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[ Resumen

RESUMEN

El amaranto (Amaranthus spp.), es una planta originaria de América,
utilizada como cultivo medicinal en diversas partes del mundo. La semilla de
amaranto posee un valor nutricional superior en comparacién con otros granos,
debido a su contenido alto de proteinas, y un mejor balance de aminoacidos
esenciales que cereales y legumbres. La digestidon triptica de la fraccidon
glutelinas de la semilla de amaranto, origina, entre otros, péptidos inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La ECA esta implicada en
procesos patoldgicos como la hipertension y la ateroesclerosis, a través de la
regulacion de sustancias vasoactivas como angiotensina Il y bradicidina. La
bradicidina estimula la produccion de oéxido nitrico (NO), involucrado en la
regulacion de la vasodilatacion. En el presente trabajo se caracterizaron los
efectos vasculares dependientes de NO de los péptidos inhibidores de ECA
derivados de digeridos tripticos de glutelinas (DTGs) de amaranto. Para tal
efecto, se midio la actividad inhibitoria de los DTGs sobre ECA, obteniéndose
una concentracion inhibitoria del 50% (ICso) de 200 pg/mL. También se
cuantifico la produccion de NO en células endoteliales de aorta de rata (CEC),
tratadas con diferentes concentraciones de estos péptidos. La produccion de
NO se incrementd hasta en un 40% (102.6 uM) con respecto a la produccion
basal (57.15 pM) de dicha molécula. Por otro lado, en segmentos de aorta de
rata, los DTG’s tuvieron un efecto relajante dosis-dependiente. Estos datos
sugieren que el incluir el amaranto en la dieta como alimento nutracéutico
puede aportar beneficios en el tratamiento de enfermedades como Ila
hipertension, ademas de ayudar a proteger del riesgo de enfermedades

cardiovasculares.




Il. fbstract

ABSTRACT

Amaranth (Amaranthus spp.), is native american plant, extensively used as a
medicinal crop around the world. The amaranth seed has a higher nutritional
value when compared with other grains, due to its high protein content, and a
better balance of essential amino acids than cereals and legumes. The tryptic
hydrolysis of glutelins fraction of amaranth seeds, originates, among others,
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory peptides. ACE is involved in
pathological processes such as hypertension and atherosclerosis, through the
regulation of vasoactive substances like as angiotensin Il and bradykinin.
Bradykinin stimulates the production of nitric oxide (NO), which is involved in
the regulation of vasodilation. In the present study the NO-dependent vascular
effects of ACE- inhibitory peptides derived from glutelin tryptic digest (DTGs)
was characterized. For these, the ACE inhibitory activity of DTGs was
measured, obtaining a 50% inhibitory concentration (ICso) of 200 pg/ml. The NO
production in endothelial cells of rat aorta (CEC), treated with different
concentrations of DTGs was quantified. The NO production was increased
about 40% (102.6 y M) compairing with the baseline (57.15 uyM). On the other
hand, in rat aorta segments, the DTG's had a dose-dependent relaxing effect.
These data suggest that including amaranth as nutraceutical food in the diet
could bring benefits in treating diseases such as hypertension, also helping in

the prevention of cardiovascular diseases.




[ Introducecion

I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del amaranto

El amaranto, Amaranthus spp, es una planta originaria de América que
pertenece a la familia de las Amaranthaceae (Figura 1), la cual esta integrada
por alrededor de 60 géneros que incluyen un total de 800 especies (Paredes-
Lopez y Valverde, 2006). El amaranto se caracteriza por su capacidad de
adaptacion a diversos climas, por lo que se encuentra ampliamente distribuido
en todos los continentes (Svirskis, 2003), principalmente en las regiones
templadas y tropicales (Sauer, 1967). Algunas de estas especies son
comestibles y como alimento, esta planta fue muy valorada por las antiguas
culturas prehispanicas pues, ademas de ser un alimento energético brinda

muchos beneficios a la salud (Paredes-Lopez y Valverde, 2006).

T Aot o ot - Vinubhsariger e efdman.

Figura 1. Organografia de Amaranthus ssp
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El amaranto es recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud
como fuente de proteina nutricionalmente rica (Hibi et al., 2003) y en 1975, la
Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos catalogdé al amaranto
dentro de las 36 especies vegetales mas prometedoras del mundo (Svirskis,
2003). El potencial significativo que el amaranto tiene como cultivo, depende de
diversos factores relevantes, como lo son su capacidad de crecer en muchas
areas del mundo con un buen rendimiento; la tolerancia a la sequia, altas
temperaturas y plagas (Bressani, 1994); el contenido de proteina es de alta
calidad (13-18%) en semillas y hojas secas (Svirskis, 2003; Abalone et al.,
2004; Segura-Nieto et al., 1994). El balance de aminoacidos de las proteinas
de semilla es altamente aceptable, pues se acerca al balance 6ptimo de

aminoacidos sugerido por la FAO (Bressani, 1994; Segura-Nieto et al., 1994).

1.2 Beneficios del Amaranto

El empleo del amaranto como planta medicinal, esta considerablemente
distribuido en el mundo, por lo que sus propiedades farmacolégicas vy
fisiologicas se estdn comenzando a estudiar (Czerwinski et al., 2004; Hilou et
al., 2006; Lin et al., 2005; Martirosyan et al., 2007; Silva-Sanchez et al., 2008;
Haskell et al., 2005). En América, desde tiempos prehispanicos, los aztecas
utilizaban el amaranto como un cultivo medicinal (Paredes-Lopez y Valverde,
2006), pues las hojas las utilizaban para preparar infusiones contra la diarrea y

para tratar el reumatismo (http://www.amaranto.com.mx). En algunas regiones

de Africa, el amaranto es utilizado para tratar la malaria y otras enfermedades

2 B.€. ddriana Barba Montoya
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parasitarias (Hilou et al., 2006). Estudios recientes demostraron que la especie
A. spinosus tiene propiedades anti-malaricas (Hilou et al., 2006) y anti-
microbianas (Lipkin et al., 2005) debido a su contenido de betalainas, las
cuales son conocidas por sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antivirales y antiparasitarias (Hilou et al., 2006). En la medicina tradicional
china, el amaranto es empleado comunmente para tratar la diabetes (Lin et al.,
2005). Se ha observado que la ingesta de alimentos preparados con amaranto
estimula la produccidon de insulina, razén por la que el consumo de estos
alimentos es recomendado a pacientes diabéticos (Guerra-Matias y Aréas,

2005).

Asimismo, los efectos inmunoestimulantes e inmunomoduladores del
amaranto, también han llamado la atenciéon de los investigadores. Se ha
observado que la ingesta de alimentos preparados con amaranto no provoca
reacciones alérgicas en la mucosa intestinal, por tal motivo, el consumo de
estos alimentos se recomienda a pacientes que padecen la enfermedad celiaca
(Guerra-Matias y Aréas, 2005) e hipercolesterolemia (Czerwinski et al., 2004),
los cuales presentan alergia a ciertos componentes presentes en los cereales.
Lin y colaboradores (2005) demostraron que el extracto acuoso de la hoja de A.
spinosus debe sus propiedades inmunoestimulatorias a una proteina de 313
kDa llamada GF1. Esta proteina tiene la capacidad de estimular la activacion
de linfocitos B, con la subsiguiente proliferacion de linfocitos T in vitro. Por otro
lado, el grano de amaranto, asi como su extracto acuoso inhiben la produccién
de IgE antigeno-especifica, inmunoglobulina implicada en respuestas de

hipersensibilidad y alérgicas, a través de la induccion de citocinas pro-
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inflamatorias (Th1) tanto in vitro como in vivo (Hibi et al., 2003). Debido a sus
propiedades inmunoestimulatorias e inmunomoduladoras, se ha sugerido al
amaranto como una herramienta utii en el tratamiento de enfermedades
alérgicas (Czerwinski et al., 2004; Guerra-Matias y Aréas, 2005; Hibi et al.,

2003; Lin et al., 2005).

El consumo de amaranto en la dieta también es recomendado a
pacientes con enfermedades cardiovasculares (Martirosyan et al., 2007) pues
se ha observado que el amaranto afecta de manera positiva el perfil lipidico
plasmatico en ratas alimentadas con dietas ricas en colesterol (Czerwinski et
al., 2004). El grano de amaranto contiene tocotrienoles y escualeno (He et al.,
2002; He y Corke, 2003), compuestos que, se ha observado, afectan la
biosintesis del colesterol en modelos animales (Martirosyan et al., 2007).
Asimismo, en hamsteres el aceite de amaranto es capaz de disminuir los

niveles de colesterol (Berger et al., 2003).

Los estudios de las propiedades bioquimicas y farmacoldgicas del
amaranto han permitido considerar a esta planta como un alimento funcional
(Silva-Sanchez, 2007). Los alimentos funcionales son aquellos que al ser
consumidos regularmente ejercen un efecto especifico y benéfico para la salud,
mas alla de sus propiedades nutricionales (Ohnishi y Yokoyama, 2004; Aoi et
al., 2006; Espin et al., 2007;), pero dicho efecto debe ser probado
cientificamente (Espin et al., 2007). La capacidad de los alimentos funcionales
para reducir el riesgo de enfermedades crénicas, se ha asociado, en parte, a

los metabolitos secundarios no nutricionales, los cuales se ha demostrado
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ejercen un amplio rango de actividades biolégicas (Espin et al., 2007); aunque
se sabe existen otras moléculas, como proteinas, péptidos, lipidos, entre otras,
que también pueden participar (Czerwinski et al., 2004; Guerra-Matias y Aréas,

2005; Lin et al., 2005; Martirosyan et al., 2007; Silva-Sanchez et al., 2008;).

1.3 Proteinas de la Semilla de Amaranto

La cantidad de proteina presente en las semillas en general, varia de
10% (en cereales) al 40% (en algunas legumbres y semillas oleosas), por lo
que son la principal fuente de proteina alimenticia (Shewry et al., 1995). El
amaranto es un pseudocereal, (Gorinstein et al., 1998) y su semilla posee una
composiciéon quimica muy interesante, asi como un valor nutricional superior
en comparacion con otros granos, ya sean cereales, legumbres o semillas
oleosas (Bressani, 1994 (Gorinstein et al., 1998). Las caracteristicas que
confieren al grano de amaranto un alto valor nutricional son su contenido
relativamente alto de proteinas asi como su patrén de aminoacidos esenciales,
los cuales presentan mejor balance que cereales y legumbres (Barba de la
Rosa et al.,, 1992; Bressani, 1994; Segura-Nieto et al., 1994; Scilingo et al.,
2002). Ademas, su contenido de lisina (3.2-6.4%) es mas alto que el
encontrado en los cereales mas comunes, los cuales, generalmente, son
deficientes en lisina y triptéfano; por otro lado, la concentracién de aminoacidos
azufrados (2.6-5.5%) es mayor que la de las legumbres mas importantes, las
que son deficientes en dichos aminoacidos (Segura-Nieto et al., 1994; Mandal y

Mandal, 2000).

5 B.€. ddriana Barba Montoya
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Con base en sus funciones bioldgicas, las proteinas de semilla se
pueden clasificar en dos grandes grupos, proteinas constitutivas y proteinas de
almacenaje. Las proteinas constitutivas son las responsables del
mantenimiento del metabolismo celular. Las proteinas de almacenaje se
caracterizan por tener, en su mayoria, pesos moleculares altos y son poco
solubles en agua (Mandal y Mandal, 2000); tienen como unica funcién proveer
las proteinas que, como fuente de nitrégeno y azufre, son requeridas durante la
germinacién y el desarrollo de la nueva planta (Segura-Nieto et al.,1994;
Mandal y Mandal, 2000; Shewry et al., 1995), por lo que se encuentran
acumuladas en cantidades significativas en la semilla en desarrollo vy
compartamentalizadas en cuerpos proteinicos los cuales son rapidamente
hidrolizados durante la germinacion. Ademas del almacenaje, estas proteinas
carecen de cualquier otra funcién y son sintetizadas unicamente en la semilla,
particularmente en el cotiledén o en el endospermo (Figura 2), y no en otros
tejidos (Mandal y Mandal, 2000; Shewry et al., 1995). Las proteinas de
almacenaje, a su vez, fueron clasificadas por Osborne de acuerdo a su
solubilidad, en albuminas, solubles en agua; globulinas, solubles en
concentraciones salinas altas; prolaminas, solubles en alcohol acuoso y
glutelinas solubles en soluciones acidas o alcalinas (Segura-Nieto et al., 1994;

Shewry et al., 1995; Mandal y Mandal, 2000).

La fraccion proteinica mas abundante en las semillas de amaranto son
las albuminas (48.9-65%), seguidas de las glutelinas (22.4-42.3%). Las

globulinas representa el 13.7-18.1% del total de las proteinas y la fraccién
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menos abundante son las prolaminas con tan solo el 1-3.2% (Barba de la Rosa

et al., 1992; Segura-Nieto et al., 1994; Scilingo et.al, 2002)

Figura 2. Micrografia electrénica de la semilla de A.
hypochondriacus. R, raiz; E, endospermo; P, perispermo; C,
cotiledones; SC, testa. (Segura-Nieto et al., 1994)

1.4 Glutelinas

Las glutelinas representan la segunda fraccion mas importante en la
semilla de amaranto donde forman grandes agregados unidos por enlaces
disulfuro (Mandal y Mandal, 2000). Las glutelinas estan compuestas por 6
conjuntos principales de polipétidos, 2 con un peso molecular de alrededor de
55-67 kDa, 2 de 35-38 kDa y los mas pequefios de 22-23 kDa (Barba de la
Rosa et al., 1992; Segura-Nieto et al., 1994). Estos polipéptidos son

homolégos en tamafio a los polipétidos de legumbres, y algunos de ellos,
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principalmente los de peso molecular cercano a los 30 kDa, presenta un punto
isoeléctrico (pl) similar a los polipétidos de legumbres, del mismo peso
molecular (Abugoch et al., 2003). Las glutelinas tienen un alto contenido de
lisina (5.9-10.2%), asi como tirosina + fenilalanina (6.7-10.3%) (Barba de la
Rosa et al., 1992; Segura-Nieto et al., 1994). Las glutelinas de amaranto, a
pesar de compartir las propiedades de solubilidad con las glutelinas de otras
plantas, presentan caracteristicas moleculares similares a las de las globulinas

11S (Abugoch et al., 2003).

1.5 Péptidos Biolégicamente Activos

Existe evidencia cuantiosa acerca de la existencia de péptidos y
proteinas derivados de alimentos que pudieran brindar un efecto benéfico a la
salud humana a través de una actividad biolégica, por lo que en la actualidad
son considerados sustancias bioactivas (Ohnishi y Yokoyama, 2004; Aoi et al.,
2006; Moller et al., 2008). El término sustancia bioactiva se refiere a los
componentes de los alimentos que pueden afectar procesos o sustratos
bioldgicos y, por lo tanto, tener un impacto sobre la funcién o condicion del
cuerpo, y en ultima instancia, sobre la salud (Mdller et al., 2008). Para que un
componente alimenticio sea considerado bioactivo, debe transmitir un efecto
fisiolégico que pueda ser medido, en un nivel fisiolégico realista. Ademas, la
bioactividad medida debe tener, por lo menos, el potencial de afectar la salud
de una manera benéfica, la cual excluye efectos dafninos tales como toxicidad,

provocar alergias o ser mutagénico (Mdller et al., 2008).
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Los péptidos y proteinas bioactivas pueden provenir tanto de fuentes
animales como vegetales (Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Maller et al.,
2008). Los péptidos vegetales son moléculas proteinicas con un peso
molecular menor a 10 kDa, y pueden ser divididos en dos categorias: péptidos
bioactivos y péptidos degradados. Los péptidos bioactivos son producto de la
accioén selectiva de peptidasas sobre proteinas precursoras, y a menudo portan
secuencias patrones o motivos (Figura 3) (Farrokhi et al., 2008). Comunmente,
desempefian una gran variedad de funciones fisiolégicas en la planta,
dependiendo de su ubicacién, tales como regulacién del crecimiento de la
planta a través de la senalizacion, resistencia a plagas y patdgenos al actuar
como toxinas, asi como defensa y destoxificacion de metales pesados. Los
péptidos degradados son resultado de la actividad de enzimas proteoliticas
durante la fragmentacion general de las proteinas. Estos péptidos no tiene
efectos celulares tan pronunciados, pero pueden desempefiar un papel muy
importante en la movilizacion del nitrégeno a través de las membranas
celulares (Farrokhi et al., 2008).

Proteina precursora

| || || |
Procesamiento
industrial
| [ ] Digestion
[ ] | |
Digestion TRACTO
DIGESTIVO
[ | [ | ] [ ]
[ [ | | —1 1 [

1 Digestion 1

O00000000000O0DODO0ooOoooooooooooo
aminoacidos

Bl B [ Péptidos bioactivos

Figura 3. Liberacion de péptidos bioactivos a partir

de una proteina precursora. (Moller et al., 2008)
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Si bien los péptidos bioactivos derivados de proteinas vegetales pueden
tener un papel fisiolégica importante en la misma planta, muchos de estos
péptidos son liberados al consumir la planta como alimento, durante el transito
gastrointestinal, por la accién de enzimas digestivas (Mdller et al., 2008), tales
como tripsina, pepsina, quimiotripsina, etc. (Saiga et al., 2002). Tal como se
menciond anteriormente, los péptidos bioactivos pueden estar codificados
dentro de la secuencia de aminoacidos de una proteina mayor (Farrokhi et al.,
2008). Regularmente, dichos péptidos consisten de 2-20 aminoacidos
(Vermeirssen et al., 2004; Moller et al., 2008) y pueden liberarse de la proteina
original in vivo, durante la digestién, ya sea por enzimas digestivas, como la
tripsina, o por enzimas microbianas, ya sean del tracto digestivo o de los
mismos alimentos. In vitro pueden ser liberados durante el procesamiento o la
maduracion de los alimentos por enzimas aisladas o microbianas (Mdller et al.,

2008).

Son numerosos los efectos de péptidos bioactivos liberados por
proteolisis enzimatica de proteinas alimenticias que se han descrito, tales como
actividades opioides, antitrombaticos, antihipertensivos, inmunomoduladores,
osteoprotectores, antioxidantes, antimicrobianos, anticarcinogénicos,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, entre otras
(Vermeirssen et al., 2002; Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Mdller et al.,
2008; Silva-Sanchez et al.,, 2008). Cabe mencionar que algunos péptidos
especificos pueden tener uno o mas efectos bioldgicos diferentes (Moaller et al.,

2008).
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1.6 Péptidos Inhibidores de la ECA

Los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) se han aislado de muchas proteinas derivadas de productos alimenticios
tales como la espinaca (Yang et al., 2003; Yang et al., 2004), huevo (Miguel y
Aleixandre, 2006), productos lacteos (FitzGerald y Meisel, 2000; Hernandez-
Ledesma et al.,, 2002; Takano, 2002; Nakamura et al.,, 1995; Hernandez-
Ledesma et al., 2004; Hernandez-Ledesma et al., 2004b; Hernandez-Ledesma
et al.,, 2007), soya (Cha y Park, 2005), arroz (Chen et al., 2007), trigo
(Vermeirssen et al., 2002; Motoi y Kodama, 2003), productos animales (Yu et
al., 2006; Cing-Mars y Li-Chan, 2007; Qian et al., 2007) y amaranto (Silva-

Sanchez et al., 2008).

Como todos los péptidos bioactivos, los péptidos inhibidores de la ECA
contienen entre 2 y 20 residuos de aminoacidos. Estos péptidos se caracterizan
por tener propiedades antihipertensivas potenciales in vivo (Vermeirssen et al.,
2004), a través de su actividad inhibitoria sobre la ECA, la cual juega un papel
crucial en el mantenimiento de la homeostasis del sistema cardiovascular (Tsai

et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Posible mecanismo de accion de los péptidos inhibidores de la
ECA. Al inhibir a la ECA, la angiotensina | no es convertida en angiotensina
Il'y el efecto vasoconstrictor se suprime. Asimismo, la bradicidina (BK) no es
inactivada, por lo que se une a su receptor y desencadena una respuesta
fisiologica que culmina con la liberacién de 6xido nitrico el cual estimula la

vasorelajacion (Moreau et al, 2005)

Tal como en el caso de los farmacos inhibidores de la ECA, la
correlacion estructura-actividad de diferentes péptidos inhibidores de la ECA
indica que la secuencia del tripéptido C-terminal influencia fuertemente la union
al sustrato. Si bien la especificidad del sustrato aun no se entiende
completamente, se ha sugerido que la ECA tiene mas afinidad por sustratos o
inhibidores competitivos que contienen residuos de aminoacidos hidrofébicos
en las tres posiciones C-terminal, o bien, una lisina o arginina en el mismo sitio,
con carga positiva en su grupo amino. También se ha propuesto que el
mecanismo de inhibicién de la ECA involucra una interaccion entre el inhibidor
y un sitio de unién anionico distinto al sitio catalitico. Asi, se plantea que la

conformacién del péptido, por ejemplo la estructura adoptada en un ambiente
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especifico, debe contribuir a la potencia del inhibidor. Si bien todos los
inhibidores de la ECA se unen al sitio catalitico C-terminal (Figura 4), los
hidrofébicos tienen la capacidad de unirse al sitio catalitico insertado en el N-
terminal y por esto son mejores bloqueadores de la enzima (Vermeirssen et al.,

2004).

En el caso de los dipéptidos inhibidores de la ECA, la presencia de una
tirosina en estos péptidos confiere una actividad inhibitoria mayor que la
fenilalanina, pero menor que la de los dipéptidos con prolina en el extremo C-
terminal. Después de la administracién oral en ratas hipertensas espontaneas,
los dipéptidos con tirosina en el extremo C-terminal provocd una reduccion
lenta pero prolongada de la presion arterial, en comparacién con los dipéptidos
con fenilalanina localizadas en el mismo extremo, los cuales produjeron una

disminucién mas rapida y menos duradera (Vermeirssen et al., 2004).

1.7 Farmacos Inhibidores de la ECA

Los inhibidores sintéticos de la ECA, como el captopril y enalapril (Figura 5),
son comunmente utilizados en el tratamiento de enfermedades tales como
hipertension, falla congestiva cardiaca, neuropatia diabética entre otras
(Ignjatovic et al., 2002). Dichos farmacos son efectivos para disminuir la presién
arterial (Yang et al., 2007) pues se dirigen al sitio activo de la ECA (Reid,
2001). Ademas, se ha demostrado que el captopril y el enalapril son potentes

activadores de la oxido nitrico sintasa (NOS), posiblemente a través de la
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reduccion de especies reactivas de oxigeno lo que promueve la estabilizacion
de la forma dimérica de NOS (Pechanova, 2007) Tienen la capacidad de
disminuir la resistencia vascular sistémica sin aumentar la frecuencia cardiaca.
Ademas de bloquear la conversion de angiotensina | a angiotensina II, también
inhiben la degradaciéon de la bradicidina, ya que se ha observado que un
agonista del receptor de bradicidina, el icatibant, bloquea el efecto hipotensor
sanguineo del captopril (Gainer et al., 1998) contribuyendo de esta manera a
su actividad hipotensora (Benowitz, 2001). El captopril tiene una actividad
antihipertensiva ya que inhibe al sistema renina-angiotensina y estimula al

sistema calicreina-cinina (Figura 6) (Benowitz, 2001)

i
HS — CHy — CH—C0—HN COOH
Captopril
e )
t:Hz-::lh-—n::l-l—HH-r!':H—m—u COOH
o

Enalapril

Figura 5. Estructura quimica de los farmacos inhibidores de la ECA

captopril y enalapril (Reid, 2001)

Estudios recientes en modelos celulares proponen que los inhibidores de

la ECA potencian los efectos inducidos por bradicidina por medio de la
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inhibicion de la desensibilizacién de sus receptores, mas que por la inhibicion

de su hidrdlisis por la ECA. Sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre aun

no se ha elucidado, aunque se ha sugerido que puede involucrar un

entrecruzamiento entre la ECA vy el receptor de bradicidina del tipo 2 (Tom et

al., 2002)
ANGIOTENSINOGENO CININOGENO
<= RENINA Sintesis
——)  QUMENtada de
prostaglandina
ANGIOTENSINA | BRADICIDINA
l l
VASODILATACION
ANGIOTENSINAII
BK INACTIVA I
= Secrecion de
VASOCONSTRICCION Aldosterona

Aumenta la resistencia

Disminuye la resistencia
vascular periférica

Aumenta la retencién

vascular periférica de sodio y agua
\ Aumenta / Disminuye la
la presion presion arterial
arterial

Figura 6. Actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) sobre

los sistemas renina-angiotensina y calicreina-cinina. La ECA actua sobre la

angiotensina | convirtiéndola en angiotensina Il, principal efector del sistema

renina-angiotensina y potente vasoconstrictor. La ECA también tiene la

capacidad de inactivar la bradicidina, principal efector del sistema calicreina-

cinina y potente vasodilatador (Reid, 2001).
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1.8 Enzima Convertidora de Angiotensina

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es una dipeptidil
carboxipeptidasa dependiente de zinc, compuesta de cerca de 1300
aminoacidos, con un peso aproximado de 150-180 kDa (Moreau et al., 2005).
Se encuentra anclada en la membrana plasmatica celular de la mayoria de los
tejidos, tales como la superficie endotelial de los pulmones, membranas en
forma de cepillo de los rifiones, intestino, placenta y plexo coroide, no obstante,
también se pude encontrar en forma soluble, en algunos fluidos corporales
(Moreau et al., 2005). Generalmente, esta enzima se origina en las células
endoteliales, aunque también se puede originar en células epiteliales vy
germinales (testiculos) (Kohlstedt et al., 2004; Moreau et al., 2005). Esta
enzima tiene dos dominios de metaloproteinasa (dominios N- y C-terminales).
Ambos dominios tienen una homologia, tanto en sus secuencias de nucleétidos
como de aminodacidos, de aproximadamente 60%, y contienen un motivo de
union a zinc y un sitio activo; ademas trabajan de manera cooperativa en la

actividad de la enzima (Moreau et al., 2005).

La ECA tiene una participacion muy importante en el mantenimiento de
la homeostasis del sistema cardiovascular pues regula la actividad de los
péptidos vasoactivos angiotensina | y bradicidina (Ignjatovic et al., 2002; Saiga
et al., 2002; Moreau et al., 2005; Tsai et al., 2008), contribuyendo de este modo

en la regulacién de la presidn sanguinea, asi como en procesos involucrados
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en el remodelamiento vascular, fertilizacion, ateroesclerosis, entre otros
(Moreau et al., 2005; Kohlstedt et al.,, 2004). La enzima convertidora de
angiotensina cataliza la conversion del decapéptido inactivo angiotensina |
(Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) al octapéptido angiotensina Il (Asp-
Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe), removiendo el dipéptido C-terminal His®-Leu'®, e
inactiva el nonapéptido bradicidina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)
removiendo secuencialmente los dipéptidos Phe®-Arg® y Ser®-Pro’ (Ignjatovic et

al., 2002; Chen et al., 2005; Moreau et al., 2005).

1.9 Angiotensina ll

La angiotensina Il es una hormona con propiedades vasoconstrictoras
potentes (Stoll et al., 1995; Ruiz-Ortega et al., 2001; Watanabe et al., 2005),
que controla la presion arterial, por medio de la regulacion de los niveles de sal
en los rifilones y el metabolismo de agua, asi como el tono de las células del
musculo liso vascular y mecanismos del sistema nervioso central, como la sed
(Watanabe et al., 2005). Igualmente, ejerce efectos a largo plazo en la
estructura tisular, incluyendo hipertrofia cardiaca, remodelamiento vascular y
fibrosis renal (Ruiz-Ortega et al., 2001; Watanabe et al., 2005). Esta hormona
también esta involucrada en la liberacidén de aldosterona, reabsorcién de sodio,
y en la regulacion de la expresion de muchas sustancias, tales como factores
de crecimiento, citocinas, quimiocinas, y moléculas de adhesion, las cuales
estan involucradas en el crecimiento celular, apoptosis, fibrosis e inflamacién

(Ruiz-Ortega et al., 2001).
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Siendo el péptido activo del sistema renina-angiotensina, la angiotensina
Il desencadena diferentes vias de senalizacion que desembocan en una
respuesta funcional inmediata (hipertension arterial) y después a una respuesta
estructural hipertrofiante y, finalmente, a respuestas pro-inflamatorias y pro-
coagulantes (Michel, 2004). En células vasculares e inflamatorias provoca la
secrecion de mediadores pro-inflamatorios que ayudan al reclutamiento de
células mononucleares nuevas lo que resulta en una respuesta adicional
inflamatoria que contribuye al dano vascular (Ruiz-Ortega et al., 2001). La
produccion de esta hormona puede ser a nivel sistémico via el sistema renina-
angiotensina sistémico, o a nivel tisular, por medio del sistema renina-
angiotensina tisular. Las células localizadas en la pared vascular, es decir, las
células endoteliales y del musculo liso vascular, tienen la capacidad de
sintetizar sus propios componentes tisulares del sistema renina-angiotensina

(Itoh et al., 2003).

1.10 Bradicidina

La bradicidina es la cinina principal del sistema calicreina-cinina, cuya
cascada metabdlica que al ser activada resulta en la liberacidon de cininas
vasoactivas (Ueno y Oh-ishi, 2003; Moreau et al., 2005). La bradicidina tiene la
capacidad de estimular a las células endoteliales, o que conlleva a
vasodilatacion, incremento en la permeabilidad vascular, produccién de 6xido

nitrico (Gainer et al., 1998; Weston et al., 2005) y movilizacion del acido
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araquidénico (Moreau et al., 2005). Las cininas participan en procesos
fisiologicos tales como la regulacion de la presion arterial y funciones renales y
cardiacas, y en procesos patoldgicos tales como la inflamacién (Moreau et al.,

2005).

Como otros autacoides, la bradicidina actua en las células endoteliales
provocando una disminucion de la presion arterial por medio de la activacion de
diversas vias que involucran la liberacion de las sustancias vasorelajantes
oxido nitrico y prostaciclinas (Weston et al., 2005). Al ser activado por la
bradicidina, su receptor de tipo 2 (BR2) promueve transitoriamente la
fosforilacion de MAP-cinasa, fosfolipasa C (PLC) y Hsp90, ademas de tener
una interaccion directa con eNOS, todo esto permite el control de la
fosforilacidon de NOS vy, por lo tanto, la produccién de NO. Por otro lado, los
productos de PLC, es decir, inositol (IP3), 1-4-5-trifosfato y diacilglicerol, son
responsables del transporte de calcio desde almacenes intracelulares al citosol.
Por su parte, el calcio media la activacion de eNOS y finalmente la produccion

de NO en células endoteliales (Moreau et al., 2005) (figura 7).
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Figura 7. Produccion de oxido nitrico por activacion del receptor de
bradicidina. Al unirse a su receptor, la bradicidina activa a la fosfolipasa C
cuyo producto, el fosfatidil inositol (IP3), estimula la liberacién de calcio en el
reticulo endoplasmico, promoviendo la activacion de la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) (Moreau et al., 2005)

1.11 Oxido Nitrico

Otra molécula que tiene importancia relevante en el mantenimiento del
tono vascular es el 6xido nitrico (NO), mediador biolégico cuyas caracteristicas
pleiotrépicas regulan diversas actividades (Beevers et al., 2001), como la
angiogeénesis, la regulacion del tono vascular, asi como la inhibicion de la
adhesion de monocitos y leucocitos al endotelio, la agregacién plaquetaria y la
migracion y proliferacion de las células de musculo liso vasculares

(Kawashima, 2004). Es un radical libre gaseoso, hiporeactivo como tal, que
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tiene la capacidad de difundirse facilmente, gracias a sus propiedades
lipofilicas que le permiten permear las membranas biolégicas (Beevers et al.,
2001). En el endotelio, el 6xido nitrico es sintetizado por la accién de la enzima,
oxido nitrico sintasa endotelial dependiente de NADPH (eNOS) sobre L-
arginina, la cual estimula la formacion de 6xido nitrico a partir del atomo de
nitrdgeno del guanidino terminal de la L-arginina, convirtiendo la L-arginina en
L-citrulina, en presencia de Ca?'/calmodulina, FAD, FMN vy
tetrahidrobioproteina (BH4), que actuan como cofactores (Palmer et al., 1988;

Kawashima, 2004) (Figura 8).

Las propiedades quimicas del NO son altamente propicias para la difusion
rapida, inactivacién rapida y accion local en el musculo liso vascular y las
plaquetas adyacentes al endotelio vascular (Ignarro, 1989). Es producido por el
endotelio de arterias y venas y al difundir a través de la pared de los vasos
hacia el musculo liso provoca vasodilatacién (Beevers et al., 2001), pues actua
como segundo mensajero convirtiendo GTP en GMPc, el cual disminuye la
concentracion de calcio intracelular en las células del musculo liso a través de
una cascada de eventos que estimulan la relajacion del musculo liso y la
vasodilatacion (Simko, 2007). Dentro de las propiedades farmacolégicas del
NO se encuentran la activacion de la guanilato cilcasa soluble y un
subsiguiente incremento en los niveles de GMPc; induccion de respuestas
relajantes marcadas pero transitorias; inhibicidon y reversion de la agregacion
plaquetaria e inhibicion de la adhesién plaquetaria a la superficie endotelial

(Ignarro, 1989).
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Figura 8. Sintesis de 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina. EI NO,
junto con la L-citrulina, son sintetizados por la accion de la 6xido nitrico
sintasa (NOS) sobre L-arginina. La NOS utiliza FAD, FMN y

tetrahidrobioproteina (BH4) como cofactores

El 6xido nitrico derivado de endotelio, antes conocido como factor
relajante derivado de endotelio (Ignarro, 1989), participa activamente en el
mantenimiento de la homeostasis vascular (Kawashima y Yokoyama, 2004),
ejerce funciones cruciales en el sistema cardiovascular, por lo que alteraciones
en la produccién de dicha molécula conllevan al desarrollo y progresion de
diversas enfermedades cardiovasculares tales como la ateroesclerosis,

trombosis e hipertension (Chen et al., 2002).
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1.12 Hipertensioén

La hipertension arterial es una enfermedad cronica de etiologia
multifactorial y poligenética (Chen et al.,, 2002), que se caracteriza por la
elevacion persistente de la tensién arterial. Se estima que existen en el mundo
600 millones de personas que la padecen, de los cuales mas de 16 millones

son mexicanos en edades entre 20 y 69 afnos (Rosas Peralta et al., 2005).

La principal causa de la hipertension es un incremento en la resistencia
vascular periférica, debida a una contraccion mediada por calcio, de las células
musculares lisas de las pequefias arteriolas, lo cual, junto con el incremento en
los niveles de angiotensina Il y la disminucion en la produccion de éxido nitrico,
lleva a una contraccion prolongada asi como al engrosamiento de la pared
vascular, como resultado de un incremento en la resistencia vascular periférica
(Velasquez-Monroy et al., 2003). En pacientes hipertensos, se sabe que la
interrupcién del sistema renina-angiotensina con inhibidores de la ECA restaura
la funcion endotelial (Endemann y Schiffrin, 2004). Los factores que mas se
han relacionado con la hipertension arterial son, ingesta de sal, obesidad y
resistencia a insulina, asi como los sistemas renina-angiotensina y nervioso
simpatico, factores genéticos, y disfuncién endotelial (Beevers et al., 2001). Se
ha confirmado que en el proceso hipertensivo existe una vasodilatacion

alterada en diferentes lechos vasculares (Endemann y Schiffrin, 2004).
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Il. JUSTIFICACION

Debido a que la poblacion humana vive mas tiempo y mas estresada, las
enfermedades crénicas asociadas a la edad, tales como las enfermedades
cardiovasculares e hipertensidén, son cada vez mas frecuentes en la poblacién
mundial (Hermansen, 2000; Espin et al., 2007). También se sabe que dichas
enfermedades estan fuertemente relacionadas con los habitos alimenticios
(Espin et al., 2007; Radica et al., 2008). Por tal motivo, las ciencias de la
nutricibn han evolucionado hacia “la nutricibn para una buena salud”
(Vermeirssen et al., 2004), y con el fin de brindar una contribucién adicional a la
prevencion de enfermedades se han identificado diversos compuestos
presentes en plantas alimenticias que proveen de beneficios a la salud

humana.

Para prevenir y ayudar a controlar la hipertensién, se ha sugerido incluir
en la dieta amaranto (Czerwinski et al. 2004; Paredes-Lopez y Valverde 2006;
Martirosyan et al. 2007) pues se sabe que ademas de sus componentes
nutritivos también contiene otras sustancias que podrian participar en el
mantenimiento de la homeostasis del sistema cardiovascular. Se ha propuesto
que el amaranto puede ser considerado como una fuente natural potencial de
péptidos antihipertensivos, ya que analisis in silico de digeridos tripticos de
glutelinas de amaranto revelaron que dichos péptidos son los mas frecuentes
(Silva-Sanchez et al., 2008). Por estas razones, la finalidad de este trabajo es
caracterizar los efectos vasculares de los péptidos inhibidores de la ECA

resultantes de la digestion triptica de glutelinas de Amaranto.
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I11. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Caracterizacion de los efectos vasculares dependientes de NO de los

digeridos tripticos de glutelinas de amaranto en células endoteliales vy

segmentos de aorta de rata.

3.2 0bjetivos Especificos

Establecer las condiciones para la extraccion de glutelinas de
harina desengrasada de amaranto.

Determinar las condiciones de hidrdlisis de las glutelinas.
Caracterizar la actividad de inhibicion de ECA de los digeridos
tripticos de glutelinas

Identificar los efectos de los digeridos tripticos de glutelinas
sobre la produccién de 6xido nitrico en células endoteliales de
coronarias de rata.

Caracterizar los efectos de los digeridos tripticos de glutelinas

de amaranto en segmentos de aorta de rata.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1Extraccion de proteinas de amaranto

La extraccion de glutelinas de amaranto se realiz6 a partir de harina
desengrasada de amaranto (Amarantus hypochondriacus) de las variedades
Gabriela y Criolla. Las harinas se desengrasaron mezclandolas con hexanos y
manteniendo en agitacion magnética constante durante toda la noche. Los
hexanos fueron eliminados por decantacion y la harina se dejo secar a

temperatura ambiente, hasta quedar totalmente seca.

Para la extraccion de glutelinas, primero se extrajeron las diferentes
fracciones proteinicas (albuminas, globulinas 7S, globulinas 11S y prolaminas),
de acuerdo con lo reportado previamente por Barba de la Rosa y colaboradores
(1992). Brevemente, la fraccion de albuminas se extrajo mezclando harina
desengrasada de amaranto con agua destilada y se mantuvo en agitacion
magneética durante 30 minutos. A continuacion se centrifugé a 13000 rpm
durante 15 min. Se recolecto el sobrenadante y se guardé a -20°C hasta su
uso. La pastilla resultante se resuspendié en buffer (0.1 M NaCl, 0.01 M
KoHPO4, 0.001 M EDTA; pH 7.5), para la extraccion de globulinas 7S,
siguiendo el mismo procedimiento anteriormente mencionado. Para la
extraccion de globulinas 11S, la pastilla resultante de la extraccidon anterior se
resuspendido en un segundo buffer (0.8 M NaCl, 0.01 M K;HPO4, 0.001 M

EDTA; pH 7.5) utilizando el mismo procedimiento. Las prolaminas se
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obtuvieron de la misma manera, resuspendiendo la pastilla en etanol 70%.
Para la extraccion de glutelinas se probaron dos soluciones de extraccion

diferentes: NaOH 0.1 My tris 0.1 M, pH 8.

Las fracciones proteinicas se cuantificaron por el método de Bradford,
utilizando el kit Protein Assay (Biorad), siguiendo las especificaciones del

fabricante.

La ratificacion de las fracciones proteinicas se llevd a cabo por analisis
electroforético, con el método SDS-PAGE, en condiciones desnaturalizantes
utilizando geles al 15%. Para reducir los puentes disulfuro se mezclaron las
proteinas con B-mercaptoetanol (5%) y se calentaron a 100°C en bafio Maria
por 5 minutos. La electroforesis se realizé6 con una corrida constante a 20 mA
por gel durante 1-2 hrs. Los geles se tifieron con azul de Coomasie Brillante
con una concentracion de 0.25%, durante 3-5 hrs. Para desteiir los geles se
utilizé una solucion con 50% metanol y 5% acido acético glacial durante 3-5

hrs. Las fotografias de los geles se tomaron con un equipo Kodak.

4.2Digestion de proteinas de amaranto

Las glutelinas extraidas de harina desengrasada de amaranto se
digirieron con tripsina, agregando 1 pg de tripsina por cada 10 pg de proteina.
Se incubaron a 37°C durante 10 hrs. La digestion se ratifico con SDS-PAGE, tal

como se describié anteriormente (Silva-Sanchez et al., 2008).
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4.3 Actividad inhibitoria de ACE

Para medir la actividad inhibitoria de ECA de los digeridos tripticos de
glutelinas de amaranto se utilizé el método reportado por Cushman y Cheung
(1971). Se agregaron 15 uL de digeridos tripticos de glutelinas de amaranto a
un buffer de fosfatos que contenia 0.3 M NaCl, 0.2 M KH,PO4 y 10 mM de Hip-
His-Leu (SIGMA), pH 8.3. A esta mezcla se le agregaron 25 pyL de ACE (5 mU)
(SIGMA) y se dejo incubar a 37°C en bano Maria por 80 minutos. La reaccion
se detuvo con HCI 1N. El acido hipurico producido en la reaccién se extrajo con
acetato de etilo el cual se evaporé a 98°C; finalmente el acido hipurico se
disolvié en agua para la lectura espectrofotométrica, que se llevé a cabo a una
longitud de onda de 228 nm. La actividad de estas muestras se midié por
triplicado. Como control de inhibicion de ECA, se midi6 la actividad inhibitoria

de captopril.

4 4Cultivos celulares

Cultivos primarios de células endoteliales de coronarias de rata (CEC)
fueron cultivadas en placas de 12 pozos, a una densidad de 8 x 10* células/cm?
en medio Eagle modificado por Dulbecco (GIBCO), adicionado con 10% de
suero fetal bovino (GIBCO) y 1% de antibiético. Se incubaron a 37°C en una
atmoésfera humeda con 5% de CO; y luego de 24 horas se trataron con

diferentes concentraciones de digeridos tripticos de glutelinas y glutelinas de
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amaranto, asi como con dos concentraciones diferentes (10 y 200 pg/mL) de
digeridos ftripticos y glutelinas de amaranto desnaturalizados. Para
desnaturalizar los digeridos y las proteinas se sometieron a calentamiento en
bano de agua a 100°C durante 5 min. El medio fue recolectado a las 24 horas y

guardado a -20°C para la cuantificacion de nitritos por el método de Griess.

4 .5Cuantificacion de nitritos

La determinaciéon de la produccién de 6xido nitrico por las células CEC
tratadas con digeridos tripticos de glutelinas y glutelinas de amaranto, se llevo
a cabo cuantificando su producto final estable, NO,", presente en el medio de
cultivo, por la reaccion de Griess, utilizando el método previamente reportado
(Miranda et al., 2001). Se adicionaron alicuotas de 50 yL de las muestras por
duplicado en placas de ELISA de 96 pozos. A continuacién se adicioné el
reactivo de Griess (1% Sulfanilamida y 0.02% NEDA) y se dejo incubar 15-20
minutos protegido de la luz, a temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 en
un lector de ELISA (Biorad) a una longitud de onda de 570 nm. Para calcular la
concentracion de NO, se realizé una curva estandar de NO, en cada

experimento.
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4.6Bioensayo de Vasorelajacion en Segmentos de Aorta de

Rata

Los experimentos se llevaron a cabo con segmentos de aorta de rata
macho, de la cepa Sprague Dawley con un peso aproximado de 350-400 g. Los
animales se sacrificaron con una inyeccion de pentobarbital y se extirpd la
aorta, se limpid de tejido conectivo y se secciond transversalmente en

segmentos de 3-4 mm de longitud, evitando danar el endotelio.

Segmentos individuales de aorta, se suspendieron en un transductor
isométrico Radnoti en bafos que contenian 10 mL de solucion fisiolégica
(NaCl 135 mM, KCI 4.7 mM, MgSO4 1.17mM, KH,PO4 1.15 mM, CaCl, 1.1 mM,
indometacina 3 uM, dextrosa 1.8 g/L y HEPES 4.766 g/L). A los segmentos se
les aplico una tensién pasiva de 2 g, y se equilibraron durante 1 hr. A
continuacion los segmentos se contrajeron con fenilefrina 50 mM y nuevamente
se equilibraron durante 40 min. Posteriormente, los segmentos de aorta se
trataron con concentraciones crecientes de los digeridos tripticos de glutelinas
de amaranto. Los registros se obtuvieron en tiempo real, y fueron colectados y

analizados utilizando el software Poliview version 3.0.

La determinacion de la producciéon de NO por la aorta de rata se llevd a

cabo por el método de Griess descrito anteriormente.
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V. RESULTADOS

5.1Extraccion y digestion de glutelinas de Amaranto

El patrén electroforético de las dos extracciones de glutelinas (NaOH y
tris), muestra las bandas caracteristicas reportadas por Silva-Sanchez (2007).
En el gel se observaron 3 bandas principales en 50, 35 kDa y 22 kDa, y una
adicional de 65 kDa, caracteristica de la variedad Gabriela (Figura 9). Los
carriles 3 y 5, correspondientes a los segundos lavados muestran que la mayor

parte de la proteina se extrae en el primer lavado.

20 KDa sy i

Figura 9. Extraccion de glutelinas de Amaranto. Carril 1,
Marcador de peso molecular. Carril 2, glutelinas extraidas en
NaOH 0.1 M, primer lavado; Carril 3, glutelinas extraidas con
NaOH 0.1 M, segundo lavado; Carril 4, glutelinas extraidas
en tris 0.1 M, pH 8, primer lavado; Carril 5, glutelinas

extraidas en tris 0.1 M, pH 8, segundo lavado
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La Figura 10 muestra el patron electroforético de la digestion de
glutelinas en diferentes tiempos. En el ultimo carril (carril 9), después de 10
horas de digestién, se observa que las bandas mas grandes (35-65 kDa),
desaparecieron por completo, y aparecen bandas mas pequefas, por debajo

de los 20 kDa.
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Figura 10. Digestion de glutelinas de Amaranto. La digestion se

llevé a cabo agregando 1 ug de tripsina por cada 10 ug de
proteina y se incubd durante 10 horas a 37°C. Carril 1, Marcador
de peso molecular. Carril 2, glutelinas sin digerir; Carril 3, Tiempo
0 de la digestion; Carril 4, 30 minutos de digestion; Carril 5, 2
horas de digestion; Carril 6, 4 horas; Carril 7, 6 horas; Carril 8, 8

horas; Carril 9, 10 horas
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5.2 Actividad de ECA

Se analizdé y cuantificd el porcentaje de inhibicion de los digeridos

tripticos de glutelinas de amaranto sobre la actividad de la enzima convertidora

de angiotensina, utilizando el mismo rango de concentraciones (0-200 ug/mL)

que se emplearon en la determinacion de la producciéon de NO en CEC. Se

obtuvo un ICsy de 200 pg/mL, lo que se asocia a

la estimulacidon de la

produccion de NO detectado en células tratadas con esa concentraciéon. La

maxima inhibicion alcanzada fue del 80% con 1000 yg/mL de DTGs (Figura 11)
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de ECA. Las concentraciones
de digeridos tripticos de glutelinas de amaranto que se utilizaron
fueron: 1 uyg/mL, 10 pg/mL, 100pug/mL, 250 ug/mL, 500 pg/mL y
1000 pg/mL. El porcentaje de inhibicidén se calcul6 utilizando la

férmula: (Abscontrol - Absmuestra)/AbScontrol
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Como control, se analizé y cuantific la actividad inhibitoria del captopril,
utilizando concentraciones crecientes y se obtuvo una ICsg de 25 pM (Figura

12).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion de ECA. Las concentraciones
de captopril que se utilizaron fueron: de 1 pM, 10 uM, 100 pM y
1000 uM. El porcentaje de inhibicion se calculé utilizando la férmula:

(Abscontrol - Absmuestra)/AbScontrol

5.3Cuantificacion de Nitritos

Las ceélulas CEC fueron tratadas con diferentes concentraciones de
DTGs, glutelinas nativas de amaranto y desnaturalizados (Figuras 13 y 14);
como control negativo se utilizé el medio suplementado con 10% de suero fetal
bovino y 1% de antibidtico. En el caso de los tratamientos con DTGs la
produccion de oxido nitrico fue dosis-dependiente, es decir, la concentracion de

nitritos en el medio incrementd conforme aumentaron las concentraciones de
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los DTGs (Figura 13), alcanzando la maxima produccion de NO (102.6 pyM) con

200 pg/mL.
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Figura 13. Produccién de NO en células CEC tratadas con diferentes
concentraciones de digeridos tripticos de glutelinas de amaranto (DTGs) y
DTGs desnaturalizados (DN-DTGs). La produccién de NO fue dosis-
dependiente alcanzando la maxima produccion con 200 ug/mL. Al
desnaturalizar los péptidos, éstos pierden su actividad.

n=16; P<0.05

Tabla 1. Produccién de 6xido nitrico en células CEC
tratadas con diferentes concentraciones de
digeridos tripticos de glutelinas de amarantos y
DTGs desnaturalizados

Muestra [Muestra] [NO] Error
(ng/mL) UM estandar
(promedio)
Control 0 57.15°2 2.1
DTGs 0.1 81.33° 3.7
DTGs 1 81.19° 4.9
DTGs 10 88.98° 8.5
DTGs 100 93.38° 7.5
DTGs 200 102.6° 6.9
DN-DTGs 10 49.41° 4.1
DN-DTGs 200 54.39° 4.3

Promedio de 3 experimentos diferentes. Las letras
diferentes en la misma fila indican diferencias
estadisticas a P <£0.05
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Los tratamientos con glutelinas so6lo estimularon la produccion de NO
con las concentraciones mas altas correspondientes a 100 y 200 pg/mL vy los
desnaturalizados a 10 pg/mL parecen haber inhibido la produccién de NO,
mientras que a 200 ug/mL perdieron su efecto estimulador. No hubo diferencia
significativa entre las concentraciones mas pequenas, las DN-Glut a 200 yg/mL

y el control negativo (Tabla 2).
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Figura 14. Produccién de NO en células CEC tratadas con diferentes
concentraciones de glutelinas de amaranto y glutelinas
desnaturalizadas (DN-Glut). Las glutelinas estimularon la produccion
de NO en las concentraciones mas altas, 100 y 200 ug/mL.

n=16; P<0.05
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Tabla 2. Produccion de 6xido nitrico en células CEC
tratadas con diferentes concentraciones de
glutelinas de amarantos y glutelinas
desnaturalizadas

Muestra [Muestra] [NO] Error
(ng/mL) UM estandar
(promedio)
Control 0 59.612 1.9
Glutelinas 0.1 55.32° 5.0
Glutelinas 1 59.89? 3.3
Glutelinas 10 63.76° 5.6
Glutelinas 100 74 .40° 3.0
Glutelinas 200 80.60° 3.4
DN-Glut 10 41.75° 1.9
DN-Glut 200 65.14° 4.1

Promedio de 3 experimentos diferentes. Las letras
diferentes en la misma fila indican diferencias
estadisticas a P < 0.05

Como controles positivos se utilizaron bradicidina y captopril 50 uM. La
bradicidina estimula la produccién de NO a través de la activacion de la 6xido
nitrico sintasa (Figura 7). Por otro lado, el captopril es un inhibidor
farmacologico de la ECA que también tiene la capacidad de estimular la
produccion de NO (Figura 6). Ambos tratamientos estimularon la produccién de
NO en las células CEC (Figura 15), aunque el captopril produjo mayor
concentracion de nitritos, 94.32 uM, que la bradicidina, 67.16 uM, con respecto

al control (59.61 pM)
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Figura 15. Produccién de NO en células CEC tratadas con diferentes

concentraciones de glutelinas de amaranto, digeridos tripticos de glutelinas
(DTGs), Bradicidina (BK) y Captopril (CPTL). El Captopril estimulé mas la
produccion de NO con respecto a la bradicidina. Los DTGs también
estimularon la producciéon de NO en todas las concentraciones utilizadas y

las glutelinas soélo en las concentraciones mas altas, 10 y 100 ug/mL

5.4Bioensayo de Biorelajacion en Segmentos de Aorta de

Rata

Se analizaron y evaluaron 3 concentraciones diferentes de DTGs en
segmentos de aorta de rata: 1 ug/mL, 10 yg/mL y 100 pg/mL. El tratamiento
con la concentracibn mas pequefia, 1 pg/mL, indujo una vasorelajacién de
aproximadamente 30% en los segmentos y con la maxima concentracion (100

pMg/mL) se alcanzoé una relajacion de aproximadamente un 90% (Figura 16). Se
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cuantifico la produccion de NO por el método de Griess en la solucién

fisiolégica (Figura 17).
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Figura 16. Efecto de los digeridos tripticos de glutelinas de amaranto en
segmentos de aorta de rata. Se probaron 4 diferentes concentraciones: 1
pg/mL, 10 ug/mL y 100 pg/mL. Todas las concentraciones tuvieron un

efecto vasorelajante.
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Figura 17. Efecto de los DTGs sobre la produccién de NO.
Segmentos de aorta de rata se trataron con
concentraciones crecientes de DTGs. Los DTGs
estimularon la produccién de NO en las aortas. Como
control se utilizé acetilcolina.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Dado que la tripsina no actua en NaOH, se probaron dos soluciones de
extraccion de glutelinas: NaOH 0.1 M y tris 0.1 M, pH 8. Con las 2 soluciones
de extraccion fue posible obtener las glutelinas, asi que se eligié tris 0.1 M
como solucion de extraccidn de glutelinas. Asi mismo, se determiné que el

tiempo optimo para la digestion fuera de 10 horas.

Los datos obtenidos en estos experimentos muestran que los digeridos
tripticos de amaranto (DTGs) tienen la capacidad de inhibir a la enzima
convertidora de angiotensina con un ICsy de 200 pg/mL, asi como incrementar
la produccién de NO en CEC, de 57.15 uM, produccion basal, a 102.6 uM, lo
que representa un incremento de aproximadamente 40% con respecto al
control (tabla 1). Se cree que la acumulacion de bradicidina contribuye con los
efectos benéficos de los inhibidores de la ECA ya que estudios recientes en
células aisladas proponen que los inhibidores de la ECA potencian los efectos
inducidos por la BK inhibiendo la des-sensibilizacion de su receptor, mas que
bloqueando la hidrdlisis de la misma BK por la ECA (Tom et al., 2002). Como
ya se menciono anteriormente, la bradicidina estimula la produccién de éxido
nitrico a través de la fosforilacion de la fosfolipasa C, la cual se encuentra
involucrada en la activacion de eNOS (Moreau et al., 2005). Asi, el incremento
en la concentracion de NO en células tratadas con DTGs, puede deberse a
este mecanismo, ya que los digeridos tripticos presentaron actividad inhibitoria

de ECA (Figura 11).
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Los digeridos tripticos de glutelinas de amaranto también mostraron un
efecto dilatador en segmentos de aorta de rata. La vasorelajacion en este

bioensayo se asocia a la produccién de NO en CEC.

Debido a los efectos vasodilatadores ejercidos por los digeridos tripticos
de glutelinas de amaranto a través de la inhibicion de ECA (Figura 11),
asociados a la produccién de NO (Figuras 13-15, Tablas 1 y 2) y sus efectos
sobre el tono vascular (Figura 16) y tisular (Figura 15), los DTGs podrian ser
considerados nutracéuticos antihipertensivos, es decir, sustancias provenientes
de un alimento que proveen algun beneficio a la salud que pudiera ayudar en el
tratamiento o prevencion de enfermedades (Espin et al, 2007). Los
compuestos que funcionan como nutracéuticos tienen potencia baja como
compuestos bioactivos si son comparados con farmacos, pero, dado que son
ingeridos regularmente en cantidades significativas como parte de la dieta,
pueden presentar un efecto fisiolégico a largo plazo perceptible (Espin et al.,
2007). Comparados con los farmacos inhibidores de la ECA, los péptidos
derivados de alimentos tienen ciertas ventajas, ya que, aunque tienen una
actividad inhibitoria menor in vitro que los farmacos (FitzGerald y Meisel, 2000),
no tienen los efectos secundarios dafinos, tales como tos seca, vértigo, dolor
de cabeza, sabor anormal (metalico o salado), problemas de rifilones e higado y
angioedema (Yang et al., 2007), ademas de que reperesentan un costo mas

bajo de la salud (FitzGerald y Meisel, 2000).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que existe una estrecha

relacion entre los riesgos de la salud y los habitos alimenticios, ya que los
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alimentos tienen un impacto directo en la salud (Espin et al., 2007). Asi, las
modificaciones en el estilo de vida, asi como en la dieta son dos de las
herramientas mas importantes para disminuir la presion arterial (Hermansen,
2000); por tal motivo, los péptidos inhibidores de la ECA como parte de un
producto alimenticio o como nutracéuticos, pueden ser de interés funcional
tanto en el tratamiento como en la prevencién de la hipertension (Vermeirssen
et al., 2004). Se ha reportado que la inhibicion de la actividad de la ECA mejora
la funcidén endotelial y estimula el remodelamiento vascular, ademas de que
atenua la progresion de la arterioesclerosis asi como el acontecimiento de
eventos cardiovasculares en humanos (Kohlstedt et al., 2004; Stanisavljevic et
al., 2006). Por otro lado, el Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE)
demostré que la inhibicion cronica de ECA puede reducir eventos
cardiovasculares en pacientes con riesgo de desarrollar ateroesclerosis (Ruiz-
Ortega et al., 2001). De esta manera, el amaranto es un alimento que puede
ser incluido en la dieta de pacientes con enfermedades cardiovasculares como
la hipertension y la ateroesclerosis, como coadyuvante de los tratamientos

farmacologicos de dichas patologias.
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VIl Perspectivas

V1. PERSPECTIVAS

Determinar los efectos de los digeridos tripticos de glutelinas de
amaranto en los niveles de angiotensina Il en células endotelilaes.
Obtener cada uno de los péptidos con actividad inhibitoria de la
ECA.

Caracterizar los efectos de cada péptido en la producciéon de NO
en células endoteliales.

Caracterizar los efectos de cada péptido en los niveles de
angiotensina Il en células endoteliales.

Caracterizar los efectos de cada péptido sobre la actividad de la
ECA.

Determinar los componentes de los digeridos tripticos de
glutelinas de amaranto que participan en la vasorelajacion a nivel
de musculo

Determinar las vias por las cuales se dan dichos efectos

Determinar los efectos de dichos péptidos en ratones hipertensos.

53 B.€. ddriana Barba Montoya





