ratas. Uno de los principales retos al trabajar con las proteínas de la sangre es la 

presencia de proteínas altamente abundantes que enmascaran otras proteínas 

presentes en menor concentración pero que siguen siendo importantes como 

biomarcadores en una condición particular [82]; es por esto que el plasma fue 

fraccionado para obtener las proteínas abundantes y las poco abundantes. Se realizó el 

análisis proteómico de ambas fracciones y se detectaron las proteínas diferenciales 

entre los grupos experimentales. 

Se utilizaron tres comparaciones estadísticas para establecer los cambios diferenciales 

en los spots de proteínas: el efecto de la inducción de la diabetes (NC vs. DC), el efecto 

de la suplementación de amaranto en los especímenes sanos (NC vs. NA) y el efecto 

de la suplementación con amaranto en los especímenes diabéticos (DC vs. DA). Los 

mapas 2D representativos de las proteínas abundantes y poco abundantes del plasma 

se muestran en la Figura 18. Se detectaron 141 spots en los geles de las proteínas 

poco abundantes y 150 spots en los geles de las proteínas abundantes. Del número 

total de spots de proteína, 37 de estos se acumularon diferencialmente, 8 spots en las 

proteínas poco abundantes y 29 en las proteínas abundantes. Las proteínas 

identificadas se enlistan en la Tabla 7 (información detallada de los spots de proteínas 

de las proteínas poco abundantes y abundantes se muestran en la Tabla 8 y Tabla 9, 

respectivamente). La inducción de la diabetes fue la condición que produjo más  
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Figura 18. Electroforesis 2D de las proteínas de plasma de rata (A) Fracción de proteínas poco 

abundantes. Las proteínas 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 teñidos con Sypro Ruby (B) Fracción de 

proteínas abundantes. Las proteínas de plasma se separaron por IEF con tiras de 11 cm (pH 4-

7) seguido de una SDS-PAGE al 8%. Los geles fueron teñidos con Coomassie coloidal. Los 

spots de proteína que se acumularon diferencialmente se marcan con flechas.  
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cambios debido a la alteración metabólica y el daño producido por la administración de 

la estreptozotocina.  

De los 37 spots que se acumularon diferencialmente, se pudieron identificar 29 

proteínas exitosamente y se clasificaron de acuerdo a su proceso biológico de acuerdo 

a Gene Ontology (Figura 19A). La mayoría de las proteínas se agruparon como 

reguladores negativos de la actividad de peptidasa (12 proteínas) y en el proceso de 

metabolismo de lípidos (4 proteínas). Varias proteínas se identificaron en más de un 

spot y en algunos spots se detectaron más de una proteína. 

Se observó una disminución en la acumulación del inhibidor de la proteasa de plasma 

C1 (spot 93 proteínas abundantes), la subunidad 2 de la carboxipeptidasa N (spot 92 de 

las proteínas abundantes), la fosfolipasa D específica de fosfatidilinositol-glicano (spot 

100 proteínas abundantes) y la cadena pesada H3 del inhibidor inter-alfa-tripsina por la 

inducción de la diabetes. La diabetes también indujo la disminución en la acumulación 

en la fracción de proteínas abundantes de dos proteínas responsables de la activación 

del complemento, complemento C3 (spots 89 y 135) y complemento C4 (spot 104) y el 

factor de complemento B (spot 143). Se identificaron varias proteínas de la superfamilia 

serpin (serine protease inhibitor) en las proteínas 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 suplementación con amaranto en 

ambas condiciones metabólicas. El mismo comportamiento se observó en los tres 

componentes del fibrinógeno, que se encontraron tanto en las proteínas poco 

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

De manera interesante se identificaron en el spot 46 de las proteínas abundantes la 

murinoglobulina 1, el T-kininógeno 1 y el inhibidor 3 alfa-1; este spot estuvo ausente en 

las ratas diabéticas bajo una suplementación con amaranto pero estas proteínas 

aparecieron en los spots 102 y 106 en este grupo. Esto prodría indicar cambios 

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

        
Relación de cambio

g 

Proteína 
No. de 

acceso
a 

Gene 
ID

a Spot
b kDa/pI 

Exp
c 

kDa/pI 
Teórico

d 
Mascot 
score

e 
PM/%

C
f 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

Regulación negativa de 
actividad de peptidasa           

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

gi|8393899 50693 100 (H) 90,25/5,33 99,38/5,85 58 2/2 - ↓ - 

Precursor de la cadena pesada 
H4 del inhibidor inter-alfa 

gi|126722991 54404 
100 (H) 90,25/5,33 

103,86/5,82 
633 14/18 - ↓ - 

43 (L) 
180,00/5,4

7 
111 5/6 ↓ - - 

Precursor de serpin A3K gi|266407 24794 

42 (H) 18,66/4,43 

46,76/5,31 

539 8/26 - - 
-

2,5367 

73 (H) 17,83/4,66 161 8/21 ↑ - ↑ 

80 (H) 5,57/4,08 139 4/11 - ↑ - 

68 (H) 7,87/4,56 69 2/5 - ↓ - 

77 (H) 15,83/4,66 44 2/6 -2,107 
-

2,0622 
- 

Precursor de serpin A3L gi|2507387 299282 

42 (H) 18,66/4,43 

46,42/5,48 

442 9/24 - - 
-

2,5367 

80 (H) 5,57/4,08 170 4/11 - ↑ - 

73 (H) 17,83/4,66 113 5/14 ↑ - ↑ 

68 (H) 7,87/4,56 75 2/5 - ↓ - 

77 (H) 15,83/4,66 44 2/6 -2,107 
-

2,0622 
- 

Precursor de serpin A3M gi|401664566 299276 77 (H) 15,83/4,65 46,92/5,46 139 4/11 -2,107 
-

2,0622 
- 

Precursor de serpin A3N gi|2507388 24795 

102 (H) 6,00/4,93 

46,79/5,33 

150 5/14 - - ↑ 

77 (H) 15,83/4,66 133 3/8 -2,107 
-

2,0622 
- 

104 (H) 13,41/4,96 53 2/5 - - ↑ 

Precursor del inhibidor de la 
proteasa C1 de plasma 

gi|40018558 295703 92 (H) 34,50/4,26 55,80/5,54 363 9/19 - ↓ - 

Precursor de la glicoproteína alfa-
2-HS 

gi|6978477 25373 73 (H) 17,83/4,66 38,78/6,30 115 4/16 ↑ - ↑ 
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Tabla 7. Continuación. 

        
Relación de cambio

g 

Proteína No. de acceso
a Gene 

ID
a Spot

b 
kDa/pI Exp

c kDa/pI 
Teórico

d 

Masc
ot 

score
e 

PM/%
C

f 
NC vs 

NA 
NC vs 

DC 
DC vs 

DA
 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi|12831225 497794 

101 (H) 23,2/4,96 

166,59/5,68 

108 6/5 - ↓ - 

102 (H) 6,00/4,93 85 6/5 - - ↑ 

106 (H) 20,86/5,33 84 3/2 - - ↑ 

90 (H) 23,37/5,25 73 3/3 - ↓ - 

135 (H) 72,30/5,13 61 4/3 ↓ - - 

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 3/2 - 
-

2,1464 
↓ 

Precursor de la 
murinoglobulina 2 

gi|50647404 408236 

65 (H) 212,50/4,99 

162,85/6,15 

56 3/2 - 
-

2,7027 
- 

105 (H) 13,94/5,29 45 3/3 - - ↑ 

90 (H) 23,37/5,25 39 3/3 - ↓ - 

Precursor del T-kininógeno 1 gi|80861401 24903 

90 (H) 23,37/5,25 

48,82/6,29 

111 5/16 - ↓ - 

128 (H) 21,80/5,41 110 5/13 ↑ - - 

106 (H) 20,86/5,33 66 6/16 - - ↑ 

46 (H) 21,80/5,15 63 4/11 - 
-

2,1464 
↓ 

101 (H) 23,2/4,96 31 2/5 - ↓ - 

Precursor de la 
macroglobulina alfa-1 

gi|307746876 252922 
146 (H) 75,07/5,94 

168,38/6,46 
194 8/6 - ↓ - 

136 (H) 4,92/6,16 164 5/4 ↓ - - 

Precursor de la antiproteinasa 
alfa-1 

gi|51036655 24648 

77 (H) 15,83/4,66 

46,26/5,70 

375 9/33 -2,107 
-

2,0622 
- 

105 (H) 13,94/5,29 168 6/16 - - ↑ 

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

        
Relación de cambio

g 

Proteína 
No. de 

acceso
a 

Gene 
ID

a Spot
b 

kDa/pI Exp
c kDa/pI 

Teórico
d 

Masc
ot 

score
e 

PM/%
C

f 
NC vs 

NA 
NC vs 

DC 
DC vs 

DA
 

Precursor del inhibidor 3 alfa-1 gi|112893 297568 

101 (H) 23,20/4,96 

165,04/5,70 

361 8/6 - ↓ - 

102 (H) 6,00/4,93 136 5/3 - - ↑ 

142 (H) 47,80/5,39 90 3/2 ↓ ↓ - 

46 (H) 21,80/5,15 75 3/2 - 
-

2,1464 
↓ 

90 (H) 23,37/5,25 73 2/2 - ↓ - 

104 (H) 13,41/4,96 54 3/2 - - ↑ 

105 (H) 13,94/5,29 45 3/3 - - ↑ 

Metabolismo de lípidos 
          

Precursor de apolipoproteína 
E 

gi|162287337 25728 
19 (L) 40,00/5,1 

35,78/5,23 
63 9/28 - - 

-
5,2192 

43 (L) 180,00/5,47 36 2/5 ↓ - - 

Preproteína de apolipoproteína 
A-II 

gi|6978517 25649 86 (L) 3,97/4,14 11,49/6,23 40 2/19 - - ↑ 

Precursor de la glicoproteína 1 
beta-2 (Apo H) 

gi|57528174 287774 78 (H) 17,50/6,13 39,74/8,58 25 2/5 ↓ - - 

Precursor de la 
paraoxonasa/arilesterasa 1 

gi|54292130 84024 49 (L) 45,40/4,17 39,56/5,06 26 2/5 - - ↑ 

Activación de complemento 
          

Precursor del factor B del 
complemento 

gi|218156285 294257 143 (H) 52,75/6,11 86,66/6,57 94 8/11 - ↓ - 

Precursor de C3 del 
complemento 

gi|158138561 24232 
89 (H) 19,00/5,13 

187,75/6,06 
404 6/6 - ↓ - 

135 (H) 72,30/5,13 43 5/3 ↓ - - 

Precursor de C4 del 
complemento 

gi|29337194 24233 104 (H) 13,41/4,96 193,64/6,99 148 3/3 - - ↑ 

Coagulación sanguínea 
          

Precursor de la isoforma 1 de 
la cadena alfa del fibrinógeno 

gi|56797757 361969 

71 (L) 40,60/7,14 

87,37/5,52 

169 9/15 - ↓ - 

91 (L) 37,00/6,35 140 6/8 - - ↑ 

74 (L) 49,00/6,69 63 5/6 10,3017 - - 
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Tabla 7. Continuación. 

        
Relación de cambio

g 

Proteína 
No. de 

acceso
a 

Gene 
ID

a Spot
b 

kDa/pI Exp
c kDa/pI 

Teórico
d 

Masc
ot 

score
e 

PM/%
C

f 
NC vs 

NA 
NC vs 

DC 
DC vs 

DA
 

Precursor de la isoforma 2 de la 
cadena alfa del fibrinógeno 

gi|144922622 361969 

71 (L) 40,60/7,15 

60,98/7,11 

169 9/22 - ↓ - 

91 (L) 37,00/6,35 140 6/11 - - ↑ 

74 (L) 49,00/6,69 63 5/9 10,3017 - - 

Precursor de la cadena beta del 
fibrinógeno 

gi|158186678 24366 

91 (L) 37,00/6,35 

54,83/7,90 

124 7/15 - - ↑ 

71 (L) 40,60/7,14 89 6/21 - ↓ - 

74 (L) 49,00/6,69 63 5/12 10,3017 - - 

Precursor de la cadena gama 
del fibrinógeno 

gi|61098186 24367 

94 (H) 54,62/5,66 

50,24/5,85 

149 6/19 - ↓ - 

47 (L) 220,60/5,90 112 4/13 - ↓ ↑ 

43(L) 180,00/5,47 75 2/7 ↓ - - 

19 (L) 40,00/5,1 42 2/5 - - 
-

5,2192 

Homeostasis del hierro 
          

Precursor de la isoforma 1 de la 
ceruloplasmina 

gi|401461786 24268 43 (L) 180,00/5,47 121,39/5,39 42 4/5 ↓ - - 

Precursor de la isoforma 2 de la 
ceruloplasmina 

gi|401461788 24268 44 (L) 180,00/5,48 124,39/5,42 42 4/5 ↓ - - 

Precursor de la serotransferrina gi|61556986 24825 70 (H) 98,50/6,94 78,51/7,14 126 9/13 - ↓ - 

Regulador de actividad 
catalítica           

Precursor de la subunidad 2 de 
la carboxipeptidasa N 

gi|157819231 303861 92 (H) 34,50/4,26 63,36/5,94 66 4/7 - ↓ - 

Proceso metabólico de la 
vitamina D           

Precursor de la proteína de 
unión a vitamina D 

gi|401709952 24384 139 (H) 20,86/5,41 55,08/5,65 203 10/19 ↓ ↓ - 
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Tabla 7. Continuación. 

        
Relación de cambio

g 

Proteína 
No. de 

acceso
a 

Gene 
ID

a Spot
b 

kDa/pI Exp
c kDa/pI 

Teórico
d 

Masc
ot 

score
e 

PM/%
C

f 
NC vs 

NA 
NC vs 

DC 
DC vs 

DA
 

Transporte 
          

Precursor de la albúmina de 
suero 

gi|158138568 24186 

99 (H) 125,83/6,33 

70,71/6,09 

244 9/18 - ↓ - 

143 (H) 52,75/6,11 232 4/8 - ↓ - 

128 (H) 21,80/5,41 228 6/11 ↑ - - 

136 (H) 4,92/6,16 182 6/13 ↓ - - 

78 (H) 17,50/6,13 178 8/15 ↓ - - 

90 (H) 23,37/5,25 178 5/10 - ↓ - 

146 (H) 75,07/5,94 130 4/7 - ↓ - 

101 (H) 23,2/4,96 91 5/10 - ↓ - 

89 (H) 19,00/5,13 74 3/6 - ↓ - 

67 (H) 261,25/5,00 52 2/4 - - ↓ 

Otros 
          

Precursor de la fosfolipasa D 
específica de fosfatidilinositol-

glicano 
gi|213688382 291132 100 (H) 90,25/5,33 94,18/6,21 59 7/8 - ↓ - 

Para información detallada ver la Tabla 7 y 8.a De acuerdo al a base de datos de NCBI, bNo. de spot de proteína como se 
indica en la Figura 18 (L)Proteínas poco abundantes (H) Proteínas abundantes, cMasa experimental (kDa) y pI de los spots de 
proteína identificados, dMasa teórica (kDa) y pI de las proteína identificadas en la base de datos no redundante de NCBI, 
eScore de MASCOT reportado después de la búsqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son 
estadísticamente significativos (P<0.01), fNo. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteína, gLa 
relación de cambio esta expresada como el radio del % del volumen y cada valor representa el promedio de tres mediciones 
independientes. Para algunos spots de  proteína la relación de cambio no se pudo calcular debido a que la proteína estaba 
ausente en el spot; esto está marcado como ↑ y ↓, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo 

normoglucémico con dieta control, NA: Grupo normoglucémico con suplementación de amaranto, DC: Grupo diabético con 
dieta control, DA: Grupo diabético con suplementación de amaranto. 
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Tabla 8. Proteínas diferenciales detectadas por LC-MS/MS (Proteínas poco abundantes) 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

19 

Precursor de la 
apolipoproteína E 

gi |162287337 25728 

40.00/5.1 

35.788/5.23 63 9/28 

RFWDYLRW 
RLGADMEDLRN 
RLQAEIFQARI 
RGRLEEVGNQARD 
RSKMEEQTQQIRL 
RTANLGAGAAQPLRDRA 
KGWFEPLVEDMQRQ 

RNEVNTMLGQSTEELRS 
RIKGWFEPLVEDMQRQ 

- - -5.2192 

 

Precursor de la cadena 
gama del fibrinógeno 

gi |61098186 24367 50.247/5.85 42 2/5 
RYLQDIYTSNKQ 
KYEALLLTHESSIRY 

43 

 
Precursor de la cadena 
pesada H4 del inhibidor 

inter-alfa 

gi|126722991 54404 

180.00/5.47 

 
103.862/5.82 

111 5/6 

KTLFSVLPGLKM 
RVLGIDYPATRE 
KAVLSAVELLDKS 
KLRDQGPDVLLAKV 
RADTVQEATFQVELPRK 

↓ - - 

 

Precursor de la cadena 
gama del fibrinógeno 

gi |61098186 24367 50.247/5.85 75 2/7 
RTSTADYAMFRV 
KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS 

Precursor de la isoforma 
1 de la ceruloplasmina 

Precursor de la isoforma 
2 de la ceruloplasmina 

gi |401461786 
gi |401461788 

24268 
24268 

121.387/5.39 
124.393/5.42 

42 
42 

4/5 
4/5 

RDTANLFPHKS 
KGQFPLSIQPMGVRF 
KALYSEYTDGTFTKT 
RMFTTAPENVDKEDEDFQESNKM 

Precursor de la 
apolipoproteina E 

gi |162287337 25728 35.788/5.23 
 

36 
2/5 

RLGPLVEQGRQ 
RLQAEIFQARI 

47 
Precursor de la cadena 
gama del fibrinógeno 

gi |61098186 24367 220.60/5.90 50.247/5.85 112 4/13 

RTSTADYAMFRV 
KESGLYFIRPLKA 
KYEALLLTHESSIRY 
KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS 

- ↓ ↑ 

 

49 
Precursor de la 

paraoxonasa/arilesterasa 
1 de suero 

gi |54292130 84024 45.40/4.17 39.561/5.06 26 2/5 
KILLMDLNEKE 
RIQSILSEDPKV 

- - ↑ 
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Tabla 8. Continuación 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

71 

Precursor de la isoforma 
1 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 
Precursor de la isoforma 
2 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 

gi |56797757 
gi |144922622 

361969 
361969 

40.60/7.14 

87.37/5.52 
60.98/7.11 

169 
9/15 
9/22 

KNSLFDFQKN 
KRLEVDIDIKI 
KSQLQEGPPEWKA 
KMSPVPDLVPGSFKS 
RMHPELGSFYDSRF 
KGLIDEANQDFTNRI 
RGDFANANNFDNTFGQVSEDLRRR 

KTSDSDIFTDIENPSSHVPEFSSSSKT - ↓ - 

 

Precursor de la cadena 
beta del fibrinógeno 

gi |158186678 24366 54.82/7.90 89 6/21 

RQDGSVDFGRK 
KEDGGGWWYNRC 
RIGPTELLIEMEDWKGDKV 
RKEEPPSLRPAPPPISGGGYRA 
KGGETSEMYLIQPDTSSKPYRV 
RTMTIHNGMFFSTYDRDNDGWVTTDP
RK 

74 

Precursor de la isoforma 
1 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 
Precursor de la isoforma 
2 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 
Precursor de la cadena 

beta del fibrinógeno 

gi |56797757 
gi |144922622 
gi |158186678 

361969 
361969 
24366 

49.00/6.69 
87.34/5.52 
60.98/7.11 
54.82/7.90 

63 
63 
33 

5/6 
5/9 
5/12 

KNSLFDFQKN 
RFGSLTSNFKE 
KDVRDQLIDMKR 
KMSPVPDLVPGSFKS 
KGLIDEANQDFTNRI 

10,301
7 

- - 

 

86 
 

Preproteína de la 
apolipoproteína A-II 

gi |6978517 25649 3.97/4.14 11.48/6.23 40 2/19 
KAYFQNAQERL 
RTGTNLMDFLSRL 

- - ↑ 

 

91 

Precursor de la isoforma 
1 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 
Precursor de la isoforma 
2 de la cadena alfa del 

fibrinógeno 

gi |56797757 
gi |144922622 

361969 
361969 

37.00/6.35 

87.34/5.52 
60.98/7.11 

140 
140 

6/8 
6/11 

KNSLFDFQKN 
RFGSLTSNFKE 
KAQQIQVLQKD 
KMSPVPDLVPGSFKS 
RMHPELGSFYDSRF 
KGLIDEANQDFTNRI 

- - ↑ 

 

Precursor de la cadena 
beta del fibrinógeno 

gi |158186678 24366 54.82/7.90 124 7/15 

KIRPVFPQQ 
KGFGNIATNEDTKK 
RQTLLNHERPIKN 
KTENGGWTVIQNRQ 
KGFGNIATNEDTKKY 
KAHYGGFTVQTEANKY 
RIGPTELLIEMEDWKG 

aNo. de spot de acuerdo al indicado en la Figura 18, bMasa experimental (kDa) y pI de los spots de proteína identificados, 
cMasa teórica (kDa) y pI de las proteínas identificadas en la base de datos no redundante de NCBI, dScore de MASCOT 
reportado después de la búsqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son estadísticamente significativos 
(P<0.01), eNo. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteína, fLa relación de cambio está 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  
proteína la relación de cambio no se pudo calcular debido a que la proteína estaba ausente en el spot; esto está marcado 
como ↑ y ↓, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo normoglucémico con dieta control, NA: 

Grupo normoglucémico con suplementación de amaranto, DC: Grupo diabético con dieta control, DA: Grupo diabético con 
suplementación de amaranto. 
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Tabla 9. Proteínas diferenciales detectadas por LC-MS/MS (Proteínas abundantes). 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

42 

Precursor de serpin A3K gi|266407 24794 

18.66/4.43 

 
46.76/5.31 

539 8/26 

RKIFSQQADLSRI 
KIAELFSELDERT 
KEQPILSEFQEKT 
KDSTMEEILEGLKF 
RTSMVLVNYLLFKG 
RALYQAEAFVADFKQ 
KMQQVESSLQPETLKKW 

KAVLDVDETGTEGAAATAVTAALKS 

- - -2.5367 

 

Precursor de serpin A3L gi|2507387 299282 46.42/5.48 442 9/24 

KEVLPELGIKK 
KVFSQQADLSRI 
KFSISTDYSLKE 
KDLYVSQVVHKA 
KIAELFSDLEERT 
KEQPILSEFQEKT 
KDSTMEEILEGLKF  
RTSMVLVNYLLFKG  
KMQQVESSLQPETLKKW  

46 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

gi |112893 297568 

21.80/5.15 

165.04/5.70 75 3/2 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KALMAYAFALAGNQEKR 

- -2.1463 ↓ 

 

Precursor del T-
kininógeno 1 

gi |80861401 24903 48.82/6.29 63 4/11 

KHTHLFALRE 
KDGAETLYSFKY 
RAGPAPDHQAEASTVTS 
KYNAELESGNQFVLYRV 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 37 3/2 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPLVTIQSSGSFSQKF 
KTLMAYAFALAGNQEKR 

65 

Precursor de la 
murinoglobulina 2 

gi |50657404 408236 

212.50/4.99 

162.85/6.15 56 3/2 
KVLIVEPEGIKK 
RDTEELTYSVPYGRE 
KALMAYAFTLAGNQEKR 

- -2.7027 - 

 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 54 3/2 
KVLIVEPEGIKK 
RDTEELTYSVPYGRE 
KTLMAYAFAYALAGNQEKR 

67 
Precursor de la albúmina 

de suero 
gi |158138568 24186 261.25/5.00 70.71/6.09 52 2/4 

KAPQVSTPTLVEAARN 
KLGEYGFQNAVLVRY 

- - ↓ 
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Tabla 9. Continuación. 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína 
No. de 
acceso 

GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

68 

Precursor de serpin A3L gi |2507387 299282 

7.87/4.56 

46.42/5.48 75 2/5 
KIAELFSDLEERT 
KEQPILSEFQEKT 

- ↓ - 

 

Precursor de serpin A3K gi |266407 24794 46.76/5.31 69 2/5 
KIAELFSELDERT 
KEQPILSEFQEKT 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 42 4/2 

KVLIVEPEGIKK 
KVLIVEPEGIKKE 
RDMGLTAFTNLKI 
KMLSGFIPLKPTVKK 

70 
Precursor de la 
serotransferrina 

gi |61556986 24825 98.50/6.94 78.51/7.14 126 9/13 

RTVLPADGPRL 
RIPSHAVVARN 
RDGGGDVAFVKH 
KDLLFRDDTKC 
KDFQLFGSPLGKD 
KHTTIFEVLPQKA 
KASDSSINWNNLKG 
RLYLGHSYVTAIRN 
RTAGWNIPMGLLFSRI 

- ↓ - 

 

73 

Precursor de serpin A3K gi |266407 24794 

17.83/4.66 

46.76/5.31 161 8/21 

KDSLRPRI 
RDTLPHEDQGKG 
RKIFSQQADLSRI 
KIAELFSDLDERT 
KDSTMEEILEGLKF 
RTSMVLVNYLLFKG 
RALYQAEAFVADFKQ 
KMQQVESSLQPETLKKW 

↑ - ↑ 

 

Precursor de la 
glicoproteína alfa-2-HS 

gi |6978477 25373 38.78/6.30 115 4/16 

KATLIHRL 
RLGGEEVSVACKL 
KVGQPGDAGAAGPVAPLCPGRV 
RHAFSPVASVESASGEVLHSPKV 

Precursor de serpin A3L gi |2507387 299282 46.42/5.48 113 5/14 

KFSISTDYSLKE 
KKVFSQQADLSRI 
KDSTMEEILEGLKF 
RTSMVLVNYLLFKG 
KMQQVESSQPETLKKW 
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Tabla 9. Continuación 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

77 

Precursor de la 
antiproteinasa alfa-1 

gi |51036655 24648 

15.83/4.66 

46.26/5.70 375 9/33 

KLSISGTYNLKT 
KRPFNPEHTRD 
KMQHLEQTLTKD 
KISSNLADFAFSLYRE 
RKISSNLADFAFSLYRE 
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF 
KNNYHSEAFSVNFADSEEAKKV 

KFDHPFIFMIVESETQSPLFVGKV 
KAFHHLLQTLNRPDSELQLNTGNGLF
VNN -2.1070 -2.0622 - 

 

Precursor de serpin A3M gi |401664566 299276 46.92/5.46 139 4/11 

RDVFSQQADLSRI 
KGNTLEEILEVLRF 
RTSMVLVNYLLFRG 
RMQQVEASLQPETLKK 

Precursor de serpin A3K 
 

gi |2507388 24795 46.79/5.33 133 3/8 
KKLINDYVSKQ 
KGNSMEEILEGLKF 
RDEIQISTGNALFIEKR 

Precursor de serpin A3L 
Precursor de serpin A3K 

gi |2507387 
 gi |266407 

299282 
24794 

46.42/5.48 
46.76/5.31 

44 
44 

2/6 
2/6 

RTSMVLVNYLLFKG 
KMQQVESSLQPETLKK 

78 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 

17.50/6.13 

70.71/6.09 178 8/15 

KTNCELYEKL 
RFKDLGEQHFKG 
RFPNAEFAEITKL 
KAPQVSTPTLVEAARN 
KYMCENQATISSKL 
KLGEYGFQNAILVRY 
KDVFLGTFLYEYSRR 
RRHPYFYAPELLYYAEKY 

↓ - - 

 
Precursor de la 

glicoproteína 1 beta-2 
gi |57528174 287774 39.74/8.58 25 2/5 

RITCPPPPIPKF 
KKATVLYQGQRV 

80 

Precursor de serpin A3L gi |2507387 299282 

5.57/4.08 

46.42/5.48 170 4/11 

KIAELFSDLEERT 
KEQPILSEFQEKT 
RTSMVLVNYLLFKG 
RALYQAEAFIADFKQ 

- ↑ - 

 

Precursor de serpin A3K gi |266407 24794 46.76/5.31 139 4/11 

KIAELFSELDERT 
KEQPILSEFQEKT 
RTSMVLVNYLLFKG 
RALYQAEAFVADFKQ 
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Tabla 9. Continuación 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No, de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

89 

Precursor C3 del 
complemento 

gi |158138561 24232 

19.00/5.13 

187.75/6.06 404 6/6 

RYYQTIEIPPKS 
KSSVAVPYVIVPLKI 
RSDVDEDIIPEEDIISRS 
RILLQGTPVAQMAEDAVDGERL 
RSHFPESWLWTIEELKEPEKN 
RTLDPEHLGQGGVQREDVPAADLSD
QVPDTDSETRI 

- ↓ - 

 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 70.71/6.09 74 3/6 
RFPNAEFAEITKL 
KAPQVSTPTLVEAARN 
KDVFLGTFLYEYSRR 

90 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 

23.37/5.25 

70.71/6.09 178 5/10 

KLVQEVTDFAKT 
RFPNAEFAEITKL 
KLGEYGFQNAILVRY 
KDVFLGTFLYEYSRR 
RRHPYFYAPELLYYAEKY 

- ↓ - 

 

Precursor del T-
kininógeno 1 

gi |80861401 24903 48.82/6.29 111 5/16 

KHTHLFALRE 
KKDGAETLYSFKY 
RAGPAPDHQAEASTVTS 
KKYNAELESGNQFVLYRV 
KEALGHSIAQLNAQHNHIFYFKI 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

 
gi |112893 297568 165.04/5.70 73 2/2 

KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KALMAYAFALAGNQEKR 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 73 3/3 
KTPLVTIQSSGSFSQKF 
KTLMAYAFALAGNQEKR 
KQQNSHGGFSSTQDTVVALDALSKY 

Precursor de la 
murinoglobulina 2 

gi |50657404 408236 162.85/6.15 39 3/3 
KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KALMAYAFTLAGNQEKR 
KQQNSHGGFSSTQDTVVALDALSKY 

92 

Precursor del inhibidor de 
la proteasa C1 de plasma 

gi |40018558 295703 

34.5/4.26 

55.80/5.54 363 9/19 

KFPVFMGRV 
RHKFPVFMGRV 
KKMMASFLYKN 
KSNLEDILSYPKD 
KSSQDMLSIMEKL 
KFQPTYVMMPRI 
KKYPLALFNDQTLKA 
RDSSEATLSEALTDFSVKL 
KGVTSVSQIFHSPDLAIRD 

- ↓ - 

 

Precursor de la 
subunidad 2 de la 

carboxipeptidasa N 
gi |157819231 303861 63.36/5.94 66 4/7 

KLTLDFNRL 
KLQLLDLSRN 
RVHHLEPDAFGGLPRL 
RTLNLAQNLLTQLPKG 
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Tabla 9. Continuación 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

94 
Precursor de la cadena 
gama del fibrinógeno 

gi |61098186 24367 54.62/5.66 50.24/5.85 149 6/19 

RDNCCILDERF 
RYLQDIYTSNKQ 
KESGLYFIRPLKA 
KYEALLLTHESSIRY 
KEGFGHLSPTGTTEFWLGNEKI 
KAIQVYYNPDQPPKPGMIEGATQKS 

- ↓ - 

 

99 
Precursor de la albúmina 

de suero 
gi |158138568 24186 125.83/6.33 70.71/6.09 244 9/18 

KLVQEVTDFAKT 
RFKDLGEQHFKG 
RFPNAEFAEITKL 
RHPDYSVSLLLRL 
KTVMGDFAQFVDKC 
KGLVLIAFSQYLQKC 
KDVFLGTFLYEYSRR 
RLPCVEDYLSAILNRL 
RRHPYFYAPELLYYAEKY 

- ↓ - 

 

100 

Precursor de la cadena 
pesada H4 del inhibidor 

inter-alpha 

gi 126722991 54404 

90.25/5.33 

103.86/5.82 633 14/18 

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

- ↓ - 

 

Precursor de la 
fosfolipasa D específica 

de fosfatidilinositol-
glicano 

gi |213688382 291132 94.18/6.21 59 7/8 

RIYDNLYGRK 
RGIVAAFYSHPRR 
RALQFLQLQDGRI 
RWYVPIQDLLRI 
KAQYVLISPEASSRF 
RRWYVPIQDLLRI 
KTQPALLSTFSGDRRF 

Precursor de la cadena 
pesada H3 del inhibidor 

inter-alfa-tripsina 
gi |8393899 50693 99.38/5.85 58 2/2 

KATPANLEEARA 
RSMTNINDGLLRG 
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Tabla 9. Continuación 

   
  

   
 Relación de cambio

f
 V% ±DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No. de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

101 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

gi |112893 112893 

23.2/4.96 

165.04/5.70 361 8/6 

KYGAATFSKS 
KQQPAFALKV 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KALMAYAFALAGNQEKR 
KEDNSIHWERPQKPTKS 
RLTAQPAPSPEDLALSMGTIKW 

KEAIKEDNSIHWERPQKPTKS 

- ↓ - 

 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 108 6/5 

KYGAATFSKS 
KQQPAFALKV 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPLVTIQSSGSFSQKF 
REDNSIHWERPQKPTKS 
RLTAQPAPSPEDLALSMGTIKW 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 70.71/6.09 91 5/10 

RFKDLGEQHFKG 
KAPQVSTPTLVEAARN 
RRHPDYSVSLLLRL 
KLGEYGFQNAILVRY 
RRHPYFYAPELLYYAEKY 

Precursor del T-
kininógeno 1 

gi |80861401 24903 48.82/6.29 31 2/5 
KHTHLFALRE 
RAGPAPDHQAEASTVTS 

102 

Precursor de serpin A3N gi |2507388 24795 

6.00/4.93 

46.79/5.33 150 5/14 

KIQGLITNLAKK 
RDTFQSEFYSGKR 
KGNSMEEILEGLKF 
KTSMVLVNYIYFKG 
KALYQAEAFTADFQQSRE 

- - ↑ 

 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

gi |112893 297568 165.04/5.70 136 5/3 

RYNVPLEKQ 
KQQPAFALKV 
KMLSGFIPLKPTVKK  
KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KEDNSIHWERPQKPTKS 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 166.59/5.68 85 6/5 

KQQPAFALKV 
KFQVDNSNRL 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPLVTIQSSGSFSQKF 
REDNSIHWERPQKPTKS 
KQQNSHGGFSSTQDTVVALDALSKY 
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 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína 
No. de 
acceso 

GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

104 

Precursor C4 del 
complemento 

gi |29337194 24233 

13.41/4.96 

193.64/6.99 148 3/3 

RDSSTWLTAFVLKI 
KILSLAQEQIGDSPEKL 
RVTASEPLETLGSEGALSPGGVASLLR
L 

- - ↑ 

 

Precursor de la 
antiproteinasa alfa-1 

gi |51036655 24648 46.26/5.70 147 7/16 

RSAILYFPKL 
RDADFHVDKS 
KTLLSSLGITRV 
KKVINDYVEKG 
KRPFNPEHTRD 
KMQHLEQTLTKD 
KISSNLADFAFSLYRE 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

gi |112893 297568 165.04/5.70 54 3/2 
KMLSGFIPLKPTVKK 
KTPSVTVQSSGSFSQKF 
KALMAYAFALAGNQEKR 

Precursor de serpin A3N gi |2507388 24795 46.79/5.33 53 2/5 
RDTFQSEFYSGKR 
KMQQVEASLQPETLRR 

105 

Precursor de la 
antiproteinasa alfa-1 

gi |51036655 24648 

13.94/5.29 

46.26/5.70 168 6/16 

KFLEEVKN 
KAVLTLDERG 
RSAILYFPKL 
KMQHLEQTLTKD 
KISSNLADFAFSLYRE 
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF 

- - ↑ 

 

Proteína parecida al 
inhibidor de proteinasa (202 

aminoácidos) 
gi |930263 24648 22.87/6.06 96 5/28 

KAVLTLDERG 
RSAILYFPKL 
KTLLDSLGITRV 
KMQHLEQTLTKD 
RGTEAAGATVVEAVPMSLPPQVKF 

Precursor del inhibidor 3 
alfa-1 

Precursor de la 
murinogloblina 2 

gi |112893  
gi |50647404 

297568 
408236 

165.04/5.70 
162.85/6.15 

45 
45 

3/3 
3/3 

RIMQWQDVKT 
KQLSFSLSAEPIQGPYKI 
KNKESVVFVQTDKPMYKPGQSVKF 

106 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 

20.86/5.33 

166.59/5.68 84 3/2 
KNLQPAIVKV 
KTPLVTIQSSGSFSQKF 
KTLMAYAFALAGNQEKR 

- - ↑ 

 

Precursor del T-kininógeno 
1 

gi |80861401 24903 48.82/6.29 66 6/16 

KHTHLFALRE 
RLLNSCEYKG 
REIPVDSPELKE 
KDGAETLYSFKY 
KYNAELESGNQFVLYRV 
KEALGHSIAQLNAQHNHIFYFKI 
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 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína No, de acceso GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

128 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 

21.80/5.41 

70.71/6.09 228 6/11 

KLVQEVTDFAKT 
RFPNAEFAEITKL 
KTVMGDFAQFVDKC 
KAPQVSTPTLVEAARN 
RRHPDYSVSLLLRL 
KLGEYGFQNAVLVRY ↑ - - 

 

Precursor del T-
kininógeno 1 

gi |80861401 24903 48.82/6.29 110 5/13 

KHTHLFALRE 
REIPVDSPELKE 
KDGAETLYSFKY 
KFSVATQICNITPGKG 
KYNAELESGNQFVLYRV 

135 

Precursor de la 
murinoglobulina 1 

gi |12831225 497794 

72.30/5.13 

166.59/5.68 61 4/3 

RHGIPFFVKI 
RDTEELTYSVPYGRE 
KQLSFSLSAEPIQGPYKI 
KNLHPLNELFPLAYIEDPKM 

↓ - - 

 

Precursor C3 del 
complemento 

gi |158138561 24232 187.75/6.06 43 5/3 

KNTLIIYLEKI 
RLLWESGSLLRS 
RYYQTIEIPPKS 
KSSVAVPYVIVPLKI 
KDLNMDVSLHLPSRS 

136 

Precursor de la albúmina 
de suero 

gi |158138568 24186 

4.92/6.16 

70.71/6.09 182 6/13 

KKQTALAELVKH 

KAPQVSTPTLVEAARN 
KLGEYGFQNAVLVRY 
KDVFLGTFLYEYSRR 
RLPCVEDYLSAILNRL 
KAADKDNCFATEGPNLVARS ↓ - - 

 

 
Precursor de la 

macroglobulina alfa-1 
gi |307746876 252922 168.38/6.46 164 5/4 

KVNTLPLNFDKA 
RLADLPGNYITKV 
RDLSSSDLTTASKI 
KMVSGFIPVKPSVKK 
KYNILPEAEGEAPFTLKV 

139 
Precursor de la proteína 
de unión 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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 Relación de cambio

f
 V% ± DE

g 

Spot 
No.

a
 

Proteína 
No. de 
acceso 

GeneID Exp kDa/pI
b 

Teor kDa/pI
c Mascot 

score
d 

PM/%C
e Péptidos alineados 

NC vs 
NA 

NC vs 
DC 

DC vs 
DA 

 

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 albúmina de 
suero 

gi 
|158138568 

24186 

52.75/6.11 

70.71/6.09 232 4/8 

RFPNAEFAEITKL 
KAPQVSTPTLVEAARN 
RRHPDYSVSLLLRL 
KLGEYGFQNAILVRY 

- ↓ - 

 

Precursor del factor B del 
complemento 

gi 
|218156285 

294257 86.66/6.57 94 8/11 

RQQLVPSYARD 
KALFVSEEGKKL 
RSSDADWVTEKL 
RYGLVTYATVPKV 
KSTGSWSVLQTRD 
KLNQISYEDHKL 
KDMEDLENVFYKM 
KAEGISEFYDYDVALIKL 

146 

Precursor de la 
macroglobulina alfa-1 

gi 
|307746876 

252922 

75.07/5.94 

168.38/6.46 194 8/6 

KTVSWAVTPKS 
KVAEVPALVQKD 
KVPDTITEWKA 
KAEQGAYLGPLPYKG 
KLSPQSIYNLLPQKA 
KAEDITHNGIVYTPKQ 
KDTVVKPVIVEPEGIEKE 
RYVVLVPSELYAGVPEKV 

- ↓ - 

 

Precursor de la albúmina de 
suero 

gi 
|158138568 

24186 70.71/6.09 130 4/7 

KLVQEVTDFAKT 
RFPNAEFAEITKL 
KAPQVSTPTLVEAARN 
KLGEYGFQNAILVRY 

aNo. de spot de acuerdo al indicado en la Figura 18, bMasa experimental (kDa) y pI de los spots de proteína identificados, 
cMasa teórica (kDa) y pI de las proteínas identificadas en la base de datos no redundante de NCBI, dScore de MASCOT 
reportado después de la búsqueda en las bases de datos. Scores de iones individuales >25 son estadísticamente significativos 
(P<0.01), eNo. de péptidos que hicieron match y porcentaje de cobertura de la proteína, fLa relación de cambio está expresada 
como el radio del % del volumen y cada valor representa el promedio de tres mediciones independientes. Para algunos spots 
de  proteína la relación de cambio no se pudo calcular debido a que la proteína estaba ausente en el spot; esto está marcado 
como ↑ y ↓, indicando la presencia o ausencia del spot respectivamente, NC: Grupo normoglucémico con dieta control, NA: 

Grupo normoglucémico con suplementación de amaranto, DC: Grupo diabético con dieta control, DA: Grupo diabético con 
suplementación de amaranto. 
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Figura 19. Clasificación e interacciones de las proteínas acumuladas diferencialmente en 
plasma de rata (A) Clasificación de las proteínas identificadas basadas en su proceso 
biológico de acuerdo a gene ontology (B) Red de interacción proteína-proteína usando la 
base de datos STRING. Alb: albúmina, C4: anafiloxtoxina C4a, Cp: ceruloplasmina, Fgb: 
cadena beta del fibrinógeno, Fga: cadena alfa del fibrinógeno, Fgg: cadena gama del 
fibrinógeno, Tf: serotransferrina, Kng1: T-kininógeno 1, Apoe: apolipoproteína E, Apoh: 
glicoproteína 1 beta-2, Apoa2: apolipoproteína A-II, Itih3: cadena pesada H3 del inhibidor 
inter-alfa-tripsina, Itih4: cadena pesada H4 del inhibidor inter-alfa, Pon1: 
paraoxonasa/arilesterasa 1, Pzp: macroglobulin alfa-1, Gpld1: Fosfolipasa D específica de  
fosfatidilinositol-glicano, Cfb: factor B del complemento, Gc: proteína de unión a vitamina 
D, Serpina1: antiproteinasa alfa-1, Serpina3k: serpin A3K, Serpina3n: serpin A3N, 
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Serpina3m: serpine A3M, LOC299282: serpin A3L, Ahsg: glicoproteína alfa-2-HS, 
LOC297568: inhibidor 3 alfa-1, Cpn2: subunidad 2 de la carboxipeptidasa N, Mug1: 
murinoglobulina 1, Mug2: murinoglobulina 2. 

La suplementación con amaranto en normoglucémia y diabetes indujo la 

acumulación del la glicoproteína alfa-2-HS (spot 73 de las proteínas abundantes) y 

una disminución en la acumulación de la apolipoproteína E (spots 19 y 43 de las 

proteínas poco abundantes). Los cambios en las proteínas clasificadas en el 

metabolismo de lípidos como la glicoproteína beta-2 (spot 78 de las proteínas 

abundantes), apolipoproteína A-II (spot 86 de las proteínas poco abundantes) y la 

paraoxonasa/arilesterasa 1 (spot 48 de las proteínas poco abundantes) fueron 

heterogéneos pero estos cambios se observaron solamente en las ratas 

alimentadas con amaranto en ambas condiciones metabólicas. 

Con respecto a las proteínas involucradas en la homeostasis del hierro, se 

observó una disminución en la acumulación de la serotransferrina (spot 70 de las 

proteínas abundantes) y la ceruloplasmina (spot 43 de las proteínas poco 

abundantes) en las ratas diabéticas con dieta control y suplementación con 

amaranto, respectivamente. Otra isoforma de la ceruloplasmina se acumuló en las 

ratas normoglucémicas bajo suplementación con amaranto (spot 143 de las 

proteínas poco abundantes). 

Las proteínas identificadas pro LC-MS/MS se cargaron en el software STRING 

v9.1 para detectar las interacciones y asociaciones entre estas proteínas (Figura 

19B). Se observó una interacción cercana y abundante en la mayoría de las 

proteínas. No se encontró asociación entra la subunidad 2 de la carboxipeptidasa 

N, las fosfolipasa D específica de fosfatidilinositol-glicano, complemento C4 y la 

cadena pesada 3 del inhibidor inter-alfa-tripsina con el resto de las proteínas. 
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5. Discusión 

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

enzimática de la DPPIV 

En este trabajo se realizaron diferentes digestiones enzimáticas de las proteínas 

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 digestión. Particularmente se necesitaron 

grandes cantidades de tripsina para poder hidrolizar las glutelinas completamente 

(una relación 1:1); esto podría indicar cierta resistencia a la hidrólisis, como ya se 

ha reportado previamente para otras proteínas de amaranto [83]. Además, 

encontramos que el resto de las proteínas de reserva de la semilla de amaranto 

contienen péptidos encriptados con una actividad inhibitoria sobre la DPPIV. 

En las concentraciones utilizadas se logró obtener las IC50 de los hidrolizados 

trípticos de las glutelinas de amaranto. Si bien estos valores no son comparables 

con la IC50 del tripéptido diprotin A, son similares a los encontrados en hidrolizados 

de gelatina de piel de salmón [50]. El hecho de que la concentración 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 más experimentos para determinar 

la concentración real para obtener una inhibición significativa de esta enzima in 

vivo. 

En el modelo de simulación de la digestión gastrointestinal encontramos que el 

frijol produjo la menor inhibición sobre la DPPIV. El frijol es una leguminosa rica en 

proteína y otros fitoquímicos [84]; sin embargo, es posible que las condiciones 

presentes en la hidrólisis no hayan sido efectivas para liberar péptidos inhibidores 

de la DPPIV de las proteínas de frijol, en el caso de que esta semilla contenga 

este tipo de péptidos. Es necesario realizar más trabajo en esta dirección.  



Discusión 
 

68 
 

La harina de amaranto reventado presentó un menor efecto inhibitorio que la 

harina no procesada. Esto podría indicar que el proceso de calentamiento durante 

el reventado del grano afecta la hidrólisis y la disponibilidad de los péptidos 

bioactivos, debido tal vez a una desnaturalización de las proteínas, una hidrólisis 

espontánea, entrecruzamiento de los péptidos, fragmentación o incluso reacciones 

Maillard entre los carbohidratos y las proteínas [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 proteína en el mundo. Ya se 

ha reportado la presencia de péptidos bioactivos contenidos en este grano como 

péptidos inhibidores de la ECA y lunasin [86, 87]. En el trigo, las gliadinas (que se 

encuentran en la fracción de prolaminas del grano) son una de las principales 

fracciones responsables de la respuesta alérgica e inflamatoria y del daño 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 

preparación 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 proteínas de soya con actividad anticancerígena (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 análisis in silico que diferentes 

proteínas de soya y trigo contienen péptidos inhibitorios de la DPPIV en sus 

semillas, pero esta información no ha sido confirmada experimentalmente. 

Nuestros resultados corroboran esta evidencia, aunque no se puede aseverar que 

las secuencias que ellos reportan son las responsables de la inhibición observada 

en este trabajo. 

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

datos biopep en las glutelinas de amaranto se encontró 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 actúa como un inhibidor no covalente que se 

une transitoriamente al sitio catalítico de la DPPIV y bloquea la degradación de 

cadenas polipeptídicas más grandes como las incretinas [31]. 

Después del fraccionamiento de los digeridos trípiticos de las glutelinas de 

amaranto por cromatografía de exclusión molecular se purificaron dos fracciones 

con una alta inhibición de la DPPIV. Debido al patrón de actividad de la DPPIV de 

las fracciones parece ser que estas dos fracciones son las responsables de la 

inhibición 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 tamaño de 300 Da; es muy probable que esta fracción 

contenga al tripéptido IPI, lo cual confirmaría lo observado por la base de datos 

biopep y que el corte proteolítico de las proteínas de amaranto efectivamente 

libera a este péptido inhibidor de la DPPIV. Es necesario secuenciar los 

componentes de esta fracción para corroborar este hallazgo 

5.2 Comportamiento de la DPPIV en diferentes tipos celulares 

La DPPIV se distribuye ampliamente en los órganos y sus niveles de expresión 

varían enormemente entre tejidos. Se localiza en el endotelio y epitelio del riñón, 

hígado, intestino, páncreas, bazo y placenta; así como en suero, líquido seminal y 

en una pequeña subpoblación de células T, donde presenta diferentes funciones 

[43]. En los ensayos de actividad implementados en este trabajo en dos líneas 

celulares se encontró que el patrón de inhibición fue diferente dependiendo del 

tipo celular. En las células de riñón observamos un patrón similar al obtenido con 

la enzima purificada con las muestras analizadas, excepto que los valores 

máximos de inhibición fueron menores. Se cree una de las funciones de la DPPIV 

en riñón es ayudar en la eliminación de sus sustratos por la orina, los cuales tiene 

que ser inactivados [35] y esto implica una función catalítica. Además, resultados 

preliminares de detección de transcrito de DPPIV en la línea 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 enzimática de la DPPIV y sugiere que una de las funciones principales 

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

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 

circulación, que se cree que proviene de un corte proteolítico de la forma unida a 

membrana [36]. Además la enzima puede interactuar con otras proteínas de 

membrana  como la adenosin desaminasa y la proteína activadora de fibroblastos 

e incluso formar tetrámeros, que se cree ayuda a la comunicación célula-célula 

[43]. Al analizar la actividad de DPPIV en la línea celular HUVECC no se observó 

ninguna inhibición 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 línea celular fueron menores que en la línea 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 enzimática durante los lavados 

previos al ensayo. Además existe la posibilidad que en este tipo celular la función 

de la DPPIV no esté mediada por su actividad enzimática sino más bien por una 

interacción y comunicación con otras proteínas de membrana. Es necesario 

analizar los niveles de transcrito de la enzima junto con otros experimentos para 

determinar la función 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 está 

relacionado con la resistencia a la insulina [95-97]. En este trabajo la inducción de 

hiperglucemia se logró por un daño directo de las células β del páncreas, 

obteniendo así 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 reducción no es menor que los niveles basales. 

Por otro lado, no se observaron cambios en la actividad enzimática de la DPPIV 

en el riñón, y esta actividad no correlacionó 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 expresión de DPPIV en el riñón de rata [98]. La 

falta de correlación entre la expresión y actividad enzimática en este trabajo podría 

indicar que la regulación de la expresión de DPPIV es independiente de la 

actividad catalítica de la enzima en este órgano. Además, esto podría indicar que 

la función de la DPPIV en sangre es muy diferente que la función en riñón, lo cual 

indica la relevancia de la DPPIV en el cuerpo. La DPPIV es una proteína muy 

ubicua y es responsable de la inactivación 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 

proteínas como la adenosin desaminasa, el colágeno 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 riñón aparte de su actividad catalítica [99]. 

5.4 El amaranto como un regulador negativo de actividad de peptidasas 

Se observó una disminución en la acumulación de la subunidad 2 de la 

carboxipeptidasa N, el kininógeno 1 y el inhibidor de la proteasa de plasma C1 en 

las ratas diabéticas. Estas proteínas froman parte del sistema kallikreina-kinia 

(KKS) y sus reguladores. La kallikreina es una serin proteasa que corta el sustrato 

kininógeno para liberar kininas, siendo la bradicidina la mas estudiada. El KKS 

tiene funciones renales (diuréticas), cardiovasculares (vasodilatación) e 

inmunológicas (regulación de procesos inflamatorios) [100]. El inhibidor C1 es el 

inhibidor plasmático de la activación de la kallikreina pero también es el regulador 
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primario de la activación de la vía clásica del complemento [101]. La 

carboxipeptidasa N es una metaloproteasa responsable de la inactivación de la 

bradicidina y las anafilotoxinas del complemento C3a, C4a y C5a [102]. 

Se observó un comportamiento similar en las proteínas del complemento C3, C4 y 

el factor B en las ratas diabéticas. Esto claramente muestra una interrelación entre 

estas vías de señalización y una consecuencia directa del daño 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 análisis por STRING no mostró ninguna 

asociación entre la carboxipeptidasa N y la proteínas C4 del complemento con el 

resto de las proteínas identificadas; aún cuando no existe una interacción directa 

entre estas proteínas, es obvio que existe una asociación cercana entre estas vías 

y el hecho de que las proteínas ligadas a las carboxipeptidasa N y complemento 

C4 no se acumularan diferencialmente no significa que no participan en estos 

procesos. 

El fibrinógeno está formado por tres pares de subunidades alfa, beta y gama, 

participa en la formación  del coágulo 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 fribrinógeno [106-

108]. En este trabajo se detectaron las tres unidades del fibrinógeno en varios 

spots con un comportamiento variable. Esto correlaciona con la alteración vascular 

causada por la inducción 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 proteínas extracelulares. Las serpinas tienen una extensa 

variedad de funciones como reguladores de proteasas en la fibrinólisis, procesos 

inflamatorios, apoptosis y coagulación sanguínea, aunque también actúan como 

chaperonas, reguladores de la presión arterial o transportadores de hormonas 

[109]. La antiproteinasa alfa-1 (serpinA1) y la serpin A3 están involucradas en la 
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respuesta inflamatoria como activación del complemento y apoptosis [110]. Estas 

proteínas se identificaron en varios spots junto con otras proteínas, con diferentes 

patrones de acumulación. Las serpinas pueden formar complejos con sus 

proteasas blanco e incluso pueden polimerizar y acumularse, lo cual explicaría las 

diferencias en la distribución de los spots que observamos en este experimento. 

Se sabe que las mutantes en la serpinA1 llevan a una polimerización la cual 

resulta en enfisema y cirrosis, reflejando la importancia de esta familia de 

proteínas en la homeostasis en inflamación [109]. Los cambios observados en 

este tipo de proteínas pueden ser resultado del daño oxidativo producido por la 

estreptozotocina como un inductor de la diabetes. 

5.5 El amaranto y el metabolismo de lípidos 

Las semillas de amaranto contienen alrededor de 9% de aceite [59], el cual está 

compuesto  principalmente por ácidos grasos insaturados, tocoferoles y esteroles 

como el escualeno [111]. El escualeno es un precursor directo del colesterol y su 

administración tiene un efecto positivo en la regulación de los lípidos plasmáticos 

al promover la secreción del colesterol en los ácidos biliares [112, 113]. Hemos 

mostrado que el estado diabético inducido por la estreptozotocina incrementó el 

colesterol total en suero y que el amaranto contrarrestó ligeramente este efecto. 

Además, se observó un incremento considerable en los niveles de HDL-c en las 

ratas diabéticas bajo una suplementación con amaranto. El escualeno y la fracción 

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

Varios estudios se han enfocado en determinar el efecto del escualeno presente 

en el amaranto sobre el perfil de lípidos y los resultados son diversos. Se ha 

reportado que el consumo de un extruido de amaranto reduce el colesterol de las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) y el colesterol total en conejos 

hipercolesterolémicos [114]. En hamsters, tanto el grano de amaranto como su 

fracción oleosa no afectaron significativamente los lípidos plasmáticos [111]. 

Además, se ha mostrado que el aceite de amaranto y el consumo de escualeno 

incrementa la excreción de ácidos biliares en las heces de hamsters, pero esto no 
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tuvo un efecto hipocolesterolémico [115]. La adición de aceite de amaranto en la 

dieta de pacientes diabéticos con enfermedad cardiovascular reduce el colesterol 

total, los triglicéridos, LDL-c y las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) [59]. 

Todos estos resultados dependen aparentemente en la especie estudiada y, 

además es necesario considerar a las proteínas presentes en la semilla de 

amaranto. Mendonça et al. [116] reportaron que el consumo de la proteína de 

amaranto resultó en una disminución en los lípidos plasmáticos de hamsters con 

hipercolesterolemia, pero los mecanismos por los que el amaranto actúa todavía 

no se conocen y la proteómica es una herramienta que podría ayudar a elucidar 

dichos mecanismos. 

El análisis proteómico mostró cambios en las lipoproteínas sólo en las ratas 

alimentadas con amaranto. Se encontró que la acumulación de la glicoproteína 

beta-2 (apo H) disminuyó en las ratas normoglucémicas bajo una suplementación 

con amaranto. Apo H se puede considerar como un marcador de enfermedad 

cardiovascular, ya que esta proteína está involucrada en la progresión de la placa 

ateroesclerótica, la depuración de triglicéridos y en la regulación de la degradación 

de las LDL-ox. Se ha reportado un incremento de apo H en pacientes diabéticos y 

se cree que su expresión puede estar relacionada con la resistencia a la insulina y 

el síndrome metabólico, sin embargo, su función fisiológica no está clara [117, 

118]. En nuestro caso particular, una disminución en la expresión de apo H podría 

indicar un posible efecto preventivo del amaranto sobre la formación  y progresión 

de la placa ateroesclerótica en un estado no diabético, aunque es necesario 

realizar más experimentos para corroborar esta teoría. Por otro lado, apo A-II y 

apo E brindan estabilidad a las lipoproteínas [119-121]. Apo A-II es la segunda 

proteína más abundantes en las HDL y, en rata, la mayoría de apo E está 

asociada con estas lipoproteínas [122]. A pesar de que en este experimento apo E 

presentó una disminución en su acumulación, el aumento en la acumulación de 

apo A-II observado en las ratas diabéticas bajo una suplementación 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 proteína se detectó en las ratas alimentadas con amaranto. 

PON1 es una enzima hidrolítica sintetizada en el hígado con una amplia variedad 

de sustratos [123]. En sangre, esta proteína está asociada con las HDL y LDL 

previniendo su oxidación y presenta una función 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 oxidación de 

lípidos en estas lipoproteínas [125-127]. Además, se ha reportado una correlación 

positiva entre las HDL que contienen apo A-II y la actividad de PON1 [128], lo cual 

explica la acumulación de estas dos proteínas en este experimento. En resumen, 

estos resultados muestran que el amaranto tiene un efecto positivo en la 

regulación del colesterol en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina. Los 

mecanismos moleculares asociados podrían estar asociados con una promoción 

del transporte reverso del colesterol por las HDL y, presumiblemente, en una 

disminución en la oxidación de los lípidos presentes en estas partículas. 
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6. Conclusión 

La información presentada en este trabajo confirma la presencia de dos tipos de 

péptidos inhibidores de la DPPIV encriptados en la semilla de amaranto: péptidos 

pequeños como IPI y péptidos mayores a 13 residuos que interaccionan con el 

sitio de dimerización de la DPPIV. Este es el primer reporte que evalúa la actividad 

inhibitoria de la DPPIV de hidrolizados de alimentos usando un modelo de 

digestión gastrointestinal.  

El comportamiento en la actividad y expresión de la DPPIV varía dependiendo de 

las condiciones estudiadas, ya sea a partir de la enzima purificada, sintetizada por 

líneas celulares diferentes e incluso entre tejidos como sangre y riñón, lo que 

demuestra la multifuncionalidad de esta enzima como una molécula señalizadora 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 destrucción de las células β del 

páncreas. Esto probablemente se deba a la presencia de péptidos inhibidores de 

la DPPIV en sangre después de la incorporación del amaranto en la dieta. 

Además, el consumo de amaranto presenta un efecto positivo en la regulación de 

los lípidos plasmáticos, particularmente en el HDL-c mediado por la expresión de 

apo H, apo A-II 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 más allá de sus propiedades nutricionales. También es importante 

tener presente que el procesamiento de los alimentos por calor podría cambiar la 

estructura de la proteína 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 prevención y manejo de la 

diabetes tipo 2. 
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Tabla 10. Composición 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 

Proteína (%) 18,6 18,08 

Lípidos (%) 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 

Amioácidos 
  

Acido aspártico (%) 1,4 1,12 

Acido glutámico (%) 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 

Cisteína (%) 0,3 0,24 

Lisina (%) 1,1 0,88 

Histidina (%) 0,4 0,32 

Arginina (%) 1 0,8 

Triptofano (%) 0,2 0,16 

Vitaminas 
  

Vitamina A (UI/g) 30 24 
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Vitamina D3 (UI/g) 2 1,6 

Vitamina E (UI/kg)  135 108 
 

Tabla 10. Continuación 

Ingrediente* Dieta control Dieta suplementada con amaranto 

Vitamina K (mg/kg) 100 80 

Vitamina B1 (mg/kg) 117 93,6 

Vitamina B2 (mg/kg) 27 21,6 

Niacina (mg/kg) 115 92 

Vitamina B6 (mg/kg) 26 20,8 

Acido pantoténico (mg/kg) 140 112 

Vitamina B12 (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 

Palmítico C16:0 (%) 0,2 0,16 

Estearico C18:0 (%) 1,2 0,96 

Oleico C18:1ω9 (%) 3,1 2,48 

Linoleico C18:3ω3 (%) 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 información nutrimental reportada en cada 

producto 
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Cuantificación de proteína soluble por el método de Bradford (Bio-Rad 

Protein Assay) 

Fundamento 

Es un método simple para la determinación de la concentración de proteína 

solubilizada. Involucra la adición de un colorante acídico a la solución de proteína 

y una subsecuente lectura a 595 nm con un espectrofotómetro o un lector de 

microplacas. La comparación con una curva estándar provee una medida relativa 

de la concentración de proteína. Ocurre un cambio diferencial en el colorante en 

respuesta a varias concentraciones de proteína. La absorbancia máxima para una 

solución acídica del colorante azul de Coomassie G-250 cambia de 465 a 595 nm 

cuando existe una unión con proteína. El colorante azul de Coomassie se une 

principalmente a residuos de aminoácidos básicos y aromáticos, especialmente 

argininas. Se ha encontrado que el coeficiente de extinción de una solución del 

complejo colorante-albúmina es constante en un rango de concentración de más 

de diez veces. Por lo tanto, la ley de Beer puede aplicarse para una cuantificación 

precisa de proteína al seleccionar un radio apropiado de volumen de colorante con 

respecto a la concentración 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 

partículas. Este colorante diluido puede ser usado por 2 semanas si se 

guarda a temperatura ambiente. 

2. Preparar de tres a cinco diluciones de un estándar de proteína, el cual es 

representativo de la solución de proteína que se desea medir y por tanto 

debe de diluirse en la misma solución 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 proteína normalmente son 

evaluadas por duplicado o triplicado 

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

muestra por agitación o pipeteo 

5. Incubar a temperatura ambiente al menos 15 min. La absorbancia 

aumentara conforme el tiempo; las muestras deben incubarse a 

temperatura ambiente por no más de una hora 

6. Leer la absorbancia a 595nm 

7. Graficar los estándares de BSA o IgG (Absorbancia a 595nm vs 

Concentración) para posteriormente interpolar las lecturas de las muestras 

en la curva estándar  
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Cuantificación de proteína soluble por el método de Lowry (Bio-Rad DC 

Protein Assay) 

Fundamento 

El ensayo se basa en la reacción de la proteína con una solución alcalina de 

tartarato de cobre y reactivo de Folin. Hay dos pasos que llevan al desarrollo de 

color. La reacción entre la proteína y el cobre en medio alcalino y la subsecuente 

reducción del reactivo de Folin por el cobre tratado con la proteína. El desarrollo 

de color se debe principalmente a los aminoácidos tirosina y triptófano, y en menor 

medida a la cistina, cisteína e histidina. Las proteínas ejercen una reducción en el 

reactivo de Folin por la pérdida de 1, 2 o 3 átomos de oxígeno, produciendo así 

una o más de varias especies reducidas posibles, que tienen un color azul 

característico con un máximo de absorbancia a 750 nm y un mínimo a 405 nm 

Procedimiento para microplacas 

1. Preparar de tres a cinco diluciones de un estándar de proteína de 0.2 a 1.5 

mg/mL. Se debe preparar una curva estándar cada vez que haga el ensayo. 

Para mejores resultados, los estándares deben siempre prepararse en la 

misma solución que la muestra 

2. Pipetear 5 uL de los estándares y las muestras a tubos nuevos y secos 

3. 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 serán estables al menos una hora  

6. Graficar los estándares de BSA o IgG (Absorbancia a 595nm vs 

Concentración) para posteriormente interpolar las lecturas de las muestras 

en la curva estándar  
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Tinción de geles de poliacrilamida con Coomassie coloidal 

 Solución stock de Azul de Coomassie G-250 al 5% en agua bidestilada. 

Agitar por unos minutos para dispersar el colorante. El colorante no se 

disolverá completamente. 

 Solución stock de Azul de Coomassie G-250 coloidal: Sulfato de amonio al 

10%, ácido fosfórico al 1% p/p, azul de Coomassie G-250 al 0.1%. 

 Solución de teñido de Azul de Coomassie G-250 coloidal: Sulfato de 

amonio al 8%, ácido fosfórico al 0.8%, azul de Coomassie G-250 al 0.08%, 

metanol al 20%. Preparar esta solución antes de teñir el gel 

 

1. Fijar el gel al menos 30 min en una solución con ácido acético al 10% y 

etanol al 40% 

2. Decantar la solución de fijado y colocar la solución de teñido recién 

preparada (100-300 mL por gel, dependiendo del tamaño) 

3. Teñir toda la noche o más. La tinción se intensifica gradualmente hasta por 

7 días 

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

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

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

 Realizar los pasos de fijado, teñido y lavado en agitación continua y suave 

en un agitador orbital. 

 Los contenedores de teñido deben estar muy limpios. Se recomienda 

enjuagarlos previamente con etanol. No utilizar contenedores de vidrio. Se 

recomiendan recipientes de polipropileno o policarbonato. 

 El volumen mínimo de tinción recomendado es aproximadamente 10 veces 

el volumen del gel. 

 Cubrir el contenedor del gel durante la tinción y en pasos subsecuentes 

para protegerlo de la luz. 

Solución de fijado para geles 1D: Metanol al 50%, ácido acético al 7%. 

Solución de fijado para geles 2D: Metanol al 40%, 10% ácido tricloro acético 

Solución de lavado: Metanol al 10%, ácido acético al 7% 

1. Fijar el gel con solución de fijado por 30 min. Repetir una vez más con 

solución nueva. Para geles de isoelectroenfoque fijar por 3 horas y lavar 3 

veces con agua ultrapura por 10 min 

2. Teñir con el colorante toda la noche 

3. Transferir el gel a un recipiente limpio y lavarlo con solución de lavado por 

30 min. Es necesario enjuagar el gel en agua antes de capturar la imagen 

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

Nota: Al trabajar con el reactivo Trizol usar guantes y lentes de protección. Evitar 

el contacto con la piel o ropa. Si es posible, trabajar en una campana de 

extracción y evitar respirar los vapores. 

Reactivos: 

 Cloroformo 

 Isopropanol 

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

 Agua libre de ARNsas. Para prepararla utilizar frascos limpios, agregar 

dietilpirocarbonato (DEPC) a una concentración 0.01% (v/v), agitar toda la 

noche y esterilizarla.  

Nota: Todo el procedimiento se lleva a cabo de 15 a 30ºC 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 

homogenización. Hay que tener cuidado de usar la cantidad apropiada de 

reactivo, de lo contrario puede haber contaminación 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 diámetro y 

pasar el lisado varias veces por una pipeta. La cantidad de reactivo agregado está 

basada en el área del plato de cultivo y no en el número de células presentes (1 

mL por cada 10 cm2) 
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Para suspensiones celulares colectar las células por centrifugación 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 ºC. En caso de que la muestra presente mucha grasa, 

se crea una capa oleosa que debe ser removida. Transferir la solución con 

el ARN en un tubo nuevo. 

3. Incubar las muestras homogenizadas por 5 min para permitir la disociación 

completa de los complejos nucleoproteínicos. 

4. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada ml de Trizol, agitar vigorosamente 

con la mano por 15 s e incubar por 2 o 3 min 

5. Centrifugar a no más de 12000 x g por 10 min de 2 a 8ºC. La mezcla se 

separa en una fase roja de fenol-cloroformo, una interfase y una fase 

acuosa incolora superior. El ARN se encuentra en la fase acuosa. El 

volumen de la fase acuosa es aproximadamente el 60% del volumen de 

Trizol utilizado en la homogenización. 

6. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. Si se desea se puede guardar la 

fase orgánica para extraer el ADN o las proteínas 

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

incubar  por 10 min 

8. Centrifugar a no más de 12000 x g por 10 min de 2 a 8ºC. 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 más de 7500 x g por 5 min de 2 a 8ºC. 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 -70ºC. Muestras de 

ARN parcialmente disueltas tienen un radio Abs260/280<1.6 
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Notas: 

1. Para purificar el ARN de cantidades pequeñas de muestra (102 a 104 

células): Agregar 0.8 mL de Trizol. Después de la lisis, agregar cloroformo y 

seguir con la separación de fases del paso 3. Antes de la precipitación con 

isopropanol agregar de 5 a 10 μg de glicógeno libre de RNAsas como un 

acarreador de la fase acuosa. Para reducir la viscosidad, disgregar el ADN 

genómico pasándolo dos veces por una jeringa de 26 calibres antes de 

agregar el cloroformo. El glicógeno permanece en la fase acuosa y es co-

precipitado con el ARN. No inhibe la síntesis de ADNc a concentraciones de 

hasta 4 mg/mL y no inhibe la PCR. 

2. Después de la homogenización y antes de agregar el cloroformo, las 

muestras pueden almacenarse de -60 a -70ºC por un mes. El precipitado de 

RNA puede almacenarse en etanol al 75% por una semana de 2 a 8ºC o un 

año de -5 a -20ºC 

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

incrementa el tiempo de 30 a 60 min en los pasos 5 y 8 
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Protocolo para la eliminación de proteínas 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 4ºC. Después de haber reconstituido el reactivo de elución 

liofilizado, guardar el material restante a -20ºC hasta una semana. 

Preparación del reactivo 

Para preparar el reactivo de elución agregue 610 μL de reactivo de rehidratación a 

un vial de reactivo de elución liofilizado. Después de la rehidratación, cada vial 

contendrá suficiente reactivo para procesar dos muestras. Si se va a preparar un 

número impar de columnas, quedará material que será requerido para 

preparaciones subsecuentes. El material restante puede almacenarse a -20ºC 

hasta por una semana. Sin embargo, es recomendable usar solución 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, plaquetas, extracto de glóbulos rojos y clara de huevo. 

Resultados con otros tipos de muestra variarán dependiendo de la cantidad de 

proteína presente en la muestra; se obtienen mejores resultados con 50 mg de 

proteína. Precaución: Es importante seguir los lineamientos  para el 

procesamiento de muestras biológico infecciosas cuando se trabaje con 

suero/plasma humano. 

La relación proteína-perlas es crucial para el desempeño óptimo del kit. El rango 

dinámico de la concentración de proteína en la muestra se reduce cuando las 
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proteínas abundantes saturan sus ligandos y las proteínas poco abundantes se 

unen a un número suficiente de ligandos para permitir el enriquecimiento. Por 

tanto, para obtener resultados óptimos, es importante cargar la cantidad de 

proteína recomendada. 

Protocolo 

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

concentración de proteína mayor a 50 mg/mL. 

Preparación 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 tapón inferior y centrifugar con la tapa superior 

en la columna. Para usar la tapa inferior como tapón, invertir y firmemente 

colocar en el fondo de la columna. 

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

g de 30 a 60 s para remover la solución de almacenamiento. Desechar el 

material colectado. 

Nota: El kit contiene un tubo de colección sin tapa por cada columna para 

los siguientes pasos: preparación de la columna, unión de la muestra y 

lavado de la muestra. El kit contiene un tubo de colección con tapa por cada 

columna para ser usado en el paso de elución, permitiendo un fácil 

almacenamiento de la muestra eluida. 

3. Volver a colocar la tapa inferior y agregar 600 μL 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. 

5. Retirar la tapa inferior, colocar la columna en un tubo de colección 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 3 y 4. 

7. Retirar las tapas, colocar la columna en un tubo de colección 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 μL de las perlas asentadas y esta lista para unir la muestra. 

Unión de la muestra 

Las muestras no deben tener precipitados. De ser necesario, centrifugar las 

muestras a 10000 x g por 10 min. Evitar las proteínas agregadas en el fondo y la 

capa lipídica superior al momento de recuperar la muestra. Se recomienda 

agregar a la columna al menos 1 mL de muestra (con una concentración de 

proteína mayor  a 50 mg/mL), ya que con volúmenes menores no se obtendrán 

resultados óptimos. 

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 algutinación después de 1 h; esto es 

normal y no tendrá un impacto negativo en la preparación 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 colección 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 μL 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 colección  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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Elución 

1. Después de haber removido todo el buffer de lavado, volver a colocar la 

tapa inferior y agregar 600 μL 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 colección 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 μL de reactivo de elución 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 colección con la etiqueta 

E1 y centrifugar a 1000 x g de 30 a 60 s. Este tubo contiene las proteínas 

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, 

serán necesarios más tubos de colección que no vienen en el kit.) 

8. Almacenar las elución a -20ºC o proceder o con el análisis posterior. (Para 

mejores resultados, se recomienda limpiar la muestra antes de analizarla.) 
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Capítulo de libro: Velarde-Salcedo AJ, González de Mejía 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 
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Artículo de investigación: Velarde-Salcedo AJ, et al. 2013. In vitro inhibition of 

dipeptidyl peptidase IV by peptides derived from the hydrolysis of amaranth 

(Amaranthus hypochondriacus L.) proteins. Food Chemistry. 136:758-764. Este 

artículo es de libre acceso y puede ser consultado en la siguiente liga: 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612013167 
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Capítulo de libro: Velarde-Salcedo AJ, Barba de la Rosa AP. “Tecnologías 

“ómicas” en las ciencias ambientales y en la búsqueda de biomarcadores 

moleculares”. En: Bioindicadores: guardianes de nuestro futuro ambiental.  

González Zuarth CA, et al. El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) e Instituto 

Nacional de Ecología y Cambio Climático (INECC). México, D.F. 2014 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Publicaciones generadas y premios 
 

130 
 

Artículo de investigación: Pérez-Aguilar S, et al. 2014. G protein-coupled receptors 

mediate coronary flow- and agonist-induced responses via lectin-oligosaccharide 

interactions. American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology. 

306(5): H699-H708. Este artículo es de libre acceso y puede ser consultado en la 

siguiente liga: http://ajpheart.physiology.org/content/306/5/H699.full-text.pdf+html 

 

http://ajpheart.physiology.org/content/306/5/H699.full-text.pdf+html
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Artículo de investigación: Velarde-Salcedo AJ, et al. 2015. Enviado a Molecular 

Nutrition and Food Research. Junio 2015. En revisión. 
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Artículo de investigación: Gómez-Cardona EE, et al. 2015. Enviado a Diabetes 

Research and Clinical Practice.  Junio 2015. En revisión. 
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