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RESUMEN

En los ultimos afos el interés por el estudio y el desarrollo de alimentos funcionales
(aquéllos que favorecen a la salud) y nutracéuticos (presentacion farmacéutica) ha
experimentado un gran incremento, tanto por su valor terapéutico, como por su gran
interés para la industria alimentaria (Santini et al., 2013).

Los péptidos bioactivos son fragmentos de proteinas especificas que influyen en las
funciones del cuerpo y por tanto mejoran la salud debido a sus efectos
antihipertensivos, antioxidantes, antiobesidad, antidiabético, hipocolesterolémico y
anticancerigeno.

Uno de los principales problemas de salud a nivel mundial es el cancer. El cancer
es una enfermedad crénico-degenerativa de enorme variabilidad etioldgica. Este se
origina por el crecimiento de células anormales en diversos tejidos del organismo.
Existen muchas razones que sustentan la importancia de la nutricion en la etiologia
del cancery las propiedades bioldgicas de algunos nutrientes. En México, la tercera
causa de muerte para ambos sexos son los tumores malignos, después de las
enfermedades del corazon y la diabetes mellitus.

Se ha reportado que diferentes proteinas de reserva de fuentes vegetales, han sido
utilizadas como materia prima para la obtencién de péptidos anticancerigenos y se
han obtenido buenos resultados (Silva et al, 2008; Kannan et al., 2010; Robles-
Ramirez et al., 2012; Quiroga et al., 2015)

En el amaranto se han descrito péptidos producidos por hidrolisis enzimatica in vitro
con actividades antioxidante, antimicrobiana, antifungica y antihipertensiva.

Este estudio aporta informacion acerca del uso de los péptidos producidos por la
hidrdlisis enzimatica de las globulinas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
con posible actividad citotdxica en varias lineas celulares de cancer.

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron las lineas celulares Ca Ski (cancer
cervicouterino), Hep G2 (hepatocarcinoma), MCF7 (cancer de seno) y VERO
(células sanas, de epitelio de rifidn de mono verde). Se determind la influencia de la
concentracion de los péptidos, del peso molecular y el tiempo de exposicidén en la
viabilidad celular. El resultado mas importante fue que a 1000 ppm y 72 horas de

exposicidon de la fraccidén del hidrolizado menor a 1 KDa disminuyo la viabilidad de



las células Ca Ski en un 81 % y no disminuyé el crecimiento del control de células
sanas (VERO)

ABSTRACT

In recent years, interest in the study and development of functional foods and
nutraceuticals has experienced a large increase, both because their apparent
therapeutic value and the great interest expressed by the food industry (Santini et
al., 2013).

Bioactive peptides are fragments of proteins that influence specific body functions
and thus improve health in patients with antihypertensive, antioxidant, anti-obesity,
antidiabetic, hypocholesterolemic and anti-cancer effects.

One of the main death problems worldwide is cancer. Cancer is a chronic
degenerative disease of major etiological variability. This is caused by the growth of
abnormal cells in various body tissues. There are many reasons that support the
important role of nutrition in cancer etiology and biological properties of some
nutrients. In Mexico, the third leading cause of death for both sexes is malignant
tumors, after heart disease and diabetes mellitus.

Different storage proteins from plant sources are found in seeds, they have been
used as feedstock for the production of anticancer peptides with excellent results.
From amaranth seeds several peptides have been produced by enzymatic
hydrolysis with antioxidant, antimicrobial, antifungal and antihypertensive activities.
This study provides scientific information about using peptides produced by
enzymatic hydrolysis of globulins amaranth (Amaranthus hypochondriacus) with
possible cytotoxic activity in several cancer cell lines.

For cytotoxicity assays Ca Ski cell lines (cervical cancer), Hep G2 (hepatocellular
carcinoma), MCF7 (breast cancer) and VERO (healthy cells, epithelium green
monkey kidney) were used. The influence of the concentration of the peptides,
molecular weight and the exposure time in the cell viability was determined.

We found that 1000 ppm of the fraction below of 1KDa of the hydrolysate and 72 h
of exposure killed 81% of Ca Ski cells and these conditions doesn’t affect normal
cells (VERO).



1. INTRODUCCION

En los ultimos anos el interés por el estudio y el desarrollo de alimentos
funcionales y nutracéuticos ha experimentado un gran incremento, tanto por su
valor terapéutico como por su gran interés para la industria alimentaria, dada la gran
repercusion econdmica que supone la comercializacion de este tipo de alimentos y
de los productos que los contengan (Santini et al., 2013). Los alimentos funcionales
se definen como los alimentos y componentes alimentarios que, tomados como
parte de la dieta, proporcionan beneficios mas alld de sus valores nutricionales
tradicionales, bien sea mejorando una funcién del organismo o reduciendo el riesgo
de enfermedad. En tanto que los nutracéuticos serian los componentes de los
alimentos que aportan un beneficio anadido para la salud de caracter médico,

incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades.

Las proteinas funcionales y los péptidos bioactivos, ademas de su valor
nutricional por ser fuente de aminoacidos, tienen capacidad de ejercer efectos
bioldgicos especificos (De Gobba et al., 2014; Zhou et al., 2014). La mayoria de los
péptidos bioactivos son generados espontaneamente durante la digestion in vivo a
partir de proteinas de diversos origenes que los contienen. De hecho, la existencia
de péptidos bioactivos encriptados como parte de la secuencia de aminoacidos en
proteinas alimentarias se conoce desde hace mas de 25 afos. No obstante,
también se han obtenido nuevos péptidos bioactivos a partir de proteinas
alimentarias mediante digestidon enzimatica in vitro, empleando enzimas
proteoliticas de origen vegetal y/o microbiano (Dei Piu et al., 2014; Esteve et al.,
2014).



2. ANTECEDENTES
2.1 Amaranto

El amaranto es una planta dicotiledonea de la familia de las amarantaceas,
dotado con varias ventajas con respecto a las caracteristicas de su cultivo ya que
crece rapido y es resistente a la sequia. Ademas presenta propiedades
nutricionales importantes ya que las proteinas de almacenamiento de semillas

poseen un excelente balance de aminoacidos esenciales (Gorinstein et al., 2002).

El amaranto es denominado pseudocereal porque sus semillas son como
las de los cereales, ricos en materiales harinosos y aptos para la panificacién, pero
pertenecen a las dicotileddneas, que son plantas con hojas embrionarias o
cotiledones en sus semillas; son distintas a las gramineas monocotiledoneas
(lamadas cereales verdaderos) como el arroz, el sorgo, el maiz y el trigo. Como
estas dicotiledoneas no contienen gluten, son facilmente digeribles, lo que ha
provocado un auge en el consumo de estos alimentos en los ultimos afos, sobre
todo en paises europeos donde es mayor la incidencia de la enfermedad celiaca

(intolerancia al gluten) (De la Cruz Torres et al., 2008).

2.1.1 Resefia histérica: Origen del amaranto

El amaranto fue cultivado en América desde hace 5000 a 7000 afios por las
civilizaciones Inca, Maya y Azteca, donde fue utilizado como un alimento basico y
junto con el maiz y el frijol, fue un cultivo fundamental para las civilizaciones
Mesoamericanas y Sudamericanas. Ademas de su importancia como fuente de
alimento, el grano era muy apreciado por estas civilizaciones, quienes lo
consideraban mas valioso que el oro (Silva, 2007; Rivillas, 2008; Asociacién

Mexicana del Amaranto, 2012)

Los mayas lo nombraban “xtes”, apreciaban principalmente su valor

alimenticio y probablemente fueron los primeros en utilizarlo como un cultivo de alto



rendimiento. Los aztecas lo conocian como “huautli” y lo ligaban con sus ritos
religiosos. Por su parte los Incas lo denominaron “kiwicha” (pequefio gigante) y lo
respetaban principalmente por sus poderes curativos. A la llegada de los espafioles
se le denominé amaranto, que proviene del latin y significa “flor que nunca muere”
o “vida eterna” (Silva, 2007; Rivillas, 2008; Asociacion Mexicana del amaranto;
2012).

El amaranto fue un cultivo ampliamente distribuido en la cultura Azteca
jugando un papel importante en su economia. Este grano se otorgaba como tributo
al rey azteca y cada afio se percibian por este concepto alrededor de 20000
toneladas, provenientes de 17 provincias dominadas por Tenochtitlan (Silva, 2007).
En la alimentacién lo empleaban en preparacion de alimentos como atole, tamales,
pinole y tortillas; y las hojas eran consumidas como verduras. Con la semilla de
amaranto se preparaba una harina que era mezclada con miel o melazas para
preparar una masa llamada “tzoalli”, con la cual se elaboraban figurillas e idolos (en
algunas referencias se dice que también se mezclaba sangre de nifios y adultos
sacrificados). Estas figurillas eran empleadas para tradiciones religiosas donde los
grandes sacerdotes lo utilizaban como fuente de fuerza e iluminacion mistica. A la
llegada de los espainoles y debido a las costumbres religiosas, los sacerdotes de
aquella época ordenaron la exterminacion del cultivo debido a que consideraban
que era una forma de perversion de la “comunién cristiana” (Becerra, 2000; Silva,
2007).

De esta manera casi se logra el exterminio del cultivo. Solo pocas personas
conservaron la tradicion del cultivo de amaranto en pequefias parcelas y para
consumo familiar (Silva, 2007). Recientemente, un mayor interés en amaranto
aparecio en la década de 1980, esto debido la investigacion que realizé la
Academia Nacional de Ciencias en Estados Unidos sobre el grano describiendo su
alto valor nutritivo y potencial agronémico (Monteros et al., 1998; Ulbricht et al.
,2009).



2.1.2 Descripcién botanica y condiciones de desarrollo de la planta de

amaranto

El amaranto (Figura 1) es una planta C4 y una de las pocas dicotiledéneas
en las cuales el primer producto de fotosintesis es un producto de cuatro carbonos.
La combinacién de caracteristicas anatémicas y el metabolismo C4, da como
resultado un incremento de la eficiencia del uso del CO2 bajo una amplia variacion
de temperaturas y humedad que le permiten una mejor adaptacion, considerandose
un cultivo alternativo en lugares donde cereales y otros cultivos de interés comercial
no pueden crecer. (Silva, 2007). Este cultivo se puede aprovechar de manera mas
eficiente puesto que ofrece tanto granos y hojas comestibles con alta calidad

nutricional.

Figura 1. Planta de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)*

*Tomada de Annie’s annuals and perennials, 2015



El significado de la palabra amaranto es vida eterna y es debido a que crece
en tierra poco fértil y con una minima cantidad de agua. Se le considera como un
cultivo alternativo para muchos lugares donde hay escasez e irregularidad de lluvias
y donde incluso se presentan problemas de abasto de alimentos, también porque
una sola planta puede producir varios cientos de miles de semillas que pueden
conservar sus propiedades por mas de 40 afios. A pesar de que las semillas solo
tienen cerca de 1 mm de diametro, se obtienen en cantidades exageradas, aun por

técnicas de recoleccion primitivas (Sauer, 1967; Rivillas, 2007).

2.1.2.1 Tamaiio y estructura de las semillas

El tamano de la semilla varia de 1.1 a 1.4 mm de largo por 1.0 a 1.3 mm de
ancho, tamafio que es muy pequefio comparado con el del frijol o trigo (Figura 2)
(Silva, 2007). Segun Saunders (1984) y Arent et al. (2013), 1000 semillas pesan
0,5-1,2 g; alternativamente, 1 g puede contener 850 a 1700 semillas. Se producen
en grandes cantidades, a veces mas de 50 000 semillas por planta, y el color puede

variar crema, oro, rosa, negro, marrén, amarillo o blanco.

Figura 2.- Semillas de Amaranto

*Tomada de Achtli, 2015



2.1.3 Distribucion y produccién

La familia Amaranthaceae reune cerca de 60 géneros y mas de 800 especies
cuyas caracteristicas cambian notablemente, dependiendo del ambiente en el que
crecen, lo que dificulta la identificacién de la planta. En la Tabla 1 se muestra la
clasificacion botanica del amaranto.

Tabla 1 .- Clasificacion botanica del amaranto*

Clasificacion Amaranto

Clase Dicotyledoneae
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryphyllales
Familia Amaranthaceae
Genero Amaranthus
Especie Al menos 60 species, e.g.
A.caudatus
A.cruentus
A. hypocondriacus

* Tomada de Arent et al., 2013

Existen tres especies de amaranto que son cultivadas para la produccion de

semillas comestibles y son las mas apreciadas:

a) Amaranthus caudatus: se origina en la region de los Andes y se comercializa
como planta de ornato principalmente en Europa y Norteamérica.

b) Amaranthus cruentus: es originaria de México y Centroamérica, donde se
cultiva principalmente para obtener grano. También se consume como
vegetal.

c) Amaranthus hypochondriacus : procedente de la parte central de México, se

cultiva para obtener grano. Es la especie a la que se refiere este trabajo.



En la Figura 3 se muestran las areas donde se cultiva el amaranto. En México
se cultiva en los estados de Puebla, Veracruz, Morelos, Tlaxcala, Distrito Federal y
el Estado de México (Rivillas, 2008).

Figura 3. Los habitats nativos del grano de amaranto. Las areas mas oscuras

indican zonas donde se concentra el cultivo de amaranto.*
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*Tomado de Arent, et al, 2013.

2.1.4 Composicion de las semillas de amaranto

En general, el amaranto de grano se caracteriza por tener relativamente
mayores niveles de proteinas y lipidos y niveles inferiores en almidén a los
principales cereales (maiz, arroz y trigo). Una comparacion de la composicion
quimica media de amaranto (A. hypochondriacus) y el maiz, el arroz y el trigo se
muestra en la Tabla 2. El analisis de la composicion quimica media de los granos
de varias especies de amaranto indica que hay algunas variaciones entre y dentro

de especies (Tabla 3).



Tabla 2. Comparacién de la composicion proximal de los granos de amaranto y

algunos cereales (% basado en peso seco)

Composicion Amaranto? Trigo Maiz Arroz
Carbohidratos 59.2 66.9 67.7 75.4
Proteina cruda 16.6° 14.0¢ 10.3¢ 8.5
Grasa 7.5 21 4.5 21
Fibra Cruda 4.1 2.6 2.3 0.9
Cenizas 3.3 1.9 1.4 1.4
Humedad 9.6 12.5 13.8 11.7

@ Valores promedio de harinas de diferentes especies de amaranto ( A. cruentus, A. caudatus, A.
hypochondriacus y A. hybridus).

PN x 5.85.° N X5.7. ¢ N x 6.25 (son los factores de conversion de nitrogeno a proteinas)

Fuente: Cai, et al, 2004

Tabla 3. Composicion aproximada de varias especies de granos de amaranto

Componente | A.caudatus | A. cruentus A.hybridus A.
hypochondriacus
Carbohidratos | 59.6 -62.8 | 60.7 - 62.6 58.6 57.0
Proteina cruda | 17.6-18.4 13.2-18.2 14.0 17.9
Grasas 6.9 - 8.1 6.3 -8.1 6.7 7.7
Fibra cruda 3.2-58 3.6-44 6.6 2.2
Cenizas 3.1-44 28-3.9 3.6 4.1
Humedad 0.5-11.6 6.2-8.8 10.5 11.1
aN x5.85

Fuente: Cai et al., 2004




2.1.4.1 Proteinas de reserva del amaranto

Durante el desarrollo de la planta, las semillas sintetizan relativamente
grandes cantidades de reservas de alimento, las cuales son atrapadas en tejidos
especificos como son los cotiledones y el endospermo. Estas reservas son
movilizadas en el momento de la germinacion y sus catabolitos son utilizados para
mantener el crecimiento de la semilla, hasta que ésta pueda establecerse por si
sola como planta fotosintética autotréfica. La mayoria de las reservas son
depositadas en estructuras discretas llamadas organelos de almacenamiento;
proteinas en cuerpos proteinicos, lipidos en cuerpos lipidicos, almidon en granulos
de almidén (amiloplastos). Las proteinas almacenadas en estos cuerpos

proteinicos son denominadas proteinas de reserva (Bewley, 1990; Silva, 2007)

Como se indico en la tabla, el amaranto contiene 16-18% de proteina, en
comparacién con valores de 14% o menos en el trigo y otros cereales. La
composicion de la proteina del amaranto esta cerca de la proteina ideal propuesta
para cubrir los requisitos de los adultos por la FAO. La proteina tiene puntuaciones

mas altas que otras semillas (por ejemplo, trigo, cebada, soya y maiz).

Existen varios tipos de clasificaciones para las proteinas de reserva de
semillas. En general la mas usada es la propuesta por Osborne en 1924 (Silva,
2007), de acuerdo a la cual las proteinas de reserva se pueden dividir en cuatro
grupos de acuerdo con su solubilidad. Los cuatro grupos son: a) albuminas que son
solubles en agua, en amortiguadores diluidos a pH’s neutros; b) globulinas solubles
en disoluciones salinas, pero insolubles en agua; c) prolaminas que solubilizan en
disoluciones alcohdlicas entre (70-90 %); d) glutelinas son proteinas solubles en
alcalis o acidos diluidos. Las proteinas mas abundantes en los cereales son las
prolaminas y glutelinas, mientras que en leguminosas son las globulinas (Bewley et
al., 1990; Silva, 2007)



Se ha estudiado el perfil de proteinas y la composicién de aminoacidos de
11 especies de poblaciones silvestres de amaranto(A. viridis, A. powellii, A.
muricatus, A. deftexus, A. blitoides, A. graecizans, A. retroflexus, A. albus, A. blitum,
A. cruentus, y A. hypochondriacus) mediante cromatografia de filtracion en gel y
electroforesis, y se encontrd que los perfiles eran similares en todas las especies,
con pequenas variaciones en los pesos moleculares y cantidades de las proteinas,
principales en la semilla (Juan et al., 2007). En este estudio se observaron seis
fracciones mayoritarias de alrededor de 300, 180 y 120 kDa, entre 40 a 50, 20 ,30
kDa, y por debajo de 10 kDa, mientras que el analisis electroforético mostro
proteinas qué fueron agrupadas en 3 fracciones principales: entre 50 y 64 KDa, 33
y 37 kDay 18 y 25 kDa (Juan et al., 2007; Venskutonis et al., 2013).

2.1.4.2 Péptidos y aminoacidos del amaranto

Las proteinas de amaranto contienen altas cantidades de aminoacidos
esenciales; sin embargo, su contenido depende de las especies de plantas y cultivo
(Juan et al., 2007). Se ha demostrado que el perfil de composicion de aminoacidos
del amaranto es mas parecido al de las leguminosas que a los granos de cereales,
a excepcion de los aminoacidos que contienen azufre (metionina y cisteina), que
esta presente en mayor cantidad en el amaranto que en legumbres (Venskutonis et
al., 2013). El contenido relativamente alto de aminoacidos esenciales en el grano
de amaranto es favorable para su uso como sustituto de la carne en la alimentacion
(Tabla 4) (Pisarikova et al., 2005).
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Tabla 4.-Composicién de aminoacidos de Amaranthus hypochondriacus*

Aminoacido g/100g de proteina Requerimientos de
aminoé&cidos
esenciales (mg/g
proteina) propuestos
por la FAO
Acido Glutamico + 18.1
Glutamina
Acido Aspartico + 12.9
Asparagina
Glicina 114
Serina 10.7
Arginina @ 8.5
Leucina @ 6.4 6.6
Lisina @ 5.0 5.8
Alanina 4.3
Treonina @ 4.2 3.4
Valina 3.6 3.5
Fenilalanina @ 3.5
Isoleucina @ 2.8 .
Triptofano @ 2.7 1.1
Tirosina 2.3 )
Histidina @ 1.8 1.9
Cisteina 1.3
Metionina @ 0.4

Elaborado a partir de Juan et al., 2007

El extracto total soluble en agua de semillas de amaranto, mostré contener
cuatro nuevos péptidos antifungicos, cuya concentracion minima inhibitoria es de 5
mg péptidos/ml inhibe un gran numero de hongos especies aislados de panaderias.
Se confirmod la actividad inhibidora durante el almacenamiento a largo plazo de
harina libre de gluten y panes de trigo en condiciones de planta piloto (Rizzello et
al., 2009).

Los péptidos presentes en las fracciones solubles en buffer de fosfato de
aislados proteicos, fracciones de proteinas, hidrolizados con alcalasa y las
fracciones de proteinas muestran actividad antioxidante (Tironi et al., 2010). En otro
estudio, se demostrd que el aislado de proteina y el hidrolizado con alcalasa de A.

mantegazzianus neutralizé los radicales libres después de la digestion
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gastrointestinal, haciéndolos ingredientes prometedores para el desarrollo de

alimentos funcionales (Delgado et al., 2011).

2.1.4.3 Compuestos nutracéuticos presentes en las semillas de amaranto

En los ultimos afios se han evaluado en estudios clinicos las propiedades
de amaranto en la reduccidn del colesterol, como un agente anti-oxidante,
anticancerigeno, anti-alérgico, agente antihipertensivo y como un alimento para los

pacientes con enfermedad celiaca e inmunodeficiencias (Silva, 2007).

La mayoria de estas propiedades se explican por la presencia de sustancias
tales como la Lunasina, un péptido con efectos antitumorales, o sustancias con
potencial antihiperlipidémico, antidiabético, y antihelmintico que se encuentran en
los extractos metandlicos, asi como de aquellas sustancias con propiedades
antidiarreicas, antifungicas y antipaludicos presentes en los extractos acuosos de
las semillas (Huerta-Ocampo et al., 2011). Flavonoides especificos, como la rutina
,y algunos acidos fendlicos, como el acido galico, p-hidroxibenzoico y el acido
vanilico con efectos antioxidantes también estan presentes en semillas de

amaranto y sus brotes (Pasko et al., 2008).

2.1.5 Usos y aplicaciones de la planta y semillas del amaranto

La planta de amaranto es un producto que se puede aprovechar
integralmente ya que ofrece tanto granos como hojas comestibles. Hasta donde se
conoce, cualquier semilla de amaranto es comestible simplemente con tostarlo o

molerlo, su sabor es muy parecido al de un cereal (Rivillas, 2008).

El grano se procesa de diversas maneras para el consumo, siendo la forma
de grano reventado quizas la mas popular. Al ser reventado por calor provee un
cereal que puede ser utilizado para la preparacion de alimentos conocidos como

las “alegrias”, mazapanes, cereal reventado y harinas de amaranto. También se
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logran a través del amaranto productos industrializados como cereales
enriquecidos para suplementacion de dietas, harinas, concentrados, extruidos,
almidones, aceites y colorantes derivados del amaranto. Estos sirven como
insumos para otras industrias de alimentos y bebidas, cosmetologia, farmacéutica,
etc. Se utilizan las proteinas de amaranto como sustitutos de proteina animal en la
alimentacion de pollos, cerdos de engorda y desarrollo de nuevos productos (Silva,
2007, Asociacion Mexicana de Amaranto, 2012). El amaranto puede ser
incorporado no solo en la dieta de individuos normales, sino también a la de los

pacientes celiacos y de personas alérgicas a los cereales.

2.2 Cancer

El cancer constituye uno de los principales problemas de salud debido a su
frecuencia y patologia. El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por
crecimiento celular no regulado, invasion y diseminacion de las células desde su
sitio de origen, o sitio primario a otros sitios en el cuerpo (Pecorino, 2005). Ademas
participan diversos factores relacionados con la regulacién, apoptosis y el
crecimiento celular. Se caracteriza por la multiplicacion desordenada de células
anormales que no reciben las sefiales de control de inhibicion por contacto de las

demas células normales del organismo (Pereira, 2000; Vargas, 2010).

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo. En 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de
muertes relacionadas con el cancer, se prevé que el numero de nuevos casos

aumente en aproximadamente un 70% en los proximos 20 anos (OMS, 2015).

Si bien existen una variedad de tratamientos que tienen como fin eliminar los
tumores, la mayoria de los tratamientos son sumamente téxicos para el organismo,
atacando no solamente a las células neoplasicas sino también a las células sanas
(Alonso — Castro et al., 2011)
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La quimioterapia y la radioterapia son los tratamientos convencionales para
el cancer utilizado hoy en dia, son caros y causan muchos efectos secundarios,
tales como vomitos, alopecia, diarrea, estrefiimiento, asi como la mielosupresion,
efectos neurolégicos, cardiacos, pulmonares y la toxicidad renal. Todos estos
efectos secundarios reducen la calidad de vida y desalientan a los pacientes a
continuar con la medicacién, decisidon que luego conduce a la progresion del cancer
y complicaciones asociadas. Ademas, muchos de estos tratamientos presentan
actividad anticancerigena limitada (Mans et al., 2000, Alonso-Castro et al., 2011).
La cirugia de reseccion causa deficiencias funcionales o malestar estético. Por lo
tanto, hay una necesidad de descubrir nuevas alternativas de tratamiento contra el
cancer, mas selectivos y menos toxicos que los actualmente se usan (Alonso-
Castro et al., 2011).

2.2.1 Estadisticas del cancer en México

En México, las campafas de informacién sobre la valoraciéon, proteccion,
intervencién y de los tratamientos para cancer son cada vez mas efectivas, pero es
innegable que todavia mucha gente fallece por este mal. En 2012, |a principal causa
de defunciones por tumores malignos en habitantes de 20 afnos y mas fue el de
organos digestivos (33.18 cada 100), seguida de las neoplasias en o6rganos
genitales (15.08 por cada 100), o6rganos respiratorios e intratoracicos (10.72 por
cada 100); y en mama (8.13 por cada 100). Por género el comportamiento es
diferente, ya que en las mujeres el cancer de mama es la primer causa de muerte,
fallecen 15.38 de cada 100 (INEGI, 2012).
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2.3 Péptidos bioactivos

Las proteinas son el principal componente de las células y los tejidos, siendo
necesarias para el crecimiento corporal, para el mantenimiento y reparacion de
tejidos, por su accion catalitica y como constituyentes esenciales de ciertas
hormonas. Estudios recientes han demostrado que las proteinas y los péptidos
derivados de ellas, exhiben una serie de actividades bioldgicas con efecto directo
sobre los procesos biologicos del organismo, mas alla de su aporte nutrimental
(lwaniak et al.,, 2007; Segura-Campos et al., 2011). Las proteinas pueden
considerarse como una fuente de péptidos nutracéuticos que pueden ejercer las
funciones bioldgicas para promover la salud y prevenir enfermedades, incluyendo
el cancer. Se sabe que los péptidos bioactivos han sido parte de la dieta humana
durante varios anos. Recientemente, se ha incrementado el numero de estudios
sobre los péptidos bioactivos a partir de fuentes animal y vegetal (Ortiz-Martinez et
al., 2014)

Los péptidos bioactivos se definen como secuencias de aminoacidos
inactivas en el interior de la proteina precursora, pero que ejercen propiedades
bioldgicas al liberarse por procesos de hidrélisis enzimatica in vitro o in vivo o por
procesos fermentativos aunque también se pueden generar durante la digestion
gastrointestinal (Manninen, 2004; Segura-Campos et al., 2011 ). Estas secuencias
de aminoacidos tienen la capacidad de regular diversos procesos fisioldgicos como

los mostrados en la Tabla 5.

15



Tabla 5. Péptidos bioactivos y su efecto en el organismo.

Péptidos Efecto en el organismo

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Inhibidores de la enzima convertidora | Reducen el riesgo de padecer

de Angiotensina-| enfermedades cardiovasculares e
hipertension
Antioxidantes Previenen enfermedades

degenerativas y envejecimiento

Reguladores del transito | Mejoran la digestion y absorcidn

gastrointestinal

Reguladores de proliferacion Reducen la proliferacion de tumores

cancerigenos

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Hipocolesterolémicos Reducen el riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares

Anticoagulantes Reducen los riesgos de padecer

trombos

*Tomado (lwaniak et al, 2007; Segura-Campos et al, 2011)

2.3.1 Métodos de produccién de péptidos bioactivos
Existen tres estrategias o enfoques que pueden ser utilizados para producir

péptidos bioactivos:

1.- Aislamiento a partir de digeridos enzimaticos in vitro de proteinas. En este
enfoque, las enzimas (por lo general de agentes microbianos o de origen vegetal,
por ejemplo, alcalasa, papaina, ficina, termolisina, pronasa, y neutrasa) se utilizan
individualmente o como una combinacion de dos o mas enzimas para producir
pequefios péptidos. Durante la hidrdlisis, enlaces peptidicos se escinden y hay un
aumento en la densidad de carga asi como disminucion de masa molecular, ambas
caracteristicas contribuyen al aumento de la solubilidad de los productos peptidicos.
Por lo tanto, los péptidos son mas solubles que la proteina nativa y la centrifugacion
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clarificara la mezcla de reaccion; el precipitado contiene material no digerido
mientras que el sobrenadante contiene los péptidos solubles. El sobrenadante es
separado, liofilizado y/o usado para su posterior procesamiento tal como
ultrafiltracién. Este método es de los mas utilizados en la produccion de péptidos
bioactivos sobre todo porque es conveniente, barato, y se puede realizar facilmente
en practicamente cualquier laboratorio, ya que no requiere instrumentacion costosa
(Aluko, 2012).

2.- Aislamiento real o in vivo.

Es posible mediante la digestion de las proteinas por el tracto gastointestinal, pero
rara vez se utiliza para producir péptidos bioactivos, ya que requiere la eliminacion
de material intestinal procedente de animales vivos que han sido alimentados con
una dieta rica en proteinas. Sin embargo, esta digestion puede ser simulada in vitro,
en primer lugar tratando la proteina con pepsina durante 1-2 h para simular la
digestion en el estbmago. A continuacion, el digerido de pepsina, se ajusta a un
valor pH alrededor de la neutralidad (generalmente pH 6.8 a 7.5), y se lleva a cabo
la digestidn intestinal simulada usando pancreatina (un extracto de pancreas que
contiene las enzimas digestivas que se encuentran comunmente en el intestino) o
una combinacion de tripsina y quimotripsina (los dos proteasas digestivas mas
abundantes en el intestino). Este método es util para estimar los péptidos bioactivos
potenciales que pueden ser liberados de una proteina alimentaria cuando se
consume como parte de la dieta, aunque no simula la accion potencial proteasas

celulares del borde intestinal ( Aluko, 2012) ni la accion de las bacterias.

3.- Por sintesis quimica de péptidos con estructuras idénticas o similares a los
conocidos como bioactivos. En la mayoria de los casos, el uso de fraccionamiento
y los métodos de purificacibn no producen cantidades adecuadas o
economicamente viables de péptidos. Por lo tanto, las secuencias de los péptidos
deben ser sintetizadas quimicamente. Este enfoque soélo se puede utilizar si la
informacion en la secuencia de aminoacidos del péptido bioactivo es conocida. La

sintesis quimica de péptidos requiere de instrumentos especializados, que pueden
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no estar disponibles en la mayoria de los laboratorios. Por lo tanto, la sintesis del
péptido es llevada a cabo normalmente por empresas en una cuota por servicio.
Sin embargo, uno de los principales problemas en la sintesis quimica es la
presencia de impurezas y diferencias en la estereoquimica que podrian afectar a la

actividad en comparacion con el péptido natural aislado (Aluko, 2012).

2.3.2 Péptidos anticancerigenos

El desarrollo de una nueva clase de compuestos anticancerigenos que
carecen de toxicidad para las células sanas y no se ven afectadas por los
mecanismos comunes de resistencia seria un avance importante en la

quimioterapia del cancer (Ortiz-Martinez et al., 2014).

Varios estudios han demostrado el potencial anticancerigeno de las
proteinas de la dieta, péptidos y aminoacidos, tanto si se producen de forma natural
o el producto de la fermentacion, hidrdlisis enzimatica o digestion gastrointestinal
(De Mejia et al., 2010; Sarmadi et al., 2010; Ortiz-Martinez et al., 2014).

Los péptidos han atraido la atencion como alternativas en quimioterapia,
como resultado de ciertas ventajas que éstos poseen. En contraste con la mayoria
de moléculas pequenas, los péptidos tienen una alta afinidad, fuerte especificidad
y baja toxicidad, y en contraste con los anticuerpos quimioterapéuticos, tienen una
mejor penetracion en los tejidos debido a su pequefio tamafo. Esto proporciona un
impulso al estudio de péptidos bioactivos como posibles agentes terapéuticos,
aunque el uso de los péptidos ha sido limitado debido a su alta inestabilidad en
ambientes bioldgicos, la depuracién rapida de la sangre, pobre transportabilidad en
membrana y posible digestién en el tracto gastrointestinal (Ortiz-Martinez et al.,
2014).

Los experimentos in vivo y ensayos clinicos son necesarios para demostrar

el efecto fisiolégico de los péptidos, pero los estudios in vitro siguen siendo
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herramientas importantes porque la funcionalidad del péptido se basa en los
mecanismos biolégicos. No pueden, sin embargo, sustituir los estudios in vivo y
clinicos, ya que es muy dificil establecer una relacion directa entre actividad
bioldégica in vitro e in vivo. La biodisponibilidad del péptido después de la
administracion oral es una de las principales razones de esta incomparabilidad y es
uno de los primeros aspectos a estudiar antes de que puedan ser incorporados en
alimentos o farmacos sistemas (Bhutia et al., 2008; Segura-Campos et al., 2011;
Ortiz-Martinez et al., 2014).

Existe una base de datos en donde se ha depositado informacién de los
péptidos anticancerigenos que han sido caracterizados hasta el momento llamada
CancerPPD (http://crdd.osdd.net/raghava/cancerppd/browse_assay.php). Hasta el
momento en la base de datos se encuentran 3491 entradas las cuales son
clasificadas en el origen del péptido, tamafo, linea celular estudiada, afio de

descubrimiento, etcétera.

Los estudios de la actividad anticancerigena de péptidos derivados de
proteinas vegetales se presentan en la Tabla 6. Se puede observar que la mayoria
los investigadores han analizado la actividad de la Lunasina en el tratamiento del

cancer.
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Tabla 6.- Ejemplos de péptidos con actividad anticancerigena derivados de fuentes

vegetales™

Ensayo
Bioldgico

In vitro e
in vivo
In vitro
In vitro e
in vivo
In vitro

In vitro e
in vivo

In vitro
In vitro e
in vivo
In vitro e
in vivo
In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Proteina
codificante/
Hidrolizado

proteico

Lunasina

Lunasina
Lunasina

Lunasina de
la fraccion de
glutelinas
Lunasina

Pentapéptido
Inhibidor de
Bowman-Birk
Lectinas

Hidrolizado
de semilla de
soya
germinada
por 6 dias
Aislado de
hemaglutinina
dimérica
Fraccién
prolaminas
Hidrolizado
con peso
molecular
menor a 5
KDa

de

Fuente

Trigo

Cebada
Centeno

Amaranto

Soya

Arroz
Soya

Soya

Soya

Frijol comun
(Phaseolus
vulgaris)

Arroz (O sativa L.
japonica)

Maiz

*Tomado de Belovic et al, 2011 y de Ortiz-Martinez et al., 2014

Referencias

Jeong et al., 2007

Jeong et al., 2002
Jeong et al., 2009

Silva-Sanchez et al., 2008;
Maldonado-Cervantes et al.,
2010

Jeong et al.,, 2003,2007; De
Mejia et al., 2003, 2004; Park et
al, 2005; Hernandez- Ledezma
et al., 2009

Kannan et al., 2010

Park et al., 2005

De Mejia et al., 2003; Barac et
al., 2005
Robles-Ramirez et al.,2012

Lamy Ng, 2011

Chen et al., 2010

Lietal., 2013
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Kannan et al. (2010) aislaron y caracterizaron un novedoso pentapéptido
contra el cancer a partir hidrdlisis enzimatica del salvado de arroz, cuya secuencia
de aminoacidos es Glu-GIn-Arg-Pro-Arg. Este péptido es resistente a los jugos
gastrointestinales y posee propiedades inhibidoras del crecimiento del cancer en

de colon, mama, pulmén y hepatocarcinoma.

Barrio y Afion (2010) estudiaron las propiedades antitumorales de la proteina
aislada de Amaranthus mantegazzianus (MPI) y dilucidaron el posible mecanismo
de accion. El estudio se realizdé con 4 diferentes células tumorales: MC3T3E1,
UMR106, Caco-2, y TC7. MPI mostrd un efecto antiproliferativo sobre las 4 lineas
celulares con diferente potenciales. MPI inhibe |la adhesién celular e induce la
apoptosis y necrosis en la célula maligna UMR 106, y los autores concluyeron que
el aislado proteico de las semillas de A. mantegazzianus muestran un potencial
antitumoral y el efecto antiproliferativo aumenté con la hidrdlisis. Asimismo,
Quiroga, Barrio y Afion (2015) encontraron que esta actividad es debida a una

lectina presente en la fraccion hidrofébica de MPI.

Una de las sustancias bioactivas mas ampliamente estudiadas en la soya es
el Inhibidor de proteasa de Bowman- Birk (BBI) (Jeong et al., 2003; Park et al., 2005;
Hernandez-Ledesma et al., 2009). BBI es un inhibidor de proteasas serinicas que
consta de una sola cadena de 71 residuos de aminoacidos. Este cadena esta
entrecruzada por siete pares de enlaces disulfuro. Tiene la capacidad de inhibir la
accién de la tripsina y la quimotripsina (Park et al., 2005, Barac¢ et al., 2005). Se ha
demostrado que BBI interfiere con el desarrollo de tumores inducido por
carcindgenos quimicos en una variedad de sistemas tanto in vivo como in vitro
(Kennedy, 1998; Park et al., 2005; Robles 2010). Chen et al. (2005) demostraron
que el BBI inhibe especificamente la actividad proteosomal semejante a
quimotripsina. Esta inhibicidon esta asociada con la acumulacién de proteinas

ubiquitinadas y de los sustratos del proteosoma, p21 y p27, que acompafan la
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disminucién de las ciclinas D1 y E, lo cual podria detener el ciclo celular en la fase
G1/S (Robles, 2010).

Las lectinas son proteinas que unen selectivamente hidratos de carbono (De
Mejia et al., 2003). Las lectinas muestran varios efectos bioquimicos, fisiolégicos y
nutricionales después de su ingestion. Algunos de ellos son de aglutinacion de las
células rojas de la sangre y la estimulacion la secrecidn de enzimas en pancreas,

resultando en la reduccién de la absorcion intestinal de nutrientes.

Hay varios informes que sugieren que las lectinas de plantas pueden tener
actividades antitumoral y anticancerigeno que podrian ser de utilidad en el
tratamiento del cancer. Las lectinas se unen preferentemente a la membrana celular
de las células cancerosas, 0 a sus receptores, causando citotoxicidad, apoptosis e
inhibicion del crecimiento del tumor; pueden unirse a ribosomas e inhibir sintesis de
proteinas, modificar el ciclo celular y activar la cascada de caspasas. También
pueden disminuir la actividad de la telomerasa e inhibir la angiogénesis (De Mejia
et al., 2005). Yu et al. (2001) investigaron los efectos proliferativos de dietas con
dos lectinas que se pueden unir al factor tumoral (TF- lectina vinculante): la jacalina
(Artocarpus integrifolia) y la lectina de amaranto (A. caudatus). El aumento de la
expresion del antigeno de Thomsen-Friedenreich (antigeno TF) es una
caracteristica comun de malignidad epitelial. Los resultados mostraron que las
dietas que contienen las lectinas vinculantes a TF pueden ser marcadores de la
proliferacion de las células epiteliales gastrointestinales malignas y que puede tener

un papel en el diagndstico de cancer intestinal (Caselato -Sousa, et al, 2012).

2.3.2.1 Aspectos comerciales de los péptidos anticancerigenos

En 2010, 50 farmacos peptidicos fueron aprobados para su
comercializacion, en su mayoria analogos hormonales sintéticos y recombinantes,
cuyas ventas globales anuales fueron alrededor de 1 billon de ddlares asociados

con los siguientes farmacos: ciclosporina (e.g., Neoral®, Novartis), acetato de
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goserelina (Zoladex®, AstraZeneca), acetato de glatiramer (Copaxone®, Teva
Pharmaceuticals), acetato de leuprolide (Lupron®, Abbott Laboratories) y acetato
de octreotida (Sandostatin®, Novartis) (Ortiz-Martinez et al., 2014). De los
anteriormente mencionados el acetato de glatimer consta solamente de 4 residuos
de aminoacidos Glu-Ala-Tyr-Lys. Las estructuras quimicas se muestran en la figura
4.

Figura 4. Estructuras quimicas de péptidos comerciales con potencial

anticarcinogénico
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El creciente interés por la industria farmacéutica en el desarrollo de péptidos
como farmacos es consecuencia de la aceptacion generalizada de ahora proteinas
terapéuticas por los médicos y pacientes y el desarrollo de soluciones a problemas
tales como una vida media corta y la llegada a su sitio de accion (Ortiz-Martinez et
al., 2014).

2.3.2.2 Lunasina

Estudios recientes han identificado y caracterizado péptidos derivados de
fuentes animales y vegetales como agentes quimiopreventivos prometedores (Picot
et al., 2006; Jang, 2008; Kannan et al., 2010). Uno de estos péptidos, llamado
Lunasina, fue identificado en la soya y otras plantas y legumbres asi como en el
amaranto (Silva-Sanchez, et al., 2008). Los estudios realizados en los ultimos cinco
afos han puesto de manifiesto las propiedades de éste péptido en cultivos celulares
y en modelos animales, lo que es una estrategia potencial para la prevencion y/o
terapia del cancer. La eficacia de la Lunasina contra el cancer de mama, colon,
leucemia y de préstata usando experimentos de cultivo celular y modelos animales

se ha demostrado en la ultima década.

Varios estudios in vitro y en in vivo han demostrado la accién de la Lunasina
en la prevencion del cancer. Ademas, se ha demostrado que, en ausencia de
agentes carcindégenos, no parece que éste péptido afecte a la morfologia celular y
proliferacion, pero impide la transformacion de las células en la presencia de
carcinégenos. En investigaciones in vitro se ha demostrado que mientras la
Lunasina pura se hidroliza facilmente en el tracto gastrointestinal por pepsina y
pancreatina, la Lunasina de la proteina de soya es resistente a la accion de estas
enzimas. Los estudios posteriores de biodisponibilidad llevados a cabo con
animales, han confirmado los resultados preliminares obtenidos por analisis in vitro
(Hernandez-Ledesma et al., 2009). Es propiedad muy importante de la Lunasina,
ya que implica que este agente preventivo del cancer puede tomarse por via oral
(Belovic et al., 2011).
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La Lunasina es un péptido de 43 residuos de aminoacidos, el cual ha

mostrado ser quimiopreventivo contra oncogenes y carcindgenos en ceélulas de

mamifero y en modelo de cancer de piel de ratén (Figura 5).

Figura 5. Secuencia de residuos de aminoacidos de la Lunasina*
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*Tomado de Ortiz-Martinez, 2014

Algunas variedades de soya muestran cantidades variables de Lunasina,

mismas que correlacionan con el grado de inhibicién de la acetilacion de histonas.

El fragmento 23-31 dirige la Lunasina hacia la cromatina. El motivo de Gly-Arg-Gly

(32-34) es responsable de la internalizacion de la Lunasina dentro del nucleo de la

célula. El fragmento de poli aspartil (35-43) es responsable de la unién directa a la

cromatina uniéndose a la region de histonas (Figura 6). La Lunasina natural de soya

y la sintética inhiben la acetilacion de histonas de una manera dependiente de la

dosis. La Lunasina sintética es estable al calor, a temperaturas de hasta 100 ° C

durante 10 min. Los estudios en animales indican que la Lunasina resiste la

digestion y entra en los tejidos diana después de la absorcion (Ortiz-Martinez et al.,

2014)
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Figura 6.- Actividad de los diferentes fragmentos de la secuencia de la Lunasina*

; FUNCION DESCONOCIDA

OBJETIVO DE LA LUNASINA:

LUNASINA
143

g A INTERMNALLZA A LA

DE LA CELULA

UNIDO A LAS
HISTOMAS

\

*Tomado de Hernandez-Ledezma, 2009

Silva-Sanchez et al., (2008) reportan la existencia de un péptido similar a la
Lunasina en el amaranto en la fraccidén de glutelinas, cuya concentracién varia de
9.5 a 12.1 mg/g de proteina. En la soya es donde se presenta en mayor
concentracion, la concentracion varia de 6000-7000 mg/g de proteina (Gonzalez
de Mejia et al., 2004).

2.4 Papaina
La papaina es una enzima cistein proteasa endolitica que se aisla del latex
de la papaya (Carica papaya L.). Esta se obtiene por el corte de la piel de |la papaya

verde y del secado del latex que fluye del corte. Entre mas inmadura se encuentre
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la fruta, mas activa es la enzima. Es de importancia crucial en muchos procesos
bioldgicos en todos los organismos vivos tales como fisioldgicos, asi como usos
industriales tales como en ablandadores de carne y preparaciones farmacéuticas
(Tsuge et al., 1999; Amri et al., 2012). La papaina muestra extensa actividad
proteolitica hacia proteinas, péptidos de cadena corta, ésteres de aminoacidos y
enlaces amida y es aplicada ampliamente en los campos de la alimentacion y la
medicina (Uhlig, 1998). Preferentemente rompe enlaces peptidicos en los cuales
estan implicados aminoacidos basicos, particularmente arginina, lisina y residuos
adyacentes a la fenilalanina (Menard et al., 1990). Choe et al. (2006) y Sigma
reportan que preferencialmente la hidrélisis sera en los residuos de arginina y lisina

adyacentes a residuos hidrofébicos tal como se muestra en la Figura 7.

Figura 7.- Sitio preferencial de corte de la papaina*

P6 P5 P4 P3 P2 P1 | |P1" |P2" |P3 | P4

Xaa | Xaa | Xaa | Xaa | hidrofébico | Arg | |No |Xaa | Xaa | Xaa
Val

Xaa | Xaa | Xaa | Xaa | hidrofébico | Lys | |No |Xaa | Xaa | Xaa
Val

Xaa = cualquier residuo de aminoacido

hidrofobico = Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, ademas de Tyr
| = sitio de corte

* Tomado de Sigma, 2015

2.4.1 Propiedades, estructura y caracteristicas de la papaina.

La papaina (Figura 8) Es una proteina globular con una masa molecular de
23,406 Da y consiste de 212 residuos de aminoacidos con 3 puentes disulfuro y
con residuos cataliticamente importantes GIn 19, Cys 25, His 158 y His 159 ( Michel
et al., 1970; Robert et al., 1974; Tsuge et al., 1999). La papaina es una cisteina
hidrolasa que es estable y activa bajo un amplio rango de condiciones de pH. Es
muy estable incluso a temperaturas elevadas (Cohen et al, 1986). Es una enzima
resistente a altas concentraciones de agentes desnaturalizantes, por ejemplo, urea

8 M o solventes organicos como etanol al 70%. El pH 6ptimo para la actividad de la
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papaina esta en el rango de 3.0-9.0, la cual varia con diferentes sustratos (Edwin
and Jagannadham, 2000; Ghosh, 2005).

Figura 8.- Representacion de listdn de la estructura de la papaina (Amri et al.,
2012).

La proteina es estabilizada por tres puentes disulfuro y su estructura
tridimensional consiste de dos dominios estructurales con una hendidura entre
ambas. Esta hendidura contiene al sitio activo, el cual contiene la diada catalitica
que ha sido comparada con la triada catalitica de la quimotripsina. La diada

catalitica consiste de los aminoacidos cisteina-25 e histidina-159 (Amri et al., 2012).

2.4.2 Mecanismo del funcionamiento de la papaina

El mecanismo por el cual la papaina realiza la catalisis es a través de la
cisteina-25 del sitio activo que ataca el carbono del carbonilo en la cadena principal
del polipéptido dejando libre el extremo terminal amino. La ruptura de enlaces
peptidicos implica la desprotonacion de Cys-25 por His-159. La Asp-175 ayuda a
orientar el anillo imidazol de la His-159 para permitir que la desprotonacion se lleve

a cabo. Aunque lejos dentro de la cadena, estos tres aminoacidos estan en estrecha
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proximidad debido al plegado. La Cys-25, a continuacion, realiza un ataque
nucleodfilo sobre el carbonilo de carbono de un esqueleto peptidico (Menard et al.,
1990; Tsuge et al., 1999). En el sitio activo de la papaina, Cys -25 y His-159 se cree
que son cataliticamente activos como par ionico tiolato-imidazolio. La papaina
puede ser inhibida por peptidil o no peptidil N-nitrosoanilinas (Guo et al., 1998). La
inactivacion se debe a la formacion de un enlace estable S-NO en el sitio activo (S-

nitroso-Cys?®) de la papaina (Xian et al., 2000; Amri et al., 2012).

2.4.3 Usos de la papaina

Los usos de la papaina son los siguientes:

1. Para tratar las alergias asociadas con sindrome de intestino irritable e
hipoclorhidria (insuficiencia el acido del estdmago) (Mansfield et al., 1985;
Amri et al., 2012)

2. Por su efecto analgésico significativo y actividad anti-inflamatoria contra
sintomas de la sinusitis alérgica aguda como dolor de cabeza y dolor de
muelas sin efectos secundarios (Mansfield et al., 1985; Amri et al., 2012).

3. Como proteasa en ablandadores de carne (Khanna et al, 2007; Amri et al.,
2012).

4. En el tratamiento contra la dispepsia y otros trastornos digestivos y

trastornos del tracto gastrointestinal (Huet et al., 2006, Amri et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si el hidrolizado con papaina de globulinas de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) presenta actividad citotoxica in vitro frente a lineas celulares

neoplasicas.

3.2 Objetivos Particulares

- Hidrolizar las proteinas de la semilla de amaranto con papaina.
- Fraccionar los oligopéptidos del hidrolizado de las proteinas de amaranto
mediante la técnica de ultrafiltracion.

- Evaluar la influencia de cada fraccion del hidrolizado en la viabilidad celular.

- Evaluar la influencia el tiempo de exposicion de cada fraccién de hidrolizado
en la viabilidad de lineas celulares neoplasicas (Ca Ski, Hep G2 , MCF7 y en

la linea celular VERO como control negativo).
- Evaluar la influencia de la concentracion de cada fraccion de hidrolizado en

la viabilidad de lineas celulares neoplasicas (Ca Ski, Hep G2, MCF7 y en la

linea celular VERO como control negativo).
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4 HIPOTESIS
En el hidrolizado de las semillas de la especie mexicana Amaranthus
hypochondriacus puede haber oligopéptidos con actividad citotoxica frente a lineas

celulares neoplasicas.
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5 JUSTIFICACION

A nivel mundial, el cancer es una de las principales causas de mortalidad.
En México, la tercera causa de muerte para ambos sexos son los tumores malignos,
después de las enfermedades del corazon y la diabetes mellitus (INEGI, 2012). En
México, las principales causas de muerte al afio por cancer en las mujeres
corresponden al cancer de mama y a cancer cervicouterino (CaCU). El INEGI
reportd que de todas las muertes por cancer en 2010, el tercer lugar fue debido a

cancer hepatico.

Los expertos de la FAO/OMS en dieta, nutricion y prevencion de
enfermedades cronicas, reconocen que el crecimiento epidémico de enfermedades
cronicas que afligen tanto a los paises en desarrollo como a los paises
desarrollados, estan relacionados con cambios en la dieta y el estilo de vida, por lo
que actualmente se estan encaminando las investigaciones hacia el desarrollo de
alimentos funcionales que proporcionen un efecto benéfico a la salud mas alla de
sus nutrientes (Robles, 2010). Uno de estos alimentos es el amaranto que tiene
potencial para combatir estas enfermedades por su alto contenido de nutrientes y
sus proteinas. Ademas, poco se ha investigado acerca del efecto de los
oligopéptidos y péptidos producidos por la hidrolisis enzimatica de globulinas de
amaranto y su posible actividad citotéxica en las lineas celulares de cancer Ca Ski
(CaCU), HepG2 (hepatocarcinoma), MCF7 (cancer de mama) y en la linea celular
VERO (células epiteliales de rindn de mono verde) como control negativo de
células. Se decidié probar el efecto de las fracciones del hidrolizado obtenidas por
ultrafiltracién en estas células considerando que diferentes lineas de cancer pueden

tener diferente sensibilidad a los agentes terapéuticos.
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6 METODOLOGIA

Semilla de amaranto

l 1) Lavado
— 2) Reventado
Elaboracion de »| 3) Molienda
bebida de amaranto 4) Disolucién en agua
5) Filtracion

l

Bebida de

Amaranto

v
Hidrolisis con papaina

Hidrolizado

l

Fraccionamiento por
ultrafiltracion

A 4 A 4
Fraccion A (< Fraccion B (>1KDa
1KDa) y <10KDa)

Liofilizado r Liofilizado

Cultivo celular Determinacion de
HepG2, Ca Ski, |, | citotoxicidad (Rojo
MCF7, VERO Neutro

Figura 9. Metodologia general de investigacién
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6.1 Proceso de obtencién de la bebida de amaranto

El proceso de elaboracion de la bebida de amaranto o “leche de amaranto”
se realizé de acuerdo a la patente registrada con nombre “Producto de amaranto
nutritivo, su proceso de elaboracion y su uso en la alimentacion de individuos sanos
y/o pacientes con algun tipo de desorden metabolico” del Dr. Manuel Soriano

Garcia que consiste de las siguientes etapas:

1. Se seleccionaron las semillas enteras o completas de acuerdo con su
contenido interno solido y una apariencia uniforme de color amarillo. El
proceso de seleccion de la semilla se hizo por inspeccion visual mediante el
rompimiento de la semilla en un mortero de porcelana. La semilla que se

selecciona debe tener un contenido completo y sdlido.

2. Se limpiaron las semillas para eliminar la cascarilla, la semilla de color negro,
las particulas de polvo y pequefos trozos de tallo. Las semillas de color
negro son de las especies de amaranto silvestre. La limpieza de las semillas
se hizo a través de diferentes tamices que permiten obtener una semilla

limpia de color amarillo.

3. Se lavaron las semillas con agua durante 5 minutos en un chorro de agua.
El agua ha sido previamente tratada por varios filtros que contienen carbon
activado para eliminar las particulas de polvo, cloro, y finalmente un
tratamiento con luz ultravioleta empleando un equipo manual y comercial

para la eliminacion de microorganismos.

4. Se secaron las semillas empleando una fuente de aire caliente.

5. Se reventaron las semillas y se realizé la molienda de la semilla reventada.

El tiempo de molienda varié entre 5 a 9 minutos, preferentemente 7 minutos.

El equipo de molienda es un producto comercial que tiene un sistema de
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cuchillas y el motor de 100 a 500 vatios, preferentemente de 150 vatios que
evita el sobrecalentamiento del molino. Se dejo reposar por un periodo de

tiempo entre 10 y 15 minutos, y a una temperatura de 20 °C.

Se agrego agua que ha sido previamente tratada en una proporcion de 10 a
15 partes en volumen por una parte en peso de semillas. Preferentemente
se emplearon 10 partes en volumen por una parte en peso de semillas. Se

agito la suspension obtenida por unos 30 minutos.

Se filtrd la suspension para recuperar la proteina soluble en solucién acuosa,
lipidos que forman la suspension y carbohidratos solubles, eliminando de
esta manera los carbohidratos no solubles tales como los almidones, lipidos,
proteinas no solubles en disolucion acuosa y la fibra con el fin de separar la
bebida de amaranto de los almidones insolubles y fibra. El proceso de filtrado
puede ser mediante el uso de una tela de franela, de tejido fino generalmente
de lana cardada, perchado y ligeramente batanado, y el efecto de gravedad
o empleando equipo de filtracion industrial de prensa u otro tipo de filtracién

de suspensiones de uso industrial. Preferentemente se usa la tela de franela.

Se ajustd el volumen de la solucién a la concentracion de proteina deseada
que varia desde 3 a 20 % de proteina, a una concentracién de proteina del
13% empleando agua, la concentracion de proteina se determind por el

meétodo del acido bicinconinico.

Se agitdé la suspension para homogenizar su contenido durante 10-20
minutos preferentemente 15 minutos con agitador de madera. En el proceso
de homogenizacion se reduce en tamafio los glébulos de grasa y se induce
el proceso de asociacion no covalente de los glébulos de grasa pequeios y
las proteinas solubles obteniéndose una bebida con apariencia similar a la
leche de vaca, ya que las proteinas y lipidos por separado en presencia de

agua forman dispersiones coloidales y emulsiones, respectivamente.
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Asimismo, la molienda de las semillas remojadas permiti6 obtener una
dispersion adecuada de los azucares solubles, de los cationes y aniones y
las vitaminas hidrosolubles. De esta manera se obtuvo una bebida o leche
de amaranto.

10. Se determind la cantidad de proteina en la bebida de amaranto empleando

los procedimientos: método del acido bicinconinico (ANEXO 1).

6.2 Obtencién del hidrolizado

A partir de la bebida de amaranto (Amaranthus hypochondriacus), se llevo a
cabo la hidrolisis enzimatica utilizando la enzima papaina (Papaina de Carica
papaya, de Sigma-Aldrich) en una concentracién de enzima de 0.05% con respecto
al volumen del hidrolizado. Se dejo agitando a una temperatura de 37°C en continua
agitacion durante 18 horas. Se colectaron muestras cada hora para analizar el
proceso de hidrdlisis. La hidrolisis se detiene enfriando el recipiente con hielo. Una
vez obtenido el tiempo 6ptimo de hidrélisis, se procedid a realizar la purificacion
subsecuente de los oligopéptidos generados en el hidrolizado, se centrifugd a 4000
rom a 4°C para quitar almidones residuales provenientes del extracto de la semilla
de amaranto. El sobrenadante fue colectado en frio y se ajusté el pH a 9 con NaOH
0.1 N para precipitar el almidon, se dejé reposar a 4°C durante 1 hora y se centrifugd
a 14000 rpm durante 30 minutos, se colect6 el sobrenadante (Medina et al., 1990;
Martinez et al., 1996; Condés et al., 2009).

6.3 Andlisis electroforético

El analisis electroforético del hidrolizado y de la disolucién de globulinas se
realizé con geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo a la
metodologia descrita por Laemmli (1970).

Se empled un equipo de electroforesis modelo Mini-PROTEAN Il Cell de
Bio-Rad. Los geles se hicieron al 12 % de poliacrilamida. Se utilizé un kit estandar
de marcadores de peso molecular (Sigma Market Low Range), que incluye las
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siguientes proteinas: albumina sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina de huevo de
pollo (45 kDa), gliceraldehido — 3 — fosfato deshidrogenasa de musculo de conejo
(36 kDa), anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos ( 29 kDa), tripsindbgeno de
pancreas bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina de soya (20 kDa), a-lactoalbumina
de leche bovina (14.2 kDa), aprotinina de pulmones bovinos ( 6.5 kDa). El gel fue

tenido en azul brillante de Comassie R-250.

6.4 Fraccionamiento del hidrolizado

Para fraccionar el hidrolizado con base en el peso molecular se utilizé el
sistema de ultrafiltracion Amicon® (Millipore) usando una membrana de 10 KDa
para separar los fragmentos proteicos de alto peso molecular asi como la enzima
papaina. Se colectd el filtrado y éste se pasé nuevamente por una membrana de
ultrafiltracién de 1 KDa, recuperando el sobrenadante retenido en el sistema. Una
vez concentrado el hidrolizado se ajusté al pH inicial (7.0) diluyendo en solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.0 y concentrando nuevamente en membrana de
1KDa. En este estudio se denominara fraccion A a la fraccion de péptidos que
atraveso la membrana de 1KDa y fraccion B a la fraccion del hidrolizado que
atraveso la membrana de 10KDa y se retuvo con la de 1KDa. Ambas fracciones se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro Millipore de 0.22. El concentrado de

péptidos fue cuantificado mediante el método de acido bicinconinico (ANEXO 1)

6.5 Cultivo celular

Los cultivos celulares y los ensayos de citotoxicidad fueron realizados en el

laboratorio de enzimologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN.

Se descongelaron y cultivaron diferentes lineas celulares neoplasicas: MCF-
7 (Adenocarcinoma de glandula mamaria), Ca Ski (carcinoma cervicouterino, VPH
16), HEP G2 (hepatocarcinoma) y una linea celular control Vero (células epiteliales

de rindn de mono verde). Se cultivaron en DMEM (por sus siglas en inglés
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Dulbecco's Modified Eagle Medium) conteniendo 0.1 mg/ml de estreptomicina, 100
U/ml de penicilina y suplementado con 7% de suero fetal bovino (SFB). Los cultivos

fueron mantenidos en 5% CO2 a 37°C en la incubadora.

6.5.1 Montado de placas y exposicion del hidrolizado

Una vez que se obtuvo el 80% de confluencia, se sembraron 1x10* células
en micro placas de 96 pozos con medio DMEM (medio Eagle modificado de
Dulbecco) adicionado de 7% de SFB (suero fetal de bovino) y 1% de antibidtico, y
se incubaron a 37°C y 5% de COz2 por 24h. Pasado este tiempo, las células se
expusieron a las concentraciones que se muestran en la tabla 7 para ambas
fracciones de hidrolizado durante 24, 48 y 72h a 37°C. Los ensayos se realizaron

por cuadruplicado y se compararon con un control sin tratamiento y un testigo.

Tabla 7. Diseno experimental para los ensayos de citotoxicidad

LINEAS 24h 48h 72h
CELULARES

Vero (control Exposicién al hidrolizado (ppm)

negativo)
Ca Ski 10, 100,1000,5000,10000,20000
HepG2
MCF-7

Posteriormente se determind la viabilidad mediante el método de rojo neutro

(reactivo de Sigma Aldrich).
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6.5.2 Método de Rojo Neutro

Se elimind el medio de los pozos (desde el testigo) y se agregaron 100 pl de
solucién de rojo neutro (50 ug/ml en DMEM). La microplaca se incubo a 37°C
durante 3 h y después se retird el rojo neutro. Entonces se agregaron 100 pl de
solucién formolcalcio (0.5% de formaldehido, 1.0% de CaCl2) y se retiraron
inmediatamente. Posteriormente, se agregaron 100 uyl de una disolucion acético-
etanol (1% acido acético, 50% etanol) a cada pozo y se agité la placa durante 15
min. La solucion colorida de cada pozo fue transferida a una microplaca de 96 pozos
vacia y se leyo en un lector de placas a 540 nm (Ramoén, 2006; Robles-Ramirez,
2010).

La absorbancia a 540 nm indica la cantidad de Rojo Neutro incorporado por
las células por endocitosis y es directamente proporcional a la viabilidad celular. El
porcentaje de células viables en la poblacién celular a cada una de las diferentes

dosis de los oligopéptidos ensayados, se calcul6 por medio de la formula siguiente:

R Absorbancia promedio de células tratadas
% de Viabilidad = - - - X 100
absorbancia promedio de las células control

6.6 Andlisis estadistico.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa Excel®. Los
datos se trataron por un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores con varias
muestras por grupo. La significancia de las medias se determind por el método de
comparacion de medias usando la prueba de Tukey. Se muestra el valor aceptado
de p (probabilidad) es <0.05. Los resultados se presentan como la media * error

estandar de la media.
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7 RESULTADOS
7.1 Prediccién de hidrdlisis de la globulina 11s del amaranto con la papaina

La prediccion de los sitios de corte de la papaina se realiz6 manualmente
debido a que programas disponibles para realizar una hidrdlisis in silico no tienen

en su base de datos la informacion acerca de la papaina.

En la figura 10 se presenta la secuencia de la globulina 11 s de Amaranthus
hypochondriacus (codigo Uniprot Q38712) mostrando en color rojo los residuos en

los que preferencialmente estan implicados en la hidrdlisis con papaina.

Figura 10. Prediccion de la hidrdlisis con papaina en la secuencia de la globulina
11s de Amaranthus hypochondriacus. Los aminoacidos en rojo representan los

sitios de corte de la papaina.
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La papaina corta preferencialmente en residuos de arginina o lisina
adyacentes a residuos hidrofébicos (Choe et al., 2006; Sigma, 2015). La globulina

11s contiene arginina y lisina, sin embargo es mayor el contenido del primero.
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Tedricamente se generan 17 fragmentos o cortes de diferentes pesos moleculares
siendo el menor, un tripéptido y la fraccion mas grande contiene 17 residuos.
Ademas, de los fragmentos tedricos ninguno corresponde o tiene similitud con la

secuencia de la lunasina.

En el amaranto, especificamente, en A. hypochondriacus, la globulina 11s
es la mas estudiada, y ésta es la razén por la que se presenta como ejemplo de
hidrdlisis con papaina, sin embargo en la bebida existen mas proteinas como
albuminas, globulinas 7s y 11s asi como la globulina-P como principales fracciones
(Martinez et al., 1996; Condés et al., 2009) las cuales en la hidrolisis pueden formar
nuevos peptidos. Hasta el momento no hay antecedentes que muestren que se
haya estudiado la hidrolisis de éstas globulinas en la busqueda de péptidos con

actividad citotdxica en lineas celulares de cancer.

7.2 Andlisis electroforético

Al analizar el perfil electroforético (Figura 11); se observa que el hidrolizado
y el extracto de globulinas tienen diferentes patrones de bandas siendo el extracto
el que tiene mas. Esto muestra que la adicion de la papaina y las condiciones de
hidrolisis (tiempo, temperatura, agitacion) fueron satisfactorias para la digestion de
proteinas del extracto. Se muestran tres bandas en el hidrolizado mientras que en
el extracto se muestran 10 bandas siendo la mas intensa aproximadamente en 36
KDa. Las bandas del hidrolizado corresponden a pesos aproximadamente de 14
kDa y menores a 6.5 KDa. El perfil electroforético del hidrolizado de amaranto
muestra la degradacion de las fracciones del extracto de globulinas de pesos

moleculares superiores a 20 kDa.
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Figura 11. Perfil electroforético del extracto de globulinas y del hidrolizado. Gel de
electroforesis al 15% de acrilamida. Donde A= Marcador de peso molecular (Sigma
Market Low Range). B= Hidrolizado de globulinas de amaranto y C= Disolucion de
globulinas de amaranto sin hidrolizar

7.3 Ensayos de citoxicidad

Los resultados de citotoxicidad se obtuvieron por medio del ensayo de
captacion de rojo neutro que proporciona una estimacion cuantitativa del niumero
de células viables en un cultivo. Es una de las pruebas de citotoxicidad mas
utilizadas en muchas aplicaciones biomédicas y ambientales. El ensayo se basa en
la capacidad de células viables para incorporar y enlazar el colorante rojo neutro
supravital en los lisosomas. La mayoria de las células primarias y lineas celulares
de origen diverso puede emplearse con éxito. Este procedimiento es mas barato y
mas sensible que otros ensayos de citotoxicidad (sales de tetrazolio, fuga de
enzimas o contenido de proteina). Una vez que las células han sido tratadas, el
ensayo puede completarse en menos de 3 horas (Babich y Borenfrend, 1991).
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7.3.1 Efecto del tamafio del péptido en la viabilidad celular

En las tablas 8 y 9 se muestra la viabilidad (de acuerdo con el método de
rojo neutro) de cada linea celular expuesta a diferentes concentraciones de las
fracciones Ay B del hidrolizado de globulina de amaranto. Se observa que el efecto
es estadisticamente diferente en todas las lineas celulares, lo que sugiere que la

sensibilidad de todas las lineas celulares utilizadas en este estudio fue diferente.

En general, los fragmentos de menor peso molecular (fraccién A) afectaron
la viabilidad de células en mayor medida que la fraccidon mayor (fraccién B). Asi
mismo, conforme aumenta la concentracion de cada fraccion, disminuye la
viabilidad celular. Tanto en la fraccion A como la B, la linea celular que fue

mayormente afectada fue la linea celular Ca Ski de cancer cérvico uterino.

Para la fraccion A, disminuyd significativamente (con una probabilidad del
0.05%) a partir de una concentracién de 10 ppm el porcentaje de viabilidad en las
células Ca Ski disminuyendo un 44% y a 100ppm se mostré una disminucion de
casi el 80%. Cabe resaltar que en la linea de células VERO (control negativo) no
hubo una disminuciéon significativa de la viabilidad en el intervalo de
concentraciones de 10 a 1000ppm, fue significativo el cambio a concentraciones de
5000 ppm y mayores mostrando una selectividad para la linea celular Ca Ski. En la
fraccion B el comportamiento fue diferente. En éste caso la disminucién en la
viabilidad fue significativa a partir de una concentracion de 10 ppm sin embargo
aumenté a 85% en 100 ppm. En concentraciones de 5000 ppm y mayores

disminuyé nuevamente 98%.
En las células HepG2 disminuyd 19 % a una concentracion de 1000 ppm en

la fraccion A, mientras que en la fraccion B fue significativa la disminucion a partir

de 10 ppm disminuyendo un 87%.
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De las lineas celulares neoplasicas, las células MCF7 mostraron una mayor
resistencia a la fraccidén A, ya que hubo una disminucidn significativa en 10000 ppm
del 45%. Sin embargo, las células VERO fueron mas resistentes a los péptidos ya
que a una concentracion de 20000 ppm hubo una disminucion del 62 % mientras
que las MCF7 disminuyeron un 97 %. Los resultados con la fraccion B muestran

que la disminucién la viabilidad de células fue significativa en 10000ppm del 87%

La linea celular VERO mostré diferencias para cada fraccion ya que fue
significativa la disminucion a partir de 5000 ppm en la fraccién A mientras que en la

fraccion B fue a partir de 10 ppm, disminuyendo un 24%.

En la linea celular VERO y MCF7 se observa que a las concentraciones
bajas de péptidos se obtiene una viabilidad mayor que en las células testigo las
cuales no estuvieron expuestas a péptidos de amaranto, esto sucede a
concentraciones de 10 y 100 ppm de la fracciéon A en células VERO y de 100 a
5000 ppm de ambas fracciones en las células MCF7. Para ambas lineas celulares
concentraciones altas de hidrolizado (10000 y 20000 ppm) provoca la muerte. La
adiciéon de péptidos al medio de cultivo de las células constituye un suplemento de
fuentes de nitrégeno, aminoacidos, péptidos y vitaminas que podrian ser usadas
por las células, previamente esto fue observado en modelos de dano celular
gastrointestinal (Fitzgerald et al., 2005; Picot et al., 2006).
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad celular de cada linea celular en funcion de la

concentracion de fraccion A
% de viabilidad celular (Fraccién A)

Concentracion (ppm)

TESTIGO 10 100 1000 5000 10000
VERO 100 + 3.2 105+23 103+22 99+38 77+30 6229
MCF7 100 + 2.7 9+3.7 101+£32 10747 113+50 55%29
Ca Ski 100 +5.2 66+105 21+58 1921 19+6.2 23+%59

Hep G2 100 +4.9 9+48 100+34 81%7.1 9+16 3+0.7

20000
38+1.8
3+1.6
10+ 3.3
711

Tabla 9. Porcentaje de viabilidad celular de cada linea celular en funcion de la

concentracion de fraccion B
% de viabilidad celular (Fraccion B)
Concentracion (ppm)
TESTIGO 10 100 1000 5000 10000
Vero 100+0.8 76+28 7852 76+44 11+08 5+0.8
MCF7 100+£3.5 100+14 111+29 117+08 99+34 13133
Ca Ski 100+89 58+6.3 85+94 24+18 227 2+33
Hep G2 100+96 79+65 8057 75+65 1+0.3 316

Estudios realizados por Kannan et al.(2008) muestran que en el

20000
4+12
5+1.9
2+24
4+0.8

hidrolizado de salvado de arroz con alcalasa, aumenta la citotoxicidad en la linea

celular HepG2 conforme disminuye el peso molecular de las fracciones peptidicas
ya que la fraccion de 5-10 KDa tuvo valores de citotoxicidad del 60% mientras que

la menor a 5KDa fue mayor a 80%.
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7.3.2 Efecto combinado del tiempo de exposicidén y concentracién de los
péptidos en la viabilidad celular

En las figuras 12 a la 19 se presenta el efecto de la concentraciéon de la
fraccion de hidrolizado, asi como del tiempo de exposicidén del péptido en las células
Ca SKi, HepG2, MCF 7 y VERO. Como en el caso anterior, se muestra que la
viabilidad es diferente para cada fraccion. En general, cuando ambas fracciones se
expusieron por mas de 24 horas, hubo una disminucién en la viabilidad con
concentraciones menores mostrando que hay una interaccién entre el tiempo de
exposicidon y la concentracion. Esto se comprueba con el analisis de varianza en la

cual se muestra que hay diferencia significativa entre la interaccion de factores.

7.3.2.1 Efecto del tiempo de exposicion y concentracién de los péptidos en la
viabilidad celular de la linea Ca Ski

En la figura 12 se muestra el efecto de la Fraccion A en la linea celular Ca
Ski. En este caso, desde las primeras 24 horas de exposicion la disminucion de
viabilidad fue significativa a partir de la concentracién mas baja (10 ppm) y conforme
aumenta la concentracion disminuyd aun mas hasta alcanzar valores de viabilidad

negativos en 5000ppm, 10000 y 20000 ppm cuyas cifras son de -2, -4 'y -6%.

Ahora bien, a las 48 y 72 horas se inhibi6 aun mas el crecimiento de las
células que a las 24 horas. A las 48 horas en una concentracién de 1000 ppm hubo
una viabilidad del 8 %, 10 veces menor que a las 24 h. Esta informacion sugiere
que la disminucién de la viabilidad celular es dependiente del tiempo de exposicidon
en la linea celular Ca Ski. Al igual que a las 24 h, los valores de viabilidad fueron

negativos en concentraciones superiores a 5000ppm.

A las 72 h de exposicion se alcanz6é el mayor efecto inhibitorio. A la
concentracion de 10 ppm hubo una disminucion del 34% mientras que a 24 y 48

horas la disminucién fue del 5% y 8% respectivamente. A partir de la concentracién
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de 100 ppm, hubo una disminucion del 80% y este valor se mantuvo constante en
1000, 5000 y 10000 ppm. En 20000ppm disminuyé 90%. Se observa que no se
llegaron a valores negativos tal como sucedié en 24 y 48 h, posiblemente debido a

que las células se adaptaron al medio de cultivo con los péptidos de la fraccion A.
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Figura 12. Efecto de la concentracion y del tiempo de exposicion en la viabilidad

de la linea celular Ca Ski en la fraccion A

En la figura 13 se muestra el efecto de la Fraccion B en la linea celular Ca
Ski. En este caso también se observa que la viabilidad de las células es
dependiente de la concentracién y del tiempo de exposicién de la fraccion B. A las
24h se muestra que en 10 ppm hubo una viabilidad del 56 sin embargo, en 100 y
1000 ppm aumento ya que se obtuvieron valores de 83 y 78% respectivamente. En
5000 ppm volvio a disminuir a 43% y en 10000 y 20000 ppm hubo valores menores
al 10%. Con esta fraccion no se obtuvieron valores negativos tal como ocurrié con
la fraccién A.

A las 48 horas no hubo diferencia significativa entre 10, 100 y 1000 ppm ya

que en promedio disminuyd un 20%. A partir de 5000 ppm hubo una disminucion

considerable mayor del 90%.
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A las 72 horas se observa el mismo caso que a las 24 h ya que en 10 ppm
hubo una menor viabilidad que a 100 ppm. En 1000 ppm disminuyé nuevamente
un 86% y en concentraciones superiores hubo una inhibicion mayor al 98%. En

ningun caso se obtuvieron valores negativos.
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Figura 13. Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular Ca Ski en la fraccion B

Hasta el momento, no hay antecedentes en los que se haya probado el
efecto de algun péptido o proteina de origen alimentario en la viabilidad de células
Ca Ski, sin embargo la base de datos CancerPPD
(http://crdd.osdd.net/raghava/cancerppd/info.php) reporta hasta el momento 18
entradas en esta linea celular las cuales en su mayoria provienen de péptidos
derivados de la superficie del parasito Toxoplasma gondii y del antigeno secretado
Mycobacterium tuberculosis (MPT63) cuyos valores maximos de citotoxicidad
fueron de 20% y 55% respectivamente.

Estudios realizados por Robles-Ramirez et al., (2009) muestran que el
hidrolizado de proteina de semilla de soya germinada tuvo actividad citotoxica en

la linea celular HelLa (cancer cervicouterino).
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7.3.2.2 Efecto del tiempo de exposicion y concentracion de los péptidos en
la viabilidad celular de la linea Hep G2

En la figura 14 se muestra el efecto de la Fraccion A en la linea Hep G2. En
este caso, a las 24 horas de exposicion la disminucién de viabilidad fue significativa
a partir de 5000 ppm ya que hubo una disminucion del 22% y a 10000 y 20000 ppm
hubo una disminucion del 52 y 85% respectivamente.

Ahora bien, a las 48 y 72 horas disminuy® la viabilidad a partir de 1000 ppm,
lo que sugiere que el tiempo de exposicion influye en la viabilidad de las células
HepG2. Conforme aumenta la concentracion, la viabilidad disminuye
considerablemente ya que a las 48 y 72 a una concentracion de 5000 ppm la
viabilidad es de 10 y 9% respectivamente, indicando que no hubo diferencia
significativa entre ambos tiempos. Comparando estos valores con los de 24 hubo

una disminucion en la viabilidad de casi 8 veces a esa misma concentracion.

A 10000 ppm a 24 horas la disminucion es del 52% mientras que a 48 y 72
h es mayor al 95% .
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Figura 14. Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular Hep G2 en la fraccion A.

49



En la figura 15 se muestra el efecto de la Fraccion B en la linea Hep G2. En
este caso, a las 24 horas de exposicion el cambio en la viabilidad fue significativo
a partir de 1000 ppm ya que hubo una disminucion del 17% y conforme aumenté la

concentracion el cambio fue mayor ya que en 5000 y 10000 ppm hubo valores de
inhibicion del 26 y 61% respectivamente.

A las 48 horas de exposicion, la disminucién de viabilidad fue significativa
a partir de 1000 ppm igual que a las 24 horas. Asimismo en 5000 y 10000 ppm hubo
una disminucién del 88 y 97% respectivamente.

A las 72 horas la disminucion fue a partir de 10 ppm con un valor del 22% y
fue constante hasta 5000 ppm donde disminuyo la viabilidad un 99% al igual que

con la fraccion A, el tiempo de exposicion influye en la viabilidad.
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Figura 15 Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular Hep G2 en la fraccion B
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En estudios realizados por Li et al. (2013) se muestra que en hidrolizados de
proteina de maiz con alcalasa disminuye la viabilidad de células conforme aumenta
el tiempo de exposicion. A las 72 horas y una concentracion de 5120 ppm, hubo
una disminucién casi del 50% en células Hep G2 siendo menor que con el

amaranto.

En la base de datos CancerPPD hasta el momento se han hallado 6 entradas
para esta linea celular, de las cuales 4 corresponden a péptidos antimicrobianos de
la familia de las temporinas, en donde el maximo valor de fue de 50% a una

concentracion de 50 ug/mL y 24 horas de exposicion.

7.3.2.3 Efecto del tiempo de exposicion y concentracion de los péptidos en

la viabilidad celular de la linea celular MCF7

En la figura 16 se muestra el efecto de la Fraccion A en la linea MCF7. En
este caso, a las 24 horas de exposicion la disminucion de viabilidad fue significativa
a partir de 100 ppm, ya que fue del 11% y conforme aumentaba la concentracién

alcanzdé una disminucién del 77% con una concentracion de 20000 ppm.

A las 48 horas de exposicion, la disminucién de viabilidad fue significativa
a partir de 5000 ppm con un valor del 13% y a 10000 y 20000 ppm fueron de 66 y

95% respectivamente.

A las 72 horas a una concentracion de 1000 ppm hubo un aumento en la
viabilidad del 8% y del 13% en 5000 lo que posiblemente sugiere que la fraccion A
del hidrolizado promovido el crecimiento celular a estas concentraciones. Sin
embargo, a las concentraciones de 10000 y 20000 ppm disminuyo

considerablemente la viabilidad 46 y 97% respectivamente.
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Figura 16 Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular MCF7 en la fraccién A

En la figura 17 se muestra el efecto de la Fraccion B en la linea MCF7. En
este caso, a las 24 horas de exposicion la disminucion de viabilidad fue significativa
a partir de 100 ppm ya que fue del 7% y se mantuvo constante ya que no tuvo

diferencia significativa entre este valory a 1000 y 5000ppm. A 10000 y 20000 ppm
los valores fueron 50 y 91% respectivamente.

A las 48 horas de exposicion, al igual que en la fraccion A, la disminucién
de viabilidad fue significativa a partir de 5000 ppm ya que fue del 20% y a 10000 y
20000 ppm fue del 82 y 93% respectivamente.

A las 72 horas hubo un aumento en la viabilidad a una concentracion de 100
y 1000 ppm del 8% y del 20% respectivamente y disminuyo la viabilidad en
5000ppm y concentraciones mayores. Estos resultados sugieren que, al igual que

en la fraccion A, los péptidos promovieron el crecimiento celular en el intervalo
medio de las concentraciones en estudio.
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Figura 17. Efecto de la concentracion y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular MCF7 en la fraccion B

Existen estudios realizados por Picot et al., (2006) realizaron ensayos
células MCF7 en donde prueban hidrolizados de proteinas de pescado con una
mezcla de enzimas (Protamex®- alcalasa)en concentraciones de 1000 ppm hay
inhibicion de crecimiento de hasta 26% en proteina de bacaladilla y en proteina de
bacalao de hasta 40% a las 72 h de exposicion.

Asimismo, existen estudios realizados por Hsu et al., (2011) donde aislaron
2 péptidos largos (Leu-Pro-His-Val-Leu-Thr-Pro-Glu-Ala-Gly-Ala-Thr y Pro-Thr-Ala-
Glu-Gly-Gly-Val-Tyr-Met-Val-Thr) del hidrolizado de proteinas de atun con papaina
y proteasa XXl que mostraron actividad antiproliferativa de forma dosis
dependiente contra la linea celular MCF7, con una ICs0 de 8.1 y 8.8 mM

respectivamente.
De todas las lineas celulares utilizadas en este estudio, la linea MCF 7 fue

la que tuvo el mayor numero de entradas en la base de datos CancerPPD con 237.

El péptido que tuvo mayor actividad fue el obtenido de la secrecion de piel de Rana
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chensinensis el cual ocasioné que las células tuvieran un valor de porcentaje de

viabilidad celular del 61% a un tiempo de exposicién de una hora.

7.3.2.4 Efecto del tiempo de exposicion y concentracion de los péptidos en

la viabilidad celular de la linea celular VERO

El objetivo de todas las terapias contra el cancer es prevenir la proliferacion
y destruir a las células cancerosas logrando un resultado efectivo con el minimo de
efectos colaterales (Robles, 2010). De aqui que sea tan importante evaluar el efecto
de los hidrolizados de proteina de soya sobre células no cancerosas. Esta prueba

se realizd sobre células epiteliales de riidn de mono verde (VERO).

En lafigura 18 se muestra el efecto de la Fraccidon A en la linea celular VERO.
En este caso, a las 24 horas de exposicion la disminucion de viabilidad fue
significativa a partir de 5000 ppm ya que fue del 12%. A 10000 y 20000 ppm

disminuyé 32 y 48% respectivamente.

A las 48h de exposicion, al igual que en la fraccion A, la disminucion de
viabilidad fue significativa a partir de 100 ppm con un valor del 91% y a 20000 ppm

disminuyé un 60%

Alas 72 h hubo un aumento en la viabilidad a una concentracion de 100 ppm
del 8% vy la viabilidad se mantuvo a 100% y 1000ppm. Este valor disminuyé
concentraciones mayores. Estos resultados sugieren que, al igual que en el caso
de la linea celular MCF7, los péptidos promovieron el crecimiento celular en el
intervalo medio de las concentraciones en estudio. Sin embargo, este efecto fue

mayor en MCF7.
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Figura 18 Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular VERO en la fraccion A

En lafigura 19 se muestra el efecto de la Fraccién B en la linea celular VERO.
En este caso, a las 24 horas de exposicion hubo un aumento en la viabilidad del
17% a 10 ppm, posteriormente disminuyé y fue significativa en 5000 ppm
disminuyendo un 8%. A 10000 disminuy6 76% y 20000 ppm fue minima.

A las 48 h también se observa un aumento en la viabilidad en las
concentraciones de 10 a 1000 ppm. A partir mayores de 5000 ppm comenzé a

disminuir considerablemente y fue menor que a las 24 h.

A las 72 h tuvo un efecto inhibitorio. En el intervalo de 10-1000ppm la
disminucién de la viabilidad se mantuvo constante. A las concentraciones de 5000,

10000 y 20000 hubo el mayor efecto ya que hubo valores de 10, 5% y 3% de
viabilidad respectivamente.

Comparando ambas fracciones, se observa que hubo una menor viabilidad

de células VERO con la fraccion B, ya que si se compara la concentracion de
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1000ppm y 72h de exposicion para ambas fracciones, en la fraccion A la viabilidad

es de 100% mientras que para la fraccion B hay un valor del 76%.

Las células Ca Skiy Hep G2 se vieron mayormente afectadas que las células
VERO al ser expuestas a la fraccion A. Las células cancerosas y normales de
mamifero tienen una serie de diferencias que pueden ser responsables de la
selectividad de algunos de los péptidos. Estas diferencias se basan en primer lugar
en la carga neta negativa que caracteriza a las membranas de las células malignas
(Schweizer, 2009). Moléculas anionicas tales como la fosfatidilserina (PS), mucinas
O-glicosiladas, gangliosidos sialilados y sulfato de heparina estan presentes en la
membrana de las células cancerosas, que les confiere una carga neta negativa que
contrasta con la membrana celular normal de los mamiferos, tipicamente de

naturaleza zwitterionica (Hoskin y Ramamoorthy, 2008; Schweizer, 2009).
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Figura 19 Efecto de la concentracién y del tiempo de exposicion en la viabilidad
de la linea celular VERO en la fraccién B

La mayoria de estudios en alimentos con péptidos con posible actividad
anticancerigena se ha enfocado en la Lunasina si similares a éste. En otros

estudios, se prefiere elevar la funcionalidad liberando secuencias encriptadas
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dentro de una proteina mediante hidrolisis. Esta observacion fue demostrada por
Barrio y Afion en 2010 ya que encontraron que la actividad antiproliferativa de
Amaranthus mantegazzianus fue el doble que la actividad del aislado proteico sin
hidrolizar. Sin embargo, hay estudios donde el hidrolizado tiene menor citotoxicidad
que la Lunasina pura debido a que los posibles péptidos con actividad no estan

purificados y por ende no tienen la misma concentracién que la Lunasina.
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8 CONCLUSIONES
Se obtuvieron péptidos producidos por la hidrdlisis de las proteinas de la
semilla de amaranto con las condiciones de 18 horas de incubacién a 37°C

con la enzima proteolitica papaina.

Los hidrolizados de las proteinas de la semilla de amaranto inhibieron el
crecimiento de células cancerosas Ca Ski, Hep G2 y MCF7 de manera
dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion. Ademas tuvo un

efecto minimo en células VERO (no cancerosas).

Alas 24,48y 72 h de exposicidon se observo una disminucién de la viabilidad
celular significativa de la linea celular neoplasica (Ca Ski), dependiente de
la concentracion de cada fraccion del hidrolizado. Se muestra que el mayor
efecto citotdxico se obtuvo a las 72 h. El efecto citotéxico de cada fraccion
de hidrolizado en cada linea celular fue diferente. La linea celular sobre la
que tuvo mayor actividad citotoxica fue la linea celular Ca Ski, seguida de la
linea HepG2 y la linea celular neoplasica que mostré mayor resistencia fue
la MCF7. Para la linea Ca Ski, la fraccion A (menor a 1KDa) mostré mayor
actividad que la fraccion B (mayor a 1KDa). La citotoxicidad fue mayor para

la fracciéon A (<1KDa) 10 veces.

La linea celular control (Vero) mostré disminucién de la viabilidad en un 60%
a una concentracion de 20000ppm del hidrolizado en la fraccion de péptidos

menor a 1 KDa.
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9 PERSPECTIVAS

Purificar la fraccion A de los péptidos del hidrolizado de las proteinas de
amaranto empleando técnicas de cromatografia de liquidos con

cromatografia de alta resolucién (HPLC).

Determinar la estructura del o los péptidos con actividad citotoxica.

Dilucidar el mecanismo de actividad anticancerigena de los oligopéptidos

obtenidos.

Los péptidos con actividad citotéxica “in vitro” podrian servir para posibles
estudios de citotoxicidad “in vivo” con la finalidad de desarrollar nuevos

farmacos para prevenir y coadyuvar en el tratamiento del cancer.
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11 ANEXOS
ANEXO 1. Determinacion de proteinas por el método de BCA

Preparacion de reactivo de trabajo para el calculo de proteinas por medio de BCA
Para la preparacién del reactivo de trabajo se tiene que llevar a cabo los siguientes
calculos:

Volumen total de reactivo de trabajo= (numero de estandares + muestras) x numero
de repeticiones x 200pl

Medicion de proteina soluble mediante el método de acido bicinconinico
Para la cuantificacion de proteina soluble por el método del acido bicinconinico, se
utilizé el kit de proteinas BCA de Pierce, numero 23225. Se realiz6 una curva patron
a partir de disoluciones de albumina bovina sérica (BSA).
Curva patrén:
El kit contiene ampolletas de albumina estandar con una concentracién de 2mg/mL

en 0.9% de solucion salina y 0.05% de azida de sodio, las cuales se diluyeron al

realizar la curva patrén para el procedimiento de microplacas, en un rango de
trabajo de 20-2000 ug/mL, de acuerdo a la tabla 10:

Tabla 10 Estandares para la curva de calibracion de Albumina para BCA

VIAL VOLUMEN DE VOLUMEN DE CONCENTRACION
DILUYENTE FUENTE DE BSA FINAL DE BSA

A 0 uL 300 pL de stock 2000 pg/mL
B 125 uL 375 uL de stock 1500 pg/mL
C 325 M 325 pL de stock 1000 pg/mL
D 175 uL 175 pL de stock 750 pyg/mL

E 325 uL 325 uL de stock 500 pg/mL

F 325 uL 325 pL de stock 250 pg/mL

G 325 uL 325 pL de stock 125 pg/mL

H 400 L 100 uL de stock 25 ug/mL

I 400 pL 0 L de stock blanco
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Reactivos

Reactivo A contiene: carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bisinconinico

y tartrato de sodio en Hidroxido de sodio 0.1 M

Reactivo B contiene: sulfato cuprico al 4%

Preparacion del reactivo de trabajo (WR)

1.

Se determind el volumen del reactivo del trabajo (WR), de acuerdo a la
siguiente férmula: (# de estandares + # de muestras)*(#de
réplicas)*(Volumen de WR por muestra)= volumen total de WR requerido
Nota: El volumen de WR requerido por muestra en este procedimiento es de
200 pL

El reactivo de trabajo WR se preparé mezclando 50 partes de A con una de

reactivo B (50:1, reactivo A:B)

PROCEDIMIENTO PARA MICROPLACAS.

1.-Se tomd una alicuota de 25 ul de cada uno de los estandares o muestras

desconocidas, por duplicado, dentro de los pozos en la microplaca.

2.- Se adiciond 200 ul del reactivo de trabajo (WR), a cada uno de los pozos y se

agité en un agitador de placas, por 30 seqg.

3.- Se cubrio la placa y se incub6 a 37 °C por 2 h.

4.- Una vez que transcurrio el tiempo, se dejé enfriar la placa por unos minutos.

5.- Se midid la absorbancia a 562 nm.
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ANEXO 2. Analisis nutrimental de la bebida de amaranto

La Tabla 11 muestra los promedios de la composicién de la bebida de amaranto en
liquido. Los estudios de la composicion de amaranto se realizaron por el
Laboratorio de Ingenieria Bioquimica de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del Instituto Politécnico Nacional.

Tabla 11. Composicion de la bebida de amaranto por cada 100 gramos.

Analisis

Bebida Nutritiva
de Amaranto

Contenido energético

101.00 (Kcal/100g)
428,00 (KJ/100g)

Proteinas* 13,00 g
Grasas (Lipidos) 5,00¢g
de las cuales Grasa saturada 0,50¢g
Cenizas 3,009
Carbohidratos totales 67,30 g
de los cuales azucares 1,00 g
Fibra dietética 7,009
Cenizas 3,00¢g
Colesterol 0,00 ¢
Sodio, mg/100g 22,99 mg
Potasio, mg/100g 411,00 mg
Calcio, mg/100g 298,00 mg
Fosforo, mg/100g 887,00 mg
Manganeso, mg/100g 2,26 mg
Hierro, mg/100g 10,00 mg
Tiamina (Vitamina B1) 0,14 mg
Riboflavina (Vitamina B2) 0,34 mg
Vitamina E
(Equivalente a tocoferol) 10,00 mg
Acido ascérbico (Vitamina C) 7,50 mg
Agua 4,009

* Factor de 6.25
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