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RESUMEN

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus L) es un pseudocereal con un contenido de
proteinas entre 16-20% mayor a los cereales comunes. Debido al gran contenido de proteinas,
este pseudocereal ha sido objeto de estudio debido a las secuencias encriptadas con
funcionalidad bioldgica. La hidrdlisis enzimatica libera biopéptidos a partir de proteinas; sin
embargo, hay informacion limitada sobre la bioactividad de los péptidos de las proteinas de
amaranto. Trabajos previos han mostrado por andlisis in silico e in vitro que en las proteinas
de este grano se encuentran encriptadas secuencias capaces de ejercer diversas actividades
biolégicas como: antihipertensiva, antioxidante, antitrombdtica, anticancerigena y
recientemente también se ha reportado capacidad para inhibir la enzima dipeptidil peptidasa
IV (DPP-1V), enzima que se encuentra involucrada en la regulacion de la glucemia

posprandial.

Tomando en cuenta los antecedentes respecto al potencial farmacologico que los hidrolizados
del amaranto pueden tener, el objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad de
diferentes fracciones proteinicas del grano de amaranto, para inhibir de forma in vitro e in vivo
la DPP-1V, asi como esclarecer la forma en la que estos péptidos realizan su proceso de
inhibicién con la finalidad de conocer la potencia de las fracciones, al mismo tiempo se
caracterizaron fisicoguimicamente las fracciones peptidicas y purificaron de manera parcial
los hidrolizados por cromatografia de filtracion en gel, con la finalidad de evaluar la relacién
entre la inhibicion de la DPP-1V y el peso molecular relativo, ademéas de conocer la actividad
de las fracciones seleccionadas se utiliz6 un modelo in vivo con ratones a los cuales se les
indujo una diabetes por medio de STZ, donde se evalué a través de una prueba oral de
tolerancia a la glucosa, concentracion de insulina y glucagon, evaluando el efecto durante una

administracion aguda y subaguda de los hidrolizados proteinicos.

Se encontré tres principales fracciones proteinicas correspondientes a Albl 46%, Glu 22%,
Glo 12% y una fraccién que representé una baja concentracién Pro <1%, representando asi el
83% de la proteina total del grano. La hidrdlisis con alcalasa bajo las condiciones de tiempo y

relacién enzima/sustrato estudiadas en el presente trabajo mostré una hidrolisis extensiva de



las proteinas donde la fraccion que presenté mayor susceptibilidad al ataque proteolitico fue la
fraccion de Glu con un grado de hidrolisis de 75 £ 0.92% (24 h) y la fraccion Albl fue la que
presentd mayor resistencia al ataque proteolitico 43 + 0.34% (48 h) con a una relacion E/S de
0.8 UA/g. Los perfiles electroforéticos revelaron que la hidrdlisis de las diferentes fracciones
proteinicas reducia las proteinas de elevado peso molecular desde las primeras horas de
tratamiento enzimaético, también se encontraron proteinas que presentaron resistencia al ataque
proteolitico especificamente entre 20-24 kDa, de ahi su bajo grado de hidrolisis. Durante la
evaluacion del porcentaje de inhibicion de la DPP-1V, se encontr6 que los mayores tiempos de
hidrdlisis mostraban una mayor capacidad para inhibir la DPP-1V, encontrandose que la
fraccion de Glu alcanz6 a las 24 h de tratamiento proteolitico una mayor capacidad para
inhibir la DPP-IV 85 + 0.2% y para Albl y Glo de 48 h (45 £ 0.2% y 63 + 0.5%,
respectivamente). Los hidrolizados proteinicos que presentaron mayor grado de inhibicion de
la DPP-1V se purificaron parcialmente por cromatografia de exclusién molecular donde se
encontré que las fracciones con pesos moleculares 0.86, 0.65 y 0.45 kDa (para Albl, Glo y
Glu; respectivamente) mostraron la mayor potencia para inhibir la DPP-1V, siendo los valores
de ICso de 1.98 + 0.01, 0.25 £+ 0.04 y 0.12 + 0.006 mg/mL, para las fracciones proteinicas
antes mencionadas respectivamente, con lo cual se evidenci6 una relacion inversa entre el peso
molecular y la potencia para inhibir la DPP-IV. Se evalu6 el comportamiento cinético de los
inhibidores y se encontr6 que las tres fracciones proteinicas purificadas mostraron inhibicion
del tipo competitiva, la fraccién con mayor potencia in vitro fue la fraccion Glu.lll (0.45 kDa)
presentando un valor de Km” 0.75 mM, eficiencia catalitica 5.6 x 10°® min™ y una constante de
inhibicién (Ki) de 0.11 mg/mL, esta fraccion mostro que los péptidos generados por hidrélisis

con alcalasa compiten con el sustrato por el sitio catalitico de la enzima, de forma in vitro.

La evaluacion de las distintas fracciones proteinicas con animales con diabetes inducida, en el
estudio agudo, reveld que a diferencia de la evaluacién in vitro la fraccion que mostré un
efecto positivo sobre la reduccion en la glucemia posprandial (=26% vs. el grupo control) fue
la fraccion Glu con una dosis de 300 mg/kg a los 30 min después de la administracion de la
carga oral de glucosa (2 g/kg), mostrando un aumento de insulina en tres veces (1.2 ng/mL) y

una reduccion en la concentracién de glucagon en 30% comparado con el control (p <0.05).



Para el estudio subagudo (administracion durante 30 dias) se demostrd que al igual que en
administracion aguda la fraccion Glu fue la que presentd un efecto positivo en la reduccion de
glucosa posprandial de 17%, a su vez los niveles de insulina aumentaron a 2.25 ng/mL, dos
veces mas altos que los encontrados en el estudio agudo, sin embargo no se encontraron
cambios en los niveles plasmaticos de glucagon comparado con el respectivo control. Los
hidrolizados obtenidos a partir de la fraccion de Glu por digestién con alcalasa y bajo las
condiciones aqui reportadas podrian ser utilizados para el desarrollo de alimentos funcionales
con actividad inhibitoria de la DPP-IV podrian funcionar como coadyuvantes en el control de
la diabetes mellitus tipo 2, con la finalidad de mejorar la calidad de vida de las personas que
padecen la enfermedad.

Hoy en dia el amaranto no se considera un cultivo de alto valor agregado. Sin embargo, la
identificacion y caracterizacion de biomoléculas con actividad bioldgica, como las que se
informan en el presente trabajo ayudaran a hacer un mejor uso de las propiedades nutricionales

del amaranto e incentivar el cultivo de esta planta.



SUMMARY

Amaranth (Amaranthus hypochondriacus L), is a pseudocereal that shows protein content
between 16-20%, this protein content is higher than the one found in most common cereals.
Because of its remarkable protein content, amaranth has been subjected to several studies to
find encrypted peptide sequences that may possess biological activities. However, just a few
bioactive amaranth peptides have been identified and characterized. Some in silico and in vitro
experiments have shown that these encrypted peptide sequences in the amaranth protein
fraction are bioactive molecules with activities such as: antithrombotic, antihypertensive,
anticarcinogenic, antioxidant, antiglycemic, among others. The antiglycemic property of
amaranth peptides is related with the ability of these bioactive peptides to act as an inhibitor of
the dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) enzyme. This enzyme is heavily involved in the
postprandial glycemic regulation in humans.

Considering the pharmacological potential of hydrolyzed amaranth peptides with biological
activity, the objective of this work was: (a) to test, in vitro and in vivo, the ability of different
amaranth peptides, derived from the hydrolysis of amaranth, to inhibit the enzymatic activity
of DPP-1V; (b) to clarify the mechanism of inhibition of DPP-IV by these amaranth peptides;
(c) to characterize and partially purify these hydrolyzed peptides by gel filtration
chromatography; (d) to identify the relationship between amaranth peptides inhibitory effect
and their relative molecular mass; and finally (e) to test the biological activity of hydrolyzed
amaranth peptides in an in vivo system, by administration of the hydrolysed amaranth protein
extracts to STZ-induced diabetic mice, and evaluation of glucose tolerance, insulin and

glucagon concentrations.

Four protein fractions were found in the amaranth seeds. The three main fractions were: Albl
46%, Glu 22% and Glo 12%. An additional minor fraction was identified as Pro (<1%). These
protein fractions made up to 83% of the total protein found in the amaranth seeds analyzed.
Enzymatic hydrolysis of amaranth protein by using alcalase was extensive, however, the Glu
fraction was easily hydrolysed, this fraction showed a degree of hydrolysis of 75 £ 0.92% at
24 h. On the other hand, Albl was highly resistant to the alcalase activity. This fraction



required a E/S= 0.8 AU/g and showed a degree of hydrolysis of 43 + 0.34% at 48 h. SDS-
protein profiles indicated that the hydrolysis of the different amaranth protein fractions was
faster and more effective on the proteins having a higher molecular mass when the enzymatic
hydrolysis by alcalase was used. Conversely, proteins showing a molecular mass between 20-
24 kDa were more resistant to the alcalase activity. After 24 h of hydrolysis, the fraction with
the best capacity to inhibit DPP-1V was Glu (85 + 0.2%), meanwhile, Alb1 and Glo showed an
inhibitory effect of 45 + 0.2% and 63 + 0.5%, respectively, after 48 h of hydrolysis. The
hydrolyzed amaranth protein extracts that showed the highest inhibition capacities were
partially purified by molecular exclusion chromatography. It was found that peptides having a
molecular mass of 0.86, 0.65 and 0.45 kDa, isolated from the fractions Albl, Glo and Glu,
respectively, were more effective to inhibit DPP-IV in the in vitro experiments. The 1Csq for
the Albl, Glo and Glu peptides were 1.98 + 0.01, 0.25 + 0.04 and 0.12 + 0.006 mg/mL,
respectively. Based on these results it was found that there was an inverse relationship
between molecular mass and the inhibitory effect of the isolated peptides on the activity of
DPP-1V. Moreover, these three peptides inhibit DPP-IV by a competitive mechanism. The
most potent peptide, tested in the in vitro experiments, was Glu 11l (0.45 kDa). This peptide
showed a catalytic efficiency of 5.6 x 10 min™t, Km'=0.75 mM and a Ki= 0.11 mg/mL.

Results obtained from the acute administration of amaranth protein fractions in the in vivo
experiments, showed that the protein fraction having the most positive effect on reducing
postprandial glycaemia (around 26% higher compared to the control group) was the Glu
fraction. When 300 mg Glu/kg were administer to the mice units (having a glucose oral charge
of 2g/kg), the insulin released increased three times (1.2 ng/mL) and glucagon concentration
fell 30% compared to the control units (p <0.05). Sub-acute administration (30 day period) of
amaranth protein fractions showed that the Glu fraction was the most effective to decrease
postprandial glucose up to 17%. The protein fraction also increased the insulin content to 2.25
ng/L in the in vivo units tested, however, no significant changes were found on plasma

glucacon levels.

Hydrolyzed amaranth protein extracts obtained from the Glu fraction by alcalase hydrolysis

and under the conditions described in the present work, could be used to develop functional



foods having an inhibitory effect on DPP-IV. These functional food ingredients could help to
treat diabetes type 2 and improve the quality of life of patients suffering from this type of

diabetes.

Nowadays, amaranth is not considered as a high value-added crop. However, the identification
and characterization of biomolecules with biological activity, like the ones reported in this
work will help to make a better use of amaranth nutritional properties and to spread the
cultivation of this plant.
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Generalidades

1. Generalidades

1.1 Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica de causas multiples. En su etapa inicial no
produce sintomas y cuando se detecta tardiamente y no se trata adecuadamente ocasiona
complicaciones de salud graves como infarto del corazén, ceguera, falla renal, amputacion
de las extremidades inferiores y muerte prematura (DeFronzo, 2004). Se ha estimado que la
esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce entre 5y 10 afios (Donnelly et al.,
2000).

1.1.1 Situacién de la epidemia

La diabetes mellitus es una de las mayores emergencias de salud global del siglo 21.
Esta enfermedad es uno de los trastornos metabdlicos mas comunes en el mundo y la
prevalencia de la diabetes en los adultos ha aumentado en las Gltimas décadas (Shaw et al.,
2010; Whiting et al., 2011). La urbanizacion ha impulsado cambios drasticos en el estilo de
vida y en particular en los paises en desarrollo. Con estas transiciones rapidas vienen los
aumentos en los factores de riesgo de enfermedades no transmisibles como la diabetes tipo
2 (Gordon, 2015). Las estimaciones de la carga actual y del futuro de la diabetes son
importantes para asignar adecuadamente los recursos, impulsar politicas que promueven la
salud e iniciar acciones para prevenir la diabetes en las generaciones futuras (Guariguata et
al., 2014).

Ademas de los 415 millones de adultos que se estima tienen actualmente diabetes,
hay 318 millones de adultos con intolerancia a la glucosa, lo que los pone en alto riesgo de
desarrollar la enfermedad en el futuro (IDF, 2015). Proyecciones reportadas por Guariguata
et al. (2014) muestran que para el afio 2035 el nimero de personas a nivel mundial con este
padecimiento serd de 591.9 millones. La prevalencia de la diabetes aumenta con la edad en
todas las regiones (Cuadro 1) y por grupos de ingresos (Figura 1). La prevalencia mas alta,

esta correlacionada con la edad de las personas: de 60-79 afios de edad (18.6%), aunque el
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mayor numero de personas con diabetes estan en el grupo de edad de 40-59 afios (184

millones). Se espera que estos patrones se mantengan durante los proximos 20 afios.

En la Cuadro 1 se muestra la prevalencia y el nimero de personas con diabetes
sobre una proyeccion realizada entre los afios 2013 y 2035 para las regiones de la

Federacion Internacional de la Diabetes (FID).

Cuadro 1.Prevalencia de la diabetes y nimero de personas con diabetes (20-79 afios) por region de
la FID para los afios 2013 y 2035

2013 2035
Numero NUmero Incremento
de de enel
personas  Prevalencia personas  Prevalencia ~ numero de
con de diabetes con de diabetes personas
Region*  Poblacion  diabetes  comparativo Poblacién  diabetes comparativo con diabetes
Millones  Millones % Millones  Millones % %
AFR 407.8 19.8 5.7 775.5 41.4 6.0 109.1
EUR 658.7 56.3 6.8 668.7 68.9 7.1 22.4
MOAN 3475 34.6 10.9 583.7 67.9 11.3 96.2
ANC 334.9 36.7 9.6 404.5 50.4 12.3 37.3
ACS 300.5 24.1 8.2 394.2 385 8.2 59.8
SEA 883.2 72.1 8.7 1216.9 123.0 9.4 70.6
WP 1613.2 138.2 8.1 1818.2 201.8 8.4 46.0
Mundial 4572.9 381.8 8.3 5861.7 591.9 8.8 55.0

*La poblacion y el numero de personas de acuerdo a las siete regiones de la FID: AFR (Africa), EUR
(Europa), MOAN (Medio Oriente y Africa del Norte), ANC (América del Norte y el Caribe), ACS (América
Central y del Sur), SEA (Sureste de Asia), PO (Pacifico Occidental). Fuente: FID, 2015.

Existen diferencias regionales en la prevalencia de la diabetes a través de las siete
Regiones de la FID y por grupo de ingreso (Cuadro 1 y Figura 1). El nivel mas alto para la
prevalencia por region, en la serie no ajustada, se encontr6 para América del Norte y el
Caribe (11.0%). Sin embargo, después realizar el ajuste por edad el Medio Oriente y Africa
del Norte presentan la prevalencia mas alta con en el 10.9%. Mientras que la region de
Africa tiene la menor prevalencia de adultos con diabetes (5.7%) y se proyecta para esta
region el mayor aumento proporcional en el nimero de adultos con diabetes en 2035, con
un incremento del 109%. En todas las regiones se proyecta tener un aumento en el nimero

de personas adultas con diabetes que los proyectados para el crecimiento en la poblacion
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solo de adultos. En general, el nimero de adultos con diabetes aumentaran en un 55% para
el afo 2035.

En la Figura 1 se muestra la prevalencia especifica con respecto a la edad para la
diabetes cuando se divide por grupo de ingreso y muestra una prevalencia mucho menor de
diabetes en los adultos mayores en los paises de ingresos bajos (IB), en comparacién con
los paises de mayores ingresos (IA). Esto puede ser el resultado de una serie de factores que
incluyen: una mayor mortalidad en las personas con diabetes en estos paises, o un efecto de

cohorte debido a que las personas mas jovenes desarrollan diabetes.
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2024 2529 3034 3539 40-44 4549 50-54 55-59 60-64 6569 70-74 75-79
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Figura 1. Estimaciones de prevalencia de la diabetes (20-79 afios) por grupo de ingresos y edad,
para el 2013.Clasificacion segun el Banco Mundial: IB (ingresos bajos), IMB (ingresos medio-
bajos), IMA (ingresos medio-altos), 1A (ingresos altos). Fuente: Guariguata et al., 2014.

A medida que aumenta la esperanza de vida, podemos esperar ver un mayor nimero
de adultos con diabetes que viven en estos paises ya que esto llevard a grandes aumentos
que son proporcionales en los paises con ingresos bajos y medio-bajos (IB y IMB) en la
préxima generacion. Ademas, la mayor prevalencia de diabetes entre los adultos mas
jovenes en los paises con ingresos bajos y medios-altos (IB y IMA) también impulsara un
aumento a medida que las personas envejecen, los paises se desarrollan, y aumenta la

esperanza de vida. Sin mejoras relacionadas en el sistema de salud para la deteccién

Péptidos inhibidores de la DPP-IV 3



Generalidades

temprana y el tratamiento, las tasas de complicaciones y muertes debidas a la diabetes
también se puede esperar que aumente sustancialmente en estos paises. Hasta que no se
tenga un conocimiento en la prevencion de la enfermedad, no se puede esperar un cambio
en las curvas para los paises de ingresos bajos y medio-bajos, dirigido hacia una
disminucion de la prevalencia de los grupos de edad mas jovenes, como la observada para

los paises de ingresos altos (Guariguata et al., 2014).

1.1.2 Diabetes mellitus en México

En México la diabetes tipo 2 es una epidemia que va en ascenso acelerado. Entre las
enfermedades cronico-degenerativas, ha mostrado el incremento mas significativo en los

ultimos afos (Moreno-Altamirano et al., 2014).

De acuerdo con la Federaciéon Internacional de Diabetes, China, India, Estados
Unidos, Brasil, Rusia y México, son —en ese orden— los paises con mayor nimero de
diabéticos y se estima que para el afio 2040 México hacienda un lugar en la estadistica

mundial, pasando del sexto al quito pais con mayor nimero de personas con diabetes

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Los diez principales paises/territorios con la mayor cantidad personas con diabetes (20-
79 anos), entre 2015 y 2040

2015 2040
Numero de personas NUmero de personas

g Pais/territorio con diabetes g Pais/territorio con diabetes

3 (millones) 3 (millones)

1 China 109.6 (99.6-133.4)* 1 China 150.7 (138.0-179.4)
2 India 69.2 (56.2-84.8) 2 India 123.5(99.1-150.3)
3 Estados Unidos de 29.3 (27.6-30.9) 3 Estados Unidos de 35.1(33.0-37.2)

América América

4 Brasil 14.3 (12.9-15.8) 4 Brasil 23.3(21.0-25.9)
5  Rusia 12.1 (6.2-17.0) 5  México 20.6 (11.4-24.7)
6 México 11.5(6.2-13.7) 6 Indonesia 16.2 (14.3-17.7)
7 Indonesia 10.0 (8.7-10.9) 7 Egipto 15.1 (7.3-17.3)
8 Egipto 7.8 (3.8-9.0) 8 Pakistan 14.4 (10.6-20.4)
9 Japon 7.2 (6.1-9.6) 9 Bangladés 13.6 (10.7-24.6)
10 Bangladés 7.1 (5.3-12.0) 10 Rusia 12.4 (6.4-17.1)

Fuente: FID, 2015. *Los datos dentro de los paréntesis muestran el Intervalo de Confianza al 95%, calculado bajo el
modelo estadistico de prediccion.
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Por otro lado, en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2016) se
sefiala que la prevalencia de diabetes, por diagndéstico previo, es del 9.4% (7.2 millones de
personas) y se estima que en el 2025 sera del 12.3%. En el area urbana se observd una
prevalencia del 10.2%, y en la rural del 7.5%. Las mujeres presentaron una prevalencia del
10.3% (3.9 millones) y los hombres del 8.4% (3.2 millones), y la edad maés frecuente fue
entre 50 y 69 afios (61.2%).

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, en 2015 en México
existian 11.5 millones de casos de diabetes, y la prevalencia en personas de 20-79 afios es
del 15.8% ajustado por edad y el 14.7% bruto. A partir del 2003, se han registrado

alrededor de 400 mil casos nuevos de diabetes anualmente (Figura 2).
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Figura 2. Casos nuevos de diabetes tipo 2 en México 2000 a 2015. Fuente: Elaborada a partir de:
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html.
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1.1.3 Definicién de diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades caracterizado por una
hiperglucemia cronica, resultante de defectos en la secrecion y/o accion de la insulina, que
afecta el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (ADA, 2011a). Los efectos de la
DM a largo plazo estan asociados a un gran numero de complicaciones tales como
enfermedades cardiovasculares (ECV), enfermedad renal, hipertensién, neuropatias
(enfermedad de los nervios), ceguera (retinopatias) (Campbell, 2011). En el desarrollo de la
DM estan involucrados varios procesos patogénicos, lo cuales van desde la destruccion
autoinmune de las células B pancreéticas, con la consecuente deficiencia en la secrecién de
insulina, hasta la generacion de resistencia a insulina. La base de las alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas es la accion deficiente de la insulina en
los tejidos blanco, resultado de la inadecuada secrecion o disminucion en la respuesta de los
tejidos a la insulina en uno 0 més puntos de las vias de accion de esta hormona. El deterioro
en la secrecion de insulina y los defectos en su accién frecuentemente coexisten en el
mismo paciente, no siendo clara cual es la primera causa de la hiperglucemia (Expert
Committee, 2003a; 2003b).

1.1.3.1 Signos y sintomas

La DM presenta sintomas caracteristicos tales como: polidipsia, poliuria, polifagia,
pérdida de peso, vision borrosa, nauseas, vomito, debilidad, incremento en la
susceptibilidad a infecciones (por ejemplo vaginitis), irritabilidad, apatia, impotencia (en
hombres), los signos que llevan al diagnéstico de la diabetes son, altos niveles de glucosa
en sangre y orina, cetoacidosis y coma (Committee Report, 1997; WHO, 1999; Expert
Committee, 2003 a 'y b).

Los efectos a largo plazo de la DM incluyen el desarrollo progresivo de
complicaciones especificas; por ejemplo, las consecuencias vasculares de la diabetes

consisten en anormalidades macrovasculares (macroangiopatia) y microvasculares
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(microangiopatia). Las anormalidades macrovasculares resultan en aterosclerosis con
incremento en enfermedades cerebrovasculares e infarto del miocardio. Las afecciones
neuropatoldgicas afectan al sistema autonomo y a los nervios periféricos y, junto con la
insuficiencia circulatoria aterosclerotica en las extremidades, puede producir ulceracion
crénica y gangrena, en particular en los pies. Las anormalidades microvasculares
comprenden cicatrizacion proliferativa de la retina (retinopatia diabética) y enfermedad
renal (nefropatia diabética). Las complicaciones microvasculares se explican en gran parte
por la hiperglucemia cronica y algunas veces pueden prevenirse controlando esta Gltima.
Sin embargo, es poco probable que el control glucémico ayude en el caso de las
anormalidades macrovasculares. Los pacientes con DM tienen alta incidencia de
enfermedades ateroscleroticas cardiovasculares, vasculares periféricas y cerebrovasculares;
frecuentemente hipertension, alteraciones en el metabolismo de lipoproteinas y
enfermedades dentales. EI impacto social y emocional de la DM, asi como la demanda de
terapia efectiva, pueden provocar disfuncién psicosocial en los pacientes y sus familiares
(Edelstein et al., 1997; Committee Report, 1997; WHO, 1999; Expert Committee, a y 2003
b).

1.1.3.2 Clasificacion

Se distinguen 4 tipos de diabetes mellitus (DM): tipo 1, tipo 2, gestacional y otros
tipos especificos entre los que se encuentran: defectos genéticos de las células B, defectos
genéticos en la accion de la insulina y asociada a otros sindromes, tales como: Down,
Klinefelter, Cushing y Turner (Committee Report, 1997; WHO, 1999; Expert Committee,
2003a).

1.1.3.2.1 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Antes conocida como DM dependiente de insulina o diabetes juvenil. La DM1

implica destruccion de las células B pancreéticas, resultando en ausencia de insulina. Los
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marcadores de la destruccion inmune de las células B pancreaticas incluyen auto
anticuerpos a insulina, descarboxilasa de &cido glutamico y fosfatasas de tirosina (IA-2 y
IA-2B3). La enfermedad también tiene una fuerte asociacion con el complejo mayor de
histocompatibilidad. El indice de este tipo de diabetes es realmente variable, presentandose
principalmente en nifios y en algunos adultos. Algunos pacientes, principalmente nifios y
adolescentes, pueden presentar cetoacidosis como la primera manifestacion de la
enfermedad. Otros, con una moderada hiperglucemia en ayuno que rapidamente cambia a
hiperglucemia severa y/o cetoacidosis, en presencia de alguna infeccion o de estrés. La
destruccion autoinmune de las células B pancreaticas tiene multiples predisposiciones
genéticas que también estan relacionados con factores ambientales. Aunque los pacientes
con DM1 son en su mayoria delgados, la presencia de obesidad es incompatible con el
diagnostico. Estos pacientes son propensos a otros desérdenes autoinmunes, tales como:
enfermedad de Graves o Addison, tiroiditis de Hashimoto y anemia (Expert Committee,
2003 ay b).

1.1.3.2.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Antes conocida como diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNID) o
diabetes del adulto. La DM2 se caracteriza por obesidad y resistencia a la insulina, mas que
por destruccion de las células B pancreaticas. Los pacientes que padecen este tipo de
diabetes regularmente no requieren el uso de insulina en su tratamiento. Esta forma de
diabetes regularmente no se diagnostica rapido ya que la hiperglucemia se desarrolla
gradualmente y en sus etapas tempranas no alerta al paciente con los sintomas clasicos de la
DM. Los pacientes con DM2, presentan ain celulas B pancreaticas funcionales, sin
embargo, la insulina secretada es insuficiente para compensar los niveles de glucosa
sanguinea despues de la ingesta de alimentos ricos en carbohidratos o grasas. El riesgo de
desarrollar este tipo de diabetes se incrementa con la edad, la obesidad y la ausencia de
actividad fisica. Esta frecuentemente asociada con una fuerte predisposicion genética, a
pesar de ello, la genética de esta forma de diabetes es aln poco clara (Expert Committee,
2003a).
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La DM2 implica, por lo tanto, alteracion en la secrecion de insulina y aumento de la
resistencia a la accion de esta hormona, la cual en sus inicios la célula B pancreatica deja de
responder con incrementos adecuados en la secrecion de insulina a los aumentos de la
glucosa. Después, se produce elevacion en la secrecion de insulina, la cual se observa muy
frecuentemente cuando existe la obesidad, exceso de consumo de grasas o inactividad
fisica. En esta etapa intermedia el incremento en la insulinosecrecion puede todavia ser
suficiente, de tal suerte que la tolerancia a la glucosa se mantiene en limites normales; pero
después progresa la deficiencia secretora de insulina y se genera resistencia a la insulina
(Figura 3) (Committee Report, 1997; Campbell, 2011).

Con el paso del tiempo, el deterioro en la secrecion de insulina empeora la
tolerancia a la glucosa, aumentando la produccién hepética de glucosa muy por encima de

su requerimiento y se presenta la hiperglucemia en ayunas (Draznin, 1994).

La DM2 la padecen entre el 80 y el 90% de los pacientes con DM (WHO, 2003;
Wild et al., 2004). Sin embargo, existen notables variaciones de acuerdo a raza, pais, grupo
socioecondémico y presencia de otras condiciones como obesidad, dislipidemia e

hipertension (King et al., 1998).

Este trabajo hace especial referencia a la DM2, la cual es la mas comdn y
generalmente aparece en la edad adulta, es decir, después de los 40 afios de edad (Expert
Committee, 2003 a y b).

Se estima que el 50% de los individuos con DM2 no han sido diagnosticados aun y
el 20% de los pacientes que se diagnostican con DM2 presentan datos de complicaciones
cronicas en el momento del diagnostico. La DM2 es la enfermedad enddcrina mas frecuente
y de las principales causas de mortalidad en la sociedad contemporanea; por si misma es un
problema de salud publica frecuente y creciente en México. En el ambito mundial el
predominio de la DM2 ha incrementado draméaticamente en los Ultimos afios debido a la
falta de actividad fisica, obesidad y cambios en los habitos alimenticios
(http://www.who.int/diabetes/en/; WHO, 2012).
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e Mutaciones monogeénicas
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Factores genéticos
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\ 4

Diminucién en la accion de la
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¢ Incremento de glucosa
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ayunas
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e Higado graso

a
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v

Incremento en la secrecion de
insulina por las células g

1

Factores genéticos
Susceptibilidad de Genes
Falla de células 3
Mutaciones monogénicas
MODY

\4

Disfuncion progresiva de

celulas B

e Disminuye la produccion de
insulina

e Muerte de células 3

e Disminucion de la
secrecion/accion incretinas

e Procesamiento anormal de
insulina

Figura 3.Patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2. AGL = 4cidos grasos libres; MODY = diabetes de la edad madura que se presenta en el joven

(por sus siglas en inglés). Fuente: Campbell, 2011.
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1.1.3.2.3 DM gestacional

La DM gestacional (DMG) se puede definir como cualquier grado de intolerancia a
la glucosa con reconocimiento durante el embarazo. La definicion aplica sin considerar
factores responsables como la insulina, la modificacion en la dieta o si la condicion persiste
después del embarazo. En la mayoria de los casos de DMG, el metabolismo de la glucosa

llega a ser adecuado después del parto (Expert Committee, 2003 a 'y 2003b).

1.1.3.2.4 Otros tipos especificos

Defectos genéticos de las células p pancreéticas. La forma mas comun esta asociada
al factor de transcripcion hepatico (HNF-1a). Una segunda forma se encuentra asociada con
mutaciones en el gen de glucocinasa. La tercera forma esta asociada con la mutacion en el

gen.

1.1.4 Factores de riesgo para DM1y DM2

Los estudios realizados por diferentes autores, han demostrado que existen ciertos
factores capaces de desencadenar esta enfermedad, entre los que se encuentran: los
antecedentes familiares, la edad y algunos factores ambientales (obesidad, dieta rica en
carbohidratos, estrés, tabaquismo y alcoholismo, entre otros), dentro de los principales

factores de riesgo mas comunes para la diabetes son (Expert Committee, 2003a):

» Historia familiar con antecedentes diabéticos (DM1, DM2),

» Historia familiar con enfermedades autoinmunes (DM1),

» Una disminucion de la habilidad de la insulina para llevar a cabo su funcién, por
lo que es incapaz de unirse a su receptor (DM2),

» Una disminucion de la secrecion de insulina por el pancreas (DM2),

Péptidos inhibidores de la DPP-IV 11



Generalidades

>
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Madre muy joven o anciana (DM1),
Ser mayor de 40 afios (DM2),
Presentar acumulacion de grasa en la region abdominal del cuerpo (DM2),

Altos niveles de colesterol o triglicéridos en sangre (DM2)

1.1.4.1 Individuos de alto riesgo para desarrollar DM2

Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de la DM2 abarcar un gran nimero
de factores (FID, 2015):

Mayores de 40 afios

Sobrepeso u obesidad

Con antecedentes de diabetes en familiares de primer grado

Mujeres con antecedentes de hijos de mas de 4 Kg. de peso al nacer o
antecedentes obstétricos patoldgicos

Menores de 50 afios con enfermedad coronaria

Antecedentes de diabetes gestacional

Con alteraciones en los lipidos sanguineos

Infeccidn por Hepatitis C

Miembros de grupos étnicos con alta prevalecia de diabetes mellitus tipo 2,
incluyendo personas de naciones del medio Oriente.

Tratamiento cronico con corticoesteroides

Receptores de trasplante de érganos solidos

Pacientes infectados de VIH tratados con terapia combinada de antirretrovirales
Fibrosis pancreatica

Lipodistrofia (congénita o adquirida)

Con hipertensién arterial

Sindrome metabolico:

» Circunferencia de cintura > 102 cm (H) y 88 cm (M),
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» Triglicéridos > 150 mg/dL,
» Colesterol-HDL < 40 mg/dL (H) y <50 mg/dL (M)
» Tension arterial > 130/85 mmgHg

» Glucosa en ayuno > 110 mg/dL

1.1.5 Diagnostico de la diabetes

Existen diferentes tipos de pruebas para diagnosticar diabetes, entre las cuales se
encuentran: la glucosa plasmatica en ayuno (GPA), prueba de tolerancia oral a la glucosa
(PTOG), hemoglobina glucosilada (HbAlc o A1C). Sin embargo, estas pruebas presentan
diferentes sensibilidades, ventajas y desventajas. Por ejemplo la GPA es menos sensible
que la PTGO, debido a que esta ultima fue disefiada especialmente para detectar
anormalidades en el metabolismo de la glucosa en pacientes con niveles normales de GPA.

La PTOG ha llegado a ser conveniente para detectar alteraciones de los valores de
glucosa sanguinea en pacientes que no han sido sometidos a ayuno. Esta prueba ha llegado
a ser el “estdndar de oro” de las pruebas para el diagndstico de diabetes. Por su parte, la
determinacion de HbA1, es capaz de indicar un estado crdénico de hiperglucemia, no siendo
necesario un estado de ayuno para la realizacién de la prueba, la muestra sanguinea puede

ser tomada en cualquier momento del dia (Expert Committee, 2003 b).

En el Cuadro 3 se muestran los limites aceptados por la Asociacion Americana de
Diabetes para el diagndéstico en el desorden del metabolismo de la glucosa por dos métodos,
parametros que se han homologado con la finalidad de recibir un diagnéstico oportuno de

cualquier desordenen en metabolismo de la glucosa (ADA, 2011b)
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Cuadro 3. Limites para el diagnostico en el desorden del metabolismo de la glucosa

Método
Glucosa en ayuno* Prueba oral de tolerancia a la glucosa; 75 g
Condicién (Glucosa a las 2 horas)

mmol/L mg/dL mmol/L mg/dL
Normal <56 <100 <78 <140
Alteracién /
Intolerancia a la 56-6.9 100 — 125 78-111 140 - 199
glucosa
Diabetes >7.0 > 126 >11.1 > 200

*Ayuno: 8 horas o sin aporte energético. Fuente: ADA, 2011b.

1.1.6 Tratamiento farmacoldgico de la DM2

La diabetes mellitus al ser una enfermedad cronica bebe ser necesaria una
adaptacion terapéutica continua ya que evoluciona espontaneamente hacia el
empeoramiento de la hiperglucemia y la posible aparicion de complicaciones tanto a nivel
microvascular como macrovascular; las recomendaciones actuales se orientan hacia el
tratamiento farmacoldgico efectivo con la finalidad de mantener una hemoglobina
glucosilada (HbAlc) inferior al 7%. La dieta junto con la actividad fisica, constituye la base
del tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, cuando no es suficiente para alcanzar o
mantener el objetivo terapéutico es necesario iniciar un tratamiento con un hipoglucemiante

oral.

La posologia de la monoterapia se ajusta de forma progresiva en funcién de la
tolerabilidad y eficacia del tratamiento, si la monoterapia no permite alcanzar o mantener el
resultado esperado, se recomienda verificar el complimiento del paciente, si la HbAlc se
mantienen por encima de 7% sera necesario recurrir a una asociaciéon de dos o tres agentes

hipoglucemiantes orales.

Péptidos inhibidores de la DPP-IV 14



Generalidades

1.1.6.1 Hipoglucemiantes Orales (HO)
1.1.6.1.1 Sensibilizadores de Insulina

1.1.6.1.1.1 Biguanidas

La metformina (Figura 4) es la Gnica biguanida disponible en el mercado. Reduce la
resistencia a la insulina en el higado y disminuye la produccion de glucosa hepatica,
disminuyendo los niveles de hemoglobina glucosilada (HbAlc) en 1-2% (11-22
mmol/mol). La metformina se asocia con una ligera pérdida de peso (Golay, 2008) y una
mejoria en la dislipidemia (Valencia y Florez, 2014). La metformina es segura y eficaz en
personas mayores con diabetes, no causa hipoglucemia y es la terapia de primera linea
(AACE, 2013; ADA, 2014). La acidosis lactica es la reaccién adversa mas preocupante,
pero es rara (incidencia de 9/100 000 personas-afio) y el envejecimiento en si mismo no

parece ser un factor de riesgo (Stang et al., 1999).

CHj

| ° H
ch/N\EI/HN\[(NH2

NH

Figura 4.Estructura quimica de Metformina.

Las ventajas del uso de metformina en personas mayores se asocian con menor
riesgo cardiovascular, incluso en aquellos con insuficiencia renal (Solini et al., 2013). El
uso de metformina se asocia también con menor mortalidad por cancer (Bo et al., 2012) y
una mejor supervivencia en comparacion con otros tratamientos para la diabetes (Currie et
al., 2012). Un beneficio potencial asociado al uso de la metformina es que disminuye la

pérdida de masa muscular en personas mayores (Lee et al., 2011).
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1.1.6.1.1.2 Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas mejoran la sensibilidad a la insulina principalmente por que
funcionan como agonistas receptor activado por proliferadores de peroxisomas tipo gamma
(PPAR-gamma), reduciendo con ello la resistencia a la insulina en los musculos y
adipocitos, aumentando asi la captacion periférica y la utilizacion de glucosa. Generalmente
son bien tolerados y eficaces en personas mayores, con un efecto reductor de la glucosa
dependiente de la dosis que conduce a una reduccion de la HbAlc de ~ 1.5% (15.5
mmol/mol). Las tiazolidinedionas no conducen a hipoglucemia a menos que se utilicen
conjuntamente con secretagogos o insulina. Se han utilizado en personas mayores con
obesidad, particularmente en aquellos con contraindicaciones o intolerancia a metformina,
y como terapia complementaria en personas mayores que tienen un control glucémico

suboptimo, a pesar de los grandes requerimientos de insulina.

En este tipo de HO se encuentran las rosiglitazona (Figura 5), glitazonas ciglitazona,

englitazona, pioglitazona y troglitazona (Katzung, 1999; Flores-Saénz et al., 2003).

S
\ ll' >='-0
=

Figura 5. Estructura quimica de la Rosiglitazona.

En comparacion con los que utilizan pioglitazona, los adultos mayores que han
utilizado rosiglitazona tienen un mayor riesgo de morbilidad cardiovascular y mortalidad
(Graham et al., 2010; Loke et al., 2011). Por esta razon la pioglitazona sigue estando
disponible en la mayor parte del mundo mientras que la rosiglitazona tiene una

disponibilidad mas restringida (Valencia y Florez 2014).
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1.1.6.1.2 Secretagogos de Insulina

1.1.6.1.2.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas se unen a un canal de potasio sensible al ATP en la célula 3, dando
como resultado subsecuente un incremento de calcio intracelular y la liberacion de insulina.
Son eficaces tanto en monoterapia como en combinacion con otros agentes que presentan
diferentes mecanismos de accion. El efecto sobre la disminucion de la HbAlc es ~ 1-2%
(11-22 mmol/mol) en monoterapia. Las sulfonilureas se han considerado como una terapia
de primera linea en personas mayores delgadas con diabetes y un andlisis comparativo de
efectividad y seguridad mostro ventajas potenciales de su uso como monoterapia (Bolen et
al., 2007); Sin embargo, un porcentaje significativo de personas (hasta 10% al afio) pierde

el control glucémico con el tiempo.

Las sulfonilureas son los HO mas empleados en la actualidad para el tratamiento de
la DM2. La tolbutamida y la cloropropamida pertenecen a la primera generacion, mientras
que la glibenclamida (Figura 6), glipicida y glimepirida pertenecen a la segunda generacion
(Katzung, 1999).

O\\//O

[o] s\NH
Cl )\
OCH,
Figura 6. Estructura quimica de la Glibenclamida.

Un efecto secundario comin asociado con las sulfonilureas es el aumento de peso,
pero la reaccion adversa mas preocupante es la hipoglucemia. Glibenclamida (fuera de
EUA) o gliburida (en EUA) se asocia con un riesgo significativo de hipoglucemia en
adultos mayores y se recomienda evitar en este grupo de edad (AGS, 2015). La glipizida, la
gliclazida y la glimepirida, entre otras, son sulfonilureas que pueden ser utilizadas en

personas mayores. Todavia se recomienda precaucion, especialmente en individuos con
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insuficiencia renal y hepatica, ya que el higado es el sitio principal del metabolismo y son

excretados por los rifiones.

Ademas, se ha propuesto que la hipoglucemia asociada con sulfonilureas puede
conducir a caidas y fracturas, pero los datos son limitados, como se ha informormado en

una revision sistematica reciente (Lapane et al., 2013).

1.1.6.1.2.2 Meglitinidas

Las meglitinidas tienen un perfil de uniéon a células B distinto y estimulan la
secrecion de insulina desde la célula B mediante un mecanismo similar al de las
sulfonilureas. Su rapida absorcion y su efecto de duracién de accién muy corta son las
ventajas potenciales de estos farmacos, lo que conduce a una menor frecuencia de eventos
hipoglucémicos en comparacion con las sulfonilureas convencionales (Germino, 2011).
Estos agentes pueden disminuir la HbAlc entre 1-2% (11-22 mmol / mol). En la actualidad,
se hallan disponibles dos analogos para uso clinico, la repaglinida y la nateglinida (Figura
7).

Figura 7. Estructura quimica de la Nateglinida

En las personas mayores, el tratamiento con nateglinida, solo o en combinacion con
metformina, es bien tolerado y produce mejoras significativas en el control glucémico
(Schwarz et al., 2008; Israel et al., 2008). De forma similar, la nateglinida mejora la
hiperglucemia posprandial cuando se afiade a la combinacion de insulina basal vy

metformina, pero aumenta la frecuencia de la hipoglucemia (Juurinen et al., 2009). El
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efecto reductor de la glucosa por la nateglinida es menos potente que el de la repaglinida, a
pesar de sus efectos glucémicos similares posprandiales. Un ensayo clinico comparando
estos agentes se encontrd que la repaglinida en monoterapia es mas efectiva que la
monoterapia con nateglinida para reducir los valores de HbAlc y de glucosa plasmatica en
ayunas (Rosenstock et al.,, 2004). Tanto la repaglinida como la nateglinida son
metabolizadas principalmente por el higado; Por lo tanto, deben utilizarse con precaucion

en individuos con disfuncion hepética.

Las meglitinidas pueden ser una opcion apropiada para las personas mayores que
tienen habitos alimenticios irregulares, y aquellos que tienen eventos hipoglucémicos
frecuentes comparado con las sulfonilureas. Estas ventajas deben equilibrarse con el costo y
la adherencia, particularmente en individuos con pérdida de memoria, polifarmacia y riesgo

de hipoglucemia (repaglinida> nateglinida) (Stein et al., 2013).

1.1.6.1.3 Inhibidores de alfa-glucosidasa

Los inhibidores de alfa glucosidasas disponibles en México, Canada y Estados

Unidos, son la acarbosa (Figura 8) y el miglitol (Katzung, 1999).

N 0
61 HO OH
oHl o
HO OH
OHL o
H'om
OH “oH

Figura 8.Estructura quimica de la Acarbosa.
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El miglitol y la acarbosa reducen el incremento de glucosa posprandial (reduccion
de los picos glucémicos) al reducir la descomposicion y limitar la absorcion de
carbohidratos el intestino. Su efecto general sobre los niveles de HbAlc son una baja
reduccion entre 0.5-1% (5.5-11 mmol/mol). La administracion gradual de la dosis es crucial
para minimizar los efectos secundarios gastrointestinales, ya que los carbohidratos
residuales en la luz intestinal causan diarrea en el 25% de las personas que toman estos
farmacos. Los inhibidores de a-glucosidasa pueden mejorar con seguridad los niveles de
HbA1c en personas con sobrepeso que ya estan tomando metformina (Phillips et al., 2003).
Se asocian con menor aumento de peso asi como de menor frecuencia de hipoglucemia
comparado con las sulfonilureas, presentan un perfil de seguridad cardiovascular mejor que
otros agentes orales (Standl y Schenll, 2012). La hipoglucemia todavia puede ocurrir si
estos agentes se usan en combinacion con sulfonilureas o insulina. Es importante destacar
que, en este contexto, la glucosa debe ser administrada rapidamente porque la absorcion de
otros carbohidratos se retrasara como resultado de este medicamento. La acarbosa tiene una
absorcion sistémica minima, pero se produce algin metabolismo hepatico y existe potencial
para la hepatotoxicidad. La acarbosa estd contraindicada en individuos con enfermedad
hepéatica avanzada. Por el contrario, hasta un 50-90% de la dosis de miglitol puede ser
absorbida pero no se metaboliza en el higado. Miglitol se elimina a traves del rifidn, y por
lo tanto no debe utilizarse en personas con insuficiencia renal. Miglitol esta disponible en
algunos paises, como Estados Unidos y Canada, pero puede no estar disponible en varios
paises de Europa y Asia. Voglibosa es el agente mas reciente de esta clase, disponible en su

mayoria en Japon, y aunque se ha encontrado que es efectivo, se necesitan méas estudios.

1.1.6.1.4 Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2)

Los inhibidores del SGLT2 reducen la reabsorcion de glucosa en el tubulo proximal,
aumentando su excrecion en la orina, reduciendo asi las concentraciones plasmaticas de
glucosa [reduccién de HbAlc de 0.7-1.0% (7.7-11 mmol/mol)]. La reduccion de los niveles
de glucosa producida por los inhibidores del SGLT2 no depende de la accion de la insulina

ni afiade sobrecarga a las células B. Este enfoque terapéutico puede complementar las
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acciones de otros agentes, y puede ser eficaz incluso en la diabetes refractaria (Chen y
Leung, 2013). Los datos de los ensayos clinicos apoyan la seguridad general de los
inhibidores de SGLT2, pero todavia hay preocupaciones relacionadas con su impacto a

largo plazo sobre el riesgo cardiovascular y la carcinogenicidad (Burki, 2012).

Un ensayo clinico en individuos con diabetes tipo 2 con metformina demostré que,
en comparacion con la glimepirida afiadida, el tratamiento con canagliflozina proporciono
una mayor reduccion de la HbAlc y fue bien tolerado (Cefalu et al., 2013). Canagliflozina

y dapagliflozina (Figura 9) estan aprobados en los EUA, Europa y Australia.

Figura 9. Estructura quimica de la Dapagliflozina.

Aunque estos agentes ofrecen una gran oportunidad para la intervencion de la DM2
debido a su diferente sitio de accion, son nuevos en el &mbito clinico. La evaluacion
cuidadosa de las infecciones micéticas genitales y los eventos adversos osmoticos
relacionados (poliuria y polaquiuria) estd garantizada para adultos mayores (Valencia y
Florez 2014).

1.1.6.1.5 Anéalogos de la amilina

La Pramlintida es un analogo sintético de la amilina humana (Figura 10), una
hormona producida en las células a pancreaticas. Normalmente se co-secreta con insulina
en respuesta a carbohidratos y aminoacidos que en estado postprandial producen: (i)

supresion de la secrecion de glucagon; (ii) retraso en el vaciado gastrico; vy (iii) reduccion
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del apetito. Pramlintida esta indicado como un complemento a la insulina y puede resultar
en hipoglucemia grave debido a su capacidad para mejorar los efectos de la insulina
(VanDeKoppel et al., 2008)). Reduce los niveles de HbAlc en un 0.5-1% (5.5-11
mmol/mol) y, en contraste con la insulina, puede conducir a una pérdida de peso.
Pramlintida esta aprobado para su uso en los EUA, pero puede no estar disponible en otros

paises.

Amilina humana

Pramlintida
(25, 28, 29 Pro-h-amilina)

Figura 10. Estructura quimica de la Pramlintida.

1.1.6.1.6 Terapias incretinicas

La secrecion de insulina se estimula durante la absorcion de alimentos debido a la
liberacion de hormonas intestinales incretinicas: el péptido-1 similar al glucagon
(glucagon-like peptide 1, GLP-1) y el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa
(glucose-dependent insulinotropic peptide, GIP). Hasta un 50-70% de la liberacién de

insulina posprandial se debe al efecto incretinico. (Jérdar, 2014).

La terapia estéd centrada en prolongar el efecto de los agonistas del receptor de GLP-
1, pudiendose dividir en: potenciadores del GLP-1 (basicamente inhibidores de la DPP-IV

y quizéa en un futuro secretagogos del GLP-1) y GLP-1 miméticos (arGLP-1) (Figura 11).
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El papel tan importante que tiene la hormona GLP-1 en la regulacion de glucosa
estd limitado por dos obstaculos relevantes que reducen la vida media del GLP-1. El
primero es la accion de la dipeptidil-peptidasa IV (DPP-1V), que escinde un dipéptido de la
porcion N-terminal del GLP-1 exdgeno y endogeno (Deacon et al., 1995) y reduce la vida
media del GLP-1 exdgeno a menos de 2 minutos. Para evitar la degradacion por la DPP-1V
se han empleado agonistas del receptor de GLP-1 (arGLP-1) que incluyen moléculas
naturales resistentes a la DPP-1V (como Exendina-4), anélogos sintéticos del GLP-1 con
una sustitucion del segundo aminoacido por otro no reconocible por la DPP-IV (por
ejemplo, Albiglutida que contiene glicina o CJC-1131 con D-alanina como segundo
aminoacido) o analogos del GLP-1 conjugados con grandes moléculas que protegen el sitio
de clivaje por la DPP-IV (por ejemplo, liraglutida que contiene un &cido graso de 16
carbonos conjugado con albumina) (Cho et al., 2012; Cho et al., 2013). El segundo
obstaculo deriva de que incluso estos aARGLP-1 resistentes al ataque por la DPP-1V tienen
un importante aclaramiento renal por su relativamente escaso tamafio. La union a grandes
moléculas transportadoras favorece el escape al filtrado glomerular: la liraglutida forma
enlaces no covalentes con la albumina a través de la acilacion de la molécula con el &cido
graso palmitico, la albiglutida estd conjugada con albumina humana recombinante y la
dulaglutida, como ejemplo, estd conjugada a un fragmento Fc modificado de la
inmunoglobulina G (IgG4). Otra posibilidad es incorporar el ARGLP-1 resistente a la DPP-
IV a un polimero u otra estructura capaz de facilitar una liberacién sostenida, por ejemplo
la exenatida —derivado de la exendina-4— de liberacion sostenida (LAR, siglas del inglés
longacting release, en adelante exenatida semanal) puede administrarse semanalmente al
incorporarla en una suspensién de microesferas biodegradables (acido D, L-lactico-
glicolico). También se estan ensayando mini-bombas osmoticas del tamafio de un fésforo
para su implante subcutaneo que liberan de forma continua exenatida u otros ARGLP-1
(Cho et al., 2012; Cho et al., 2013).
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Terapias incretinicas

Potenciadores de incretinas Incretin-miméticos (Agonistas
(Inhibidores de la DPP-1V) del receptor del GLP-1)
v v v
Sitagliptina Vildagliptina Experimentales
Linagliptina Saxagliptina Secretagogo de
iDPP-1V No covalente iDPP-IV covalentee GLP-1
A\ 4 \ 4
Agonistas no peptidicos del receptor del GLP-1 Agonistas no peptidicos del receptor del GLP-1
TN ot
Liraglutida: Exenatida, lixisenatida:

\ 4

\ 4

Unidn no covalente a albumina Droga libre no unida

Albiglutida: Exenatida semanal:
Conjugacion covalente a albimina Asociada a polimero, de LAR.

\ 4

\ 4

Dulaglutida:
Conjugacion covalente con
fragmento Fc de 1gG4

\ 4

Figura 11. Clasificacion de las terapias incretinicas. DPP-1V, enzima dipeptidil-peptidasa I1V; GLP-
1, péptido-1similar al glucagén; iDPP-1V, inhibidores de la DPP-1V; 1gG4, inmunoglobulina G 4;
LAR, liberacion sostenida (del inglés long-acting release). Fuente: Jordar, 2014.

Los GLP-1 miméticos peptidicos se dividen a su vez en analogos basados en GPL-1
(glutidas) y analogos basados en exendina-4 (xenatidas). ElI uso de pequefias moléculas
orales con efecto agonista en el receptor del GLP-1 que pudieran imitar la via natural de
absorcion y distribucion se estd probando actualmente en animales (He et al., 2012). No
obstante, los potenciadores del GLP-1 mas investigados y empleados en la clinica son los
inhibidores de la DPP-IV, que aumentan las concentraciones de GLP-1 mediante la
inhibicion de su degradacion (Drucker, 2007). El incremento en GLP-1 que producen es

modesto —lo que justifica su menor potencia hipoglucemiante y su ausencia de beneficios
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sobre el peso— y no son especificos del GLP-1 al inhibir la degradacion de otros péptidos
sensibles a la DPP-IV como, por ejemplo, el péptido insulinotrépico glucosa- dependiente.
Otras vias de investigacion que buscan el aumento de la produccion enddgena de GLP-1
son la estimulacion de receptores acoplados a proteinas G como GPR119 o TGR5 que se

expresan en las células L productoras de GLP-1 (Thomas et al., 2009).

La parte de los inhibidores de la DPP-1V se abordara con mayor profundidad en el apartado
1.4.3.

1.1.6.2 Insulina

La diabetes es una enfermedad progresiva con pérdida continua de la funcion de las
células B, y como parte de la historia natural de la enfermedad, la insulina se requiere
cuando la dosis méaxima de los agentes no insulinicos no logra alcanzar el objetivo
personalizado para el individuo con DM2. Las personas mayores generalmente son
excluidas en los estudios clinicos con insulina. Mannucci et al. (2011) mencion6 un anélisis
de tres subgrupos que son los Unicos informes publicados que incluian individuos mayores.
Ellos encontraron que la adicion de insulina a los tratamientos orales es generalmente
segura y eficaz en la mejora del control metabdlico, con un bajo riesgo de hipoglucemia.
Sin embargo, esto puede no ser aplicable a todos los individuos, y la investigacion
adicional centrada en las personas mayores todavia se necesita para comprender mejor el
régimen de insulina adecuada necesaria para alcanzar las metas glucémicas y reducir al

minimo el riesgo de hipoglucemia.

La insulina es liberada a través de las células  pancreéticas en respuesta a diversos
estimulos, tales como: altas concentraciones de ATP, glucosa, manosa, leucina y arginina
(Katzung, 1999). De manera particular, la liberacion de insulina estimulada por glucosa es
resultado de un estado de hiperglucemia que incrementa los valores intracelulares del ATP,
que provoca el bloqueo de los canales de potasio dependientes de ATP (Katp). La

disminucion de la corriente eferente de potasio, a través de este conducto, origina la
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despolarizacion de las células B y apertura de conductos de calcio sensibles a cambios de
voltaje. EI aumento de calcio intracelular que se presenta desencadena la secrecion de la
insulina (Doyle y Egan, 2003), para que ésta se una a los receptores de membrana de sus
tres 6rganos blanco con el objetivo de introducir la glucosa a las células y, en caso de que
se presente exceso, almacenarla en forma de glucogeno. Al unirse la insulina a receptores
membranales en hepatocitos, provoca el incremento de la actividad de la glucégeno
sintetasa y su union a receptores de membrana en adipocitos y células musculares provoca
la exocitosis y activacion de los transportadores de glucosa, aumentando la captacion de
glucosa (Katzung, 1999; Silberberg y Van Breemen., 1990; Procks et al., 2002).

La insulina es inyectada por debajo de la piel y es absorbida rapidamente. Existen
varios tipos de insulina disponibles comercialmente y pueden ser clasificados de acuerdo a
la velocidad con la que ejercen su accion y el tiempo de permanencia en el torrente
sanguineo. Los tipos mas comunes de insulina son los siguientes: a) insulina de accién ultra
breve. Cuando la insulina (lispro) se inyecta por via subcutanea, se absorbe rapidamente
logrando concentraciones séricas méaximas en una hora. El tiempo 6ptimo de la aplicacion
preprandial de este tipo de insulina es de 20 a 60 min y en pacientes con DM1 que reciben
terapia intensa de insulina, permanece en torrente sanguineo de 4 al2 horas; b) insulina de
accion breve. La insulina regular esta asociada a zinc, es cristalina, soluble, de accion breve
y sus efectos son evidentes 30 min después de la inyeccion subcutanea y, por lo general,
permanece de 5 a 7 horas en el torrente sanguineo. Es particularmente dtil para el
tratamiento intravenoso en el manejo de la cetoacidosis diabética y cuando los
requerimientos de insulina cambian rapidamente, como después de una cirugia o durante
infecciones agudas; c) insulinas de accion intermedia y de accion prolongada. Estos tipos
de insulina al administrarse en forma subcutanea se absorben rapidamente con accidn
prolongada, alcanzando sus valores maximos plasmaticos entre la primera y tercera hora
después de la aplicacion y permanece en sangre por un periodo de 18-26 horas (Katzung,
1999).

Las terapias farmacoldgicas utilizadas actualmente para el control de la DM2, estan
basadas incluso en algoritmos matematicos que se basan en el conocimiento integral del

paciente, evolucion de la enfermedad, etc. (Inzucchi et al., 2015), el objetivo es hacer mas
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eficiente el uso de las terapias con las que actualmente se cuenta para mantener la glucemia
dentro de los niveles normales. Los planes alimenticos presentan una de las principales
vertientes para el buen funcionamiento de la terapia farmacologica, ya que dentro de los
alimentos se encuentran sustancias con diferentes actividades que pueden ademas de nutrir
mostrar efectos significativos a la salud, es por ello que durante afios se han estudiado
muchos componentes alimenticios con la finalidad de evidenciar su potencial sobre la

salud.

1.2 Amaranto

El amaranto pertenece a la orden Caryophyllales, a la familia Amaranthaceae, la
subfamilia Amaranthoideae y género Amaranthus (Grobelnik-Mlakar et al., 2009; Délano-
Frier et al., 2011). La familia Amaranthaceae tiene 70 géneros y mas de 80 especies. Las 3
principales especies que producen granos son Amaranthus hypochondriacus (nativo de
México), Amaranthus caudatus (nativo de Per() y Amaranthus cruentus (nativo de México
y Guatemala) (Milan-Carrillo et al., 2012b; Ldépez-Mejia et al., 2014). Es una planta
herbacea que se eleva de 0.3 a 5 metros de altura con un tallo erguido y una enorme
inflorescencia. Las principales partes de la planta de amaranto son raices, tallo, hojas,
inflorescencias y semillas (Kigel, 1994; Rastogi y Shukla 2013). El grano de amaranto fue
la base de la dieta humana en las civilizaciones precolombinas (Milan-Carrillo et al.,
2012a). Las civilizaciones Aztecas, Incas y Mayas usaban el amaranto en sus dietas (Pavlik
2012). A. hypochondriacus es la principal especie de amaranto cultivada en México desde
la época precolombina, donde los aztecas utilizaban el amaranto como alimento. Ademas,
usaban el amaranto en sus préacticas religiosas, y por eso, cuando los espafioles llegaron a
América, prohibieron el amaranto, ignorando sus caracteristicas nutricionales y agricolas.
Los espafioles prohibieron el amaranto porque las civilizaciones precolombinas lo usaron
durante sus eventos religiosos, mezclando el amaranto con la sangre humana, porque creian

que les daba fuerza (Borneo y Aguirre, 2008; Rastogi y Shukla, 2013).
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1.2.1 Importancia Agronémica del Amaranto

El grano de amaranto ha presentado interés en los ultimos 20 afios debido a sus
caracteristicas nutricionales y agricolas (Zapotoczny et al., 2006; Khandaker et al., 2010;
Velarde-Salcedo et al., 2013). El amaranto es una planta C4 (via de Hatch-Slack), lo que
significa que pierde menos agua por transpiracion y utiliza el dioxido de carbono (CO.) de
manera muy eficiente (Zapotoczny et al., 2006; Délano-Frier et al., 2011). La importancia
agronomica del amaranto radica en que es una planta de rapido crecimiento, tiene tolerancia
a las condiciones de sequia, puede crecer en suelos pobres y puede ser cultivada a lo largo
del afio (Brenner et al., 2000; Avanza et al., 2005). Estas caracteristicas hacen del amaranto
un cultivo importante que puede ser utilizado en regiones donde los cultivos
convencionales no pueden crecer. Hoy en dia, el amaranto se cultiva en muchas partes del
mundo, incluyendo Sudamérica, Africa, India, China y Estados Unidos (Aguilar et al.,
2013).

1.2.2 Calidad nutricional de las proteinas del amaranto

Las proteinas de origen animal como lo son del huevo, leche y carne son las mejores
fuentes de proteina debido a que son alta calidad. Sin embargo, tienen un alto costo y en
algunos casos producen algunas alergias o intolerancias. Las proteinas de origen vegetal
pueden sustituir las de origen animal parcial o totalmente. Las proteinas vegetales se
obtienen principalmente de semillas de leguminosas, cereales, oleaginosas y en baja
proporcién de hojas verdes. Las posibilidades de aprovechamiento en la industria de
alimentos dependen tanto de su resistencia al procesamiento como de la presencia de
compuestos anti-nutricionales en la fuente vegetal de interés (Tavano et al., 2008, Shevkani
etal., 2014).

Este grupo de proteinas se han clasificado y agrupado en términos de solubilidad
con el procedimiento de Osborne (1924) en: albuminas que se solubilizan en agua,

globulinas que son solubles en soluciones salinas diluidas, glutelinas que son solubles en
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soluciones &cidas y alcalinas, y prolaminas que se solubilizan en etanol, o segln su funcién

en: estructurales, de defensa o de almacenamiento.

La funcion biologica de las principales proteinas vegetales que se explotan
comercialmente es formar parte del endospermo de la semilla, a la que nutren durante la
germinacion y desarrollo, procesos durante los que se modifican los niveles de las
diferentes proteinas. EI grupo proteinico preponderante varia de acuerdo al grupo de plantas
del que se trate: en el caso de los cereales dominan las glutelinas, en las leguminosas las

globulinas (Tovar-Peérez, 2012).

El grano de amaranto es fuente proteinica de alta calidad con un excelente balance
de aminoéacidos, mejor que el de los cereales y algunas leguminosas (Shevkani et al., 2014).
El contenido de proteina de los granos de amaranto ha sido reportado entre un 13% a 19%,
ademas presenta una alta digestibilidad (90%), estas proteinas se encuentran en el embrién
(65%, localizado en los 2 cotiledones) y s6lo el 35% en el endospermo (Figura 12),
mientras que en otros granos las proteinas se encuentran en el endospermo y son mas

pobres en aminoacidos esenciales (Grobelnik-Mlakar et al., 2010).
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Figura 12. Semilla de amaranto en secciones: transversal (A) y longitudinal (B) vistas en un
microscopio dptico. Fuente: Irving et al. (1981).
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Las proteinas del amaranto son ricas en lisina que van de 4.9 a 6.1 g de Lys/100 ¢
de proteina, aminoacido limitante en los cereales (Grobelnik-Mlakar el al., 2009). La
proteina de amaranto también es una buena fuente de triptéfano y aminoécidos que
contienen azufre, que normalmente son limitantes en otros granos (Morales de Leon et al.,
2005; Awasthi et al., 2011). En el Cuadro 4 se muestra una comparacion de la composicién
de aminoécidos de diferentes especies de amaranto y algunos otros cultivos tales como
maiz, trigo y avena (Senft, 1979; Betschart et al., 1981, Becker et al., 1986; Sanchez-
Marroquin et al., 1986 , Dodok et al., 1997). La composicién equilibrada de aminoacidos
del amaranto se aproxima al patron éptimo de referencia de proteinas en la dieta humana

segun los requerimientos de la FAO/OMS.

Cuadro 4. Concentraciones de aminoacidos esenciales en granos de diferentes especies de
amaranto en comparacién con otros cultivos

Aminoacidos (g/100 g de proteina)

Fuente de proteina Trp  Met/Cys  Thr lle Val Lys Phe/Tyr Leu AALA AAE®

FAO/OMS (1973) 1 35 4 4 5 55 6 7 - -
Amaranto (promedio)? 1.3 4.4 2.9 3 3.6 5 6.4 4.7 67 87
A. cruentus® - 41 34 36 42 5.1 6 5.1 84 89
A. cruentus® 0.9 4.6 3.9 4 4 6 7.9 6.2 88 95
A. cruentus® - 4.6 3.9 4 45 6.1 8.5 6.1 87 96
A. caudatus® 11 49 4 4.1 4.7 5.9 8.1 6.3 90 98
A. hypochondriacus® 1.8 4.6 3.3 2.7 3.9 5.9 8.4 4.2 34 88
A. cruentus® 1.4 4.1 3.4 3.6 4.2 5.1 6 5.1 73 91
Amaranto (promedio)*® 1.3 45 3.5 3.6 4.2 5.6 7.3 54 75 91
Cebada® 1.2 3.2 3.2 4 4.7 3.2 8.2 6.5 83 97
Trigo sarraceno? 14 3.7 3.9 3.8 52 5.9 5.8 5.8 83 97
Maiz? 0.6 3.2 4 4.6 5.1 1.9 10.6 13 35 86
Avena? 1.2 3.4 31 438 5.6 34 8.4 7 62 92
Arroz? 1 3 37 45 6.7 3.8 9.1 8.2 69 94
Soya? 1.4 3.1 3.9 5.4 5.3 6.3 8.1 7.7 89 98
Trigo? 1.2 3.5 27 41 4.3 2.6 8.1 6.3 47 86

Fuentes: Senft (1979); PBetschart et al., (1981); Becker et al., (1986); 9Dodok et al., (1997); ¢Sanchez-Marroquin et al.,
(1986). A = valor relativo de aminodcidos limitantes segun los requerimientos de la FAO/OMS. B = valor relativo de
aminoéacidos esenciales segun los requerimientos de la FAO/OMS. Adaptado de Grobelnik Mlakar et al., (2009).
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La combinacion de harina de amaranto y maiz en una proporcion de 50:50 casi
alcanza la puntuacion de 100 (Grobelnik-Mlakar et al., 2009; Rastogi y Shukla 2013).
Ademas, las proteinas de amaranto no contribuyen a intolerancias o reacciones alérgicas en
personas con enfermedad celiaca o intolerancia al gluten, debido a que el amaranto es un

grano sin gluten (Alvarez-Jubete et al., 2010).

1.2.3 Biopéptidos presentes en el grano de amaranto.

Existen estudios en los cuales se reportan a péptidos con actividad bioldgica
encontrada en el grano de amaranto. Silva-Sanchez et al. (2008), publicaron un estudio
teorico donde muestran que existen secuencias peptidicas en el grano de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus) en la fraccion de glutelinas, que pueden tener actividad de:
inhibidores de enzimas (ECA, DPP-1V), antihipertensivas, antioxidante, neuropéptidos, etc.
Mostrando una frecuencia de aparicion de estas secuencias en un mayor porcentaje en
inhibidores de enzimas y de particular interés de serin proteasas, por lo que de acuerdo a
dichas secuencias los autores proponen que estos péptidos podrian inhibir a la enzima
dipeptidil peptidasa IV, debido a que se encontrdé una frecuencia de apariciébn mayor en

péptidos con actividad antihipertensiva.

Tovar-Peréz et al. (2009) encontraron fracciones péptidicas de globulina y
albdmina-1, con capacidad para inhibir a la enzima convertidora de agiotensina | (ECA) en
granos de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.), con esto se prueba que estos
péptidos poseen actividad antihipertensiva que puede servir como coadyuvante en el

tratamiento de la hipertension.

La Figura 13 muestra las diferentes proteinas de amaranto reportadas en la base de
datos UniProt y su actividad bioldgica, asi como la frecuencia de ocurrencia de péptidos
para cada actividad bioldgica. La actividad del inhibidor de la ECA (enzima convertidora

de la angiotensina) y la actividad del inhibidor de la DPP-IV fueron las actividades mas
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recurrentes presentes en las proteinas de amaranto, con una frecuencia de aparicion A =
0.161-0.362 y 0.003-0.087 respectivamente (Montoya-Rodriguez et al., 2015).
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Figura 13. Posibles secuencias bioactivas en proteinas de amaranto encontradas después de realizar una
prediccidn cientifica de péptidos bioactivos presentes en proteinas de amaranto (in Silico). En primer lugar, se
identificaron las secuencias de proteinas y luego se evaluaron los perfiles de péptidos activos utilizando la
base de datos http://www.uwm.edu.pl/biochemia. La frecuencia de aparicion (A) de fragmentos bioactivos
con una actividad particular se calculé mediante la ecuacién: A =a/ N, donde "a" es el nimero de fragmentos
formadores de residuos de aminodcidos con actividad dada en proteina y "N" es El nimero de residuos de
aminoacidos de la proteina. Leyenda de la proteina: A = inhibidor de la alfa-amilasa; B = inhibidor de
tripsina; C = proteina antimicrobiana; D = proteina 1 de transferencia de lipidos no especifica; E = superoxido
dismutasa [Cu-Zn]; F = proteina dedo de zinc RING; G = prosistemina; H = Cistatina; | = proteina de semilla;
J = Glucosa - 1 - fosfato adenililtransferasa; K = Glucosiltransferasa; L = poliamina oxidasa; M = proteina de
almacenamiento globulina 11S; N = almidén sintasa | unida a granulos; O = Acetolactato sintasa. Fuente:
Montoya-Rodriguez et al., 2015.

1.2.4 Inhibidores de serin proteasas en el grano de amaranto.

Existen proteinas que funcionan como inhibidores de proteasas, estas se encuentran
presentes en grandes cantidades en la mayoria de las semillas de plantas, y se ha observado
que actuan como metabolitos secundarios contra las proteasas digestivas de las larvas de
insectos y/o plagas microbianas. Muchos de estos inhibidores son, potencialmente, factores

antinutricionales inactivando proteinasas del pancreas de animales superiores (Ryan, 1990).
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El inhibidor de la familia I de inhibidores de serin proteasa nombrado asi por ser
descubierta en la papa (Laskowski y Kato, 1980), se encuentra ampliamente distribuida en
semillas y tejidos vegetales de muchas familias de plantas, incluidas las Solanaceas
(Wingate et al., 1989 y Graham et al., 1985), Leguminosas (Svendsen et al., 1984 y
Nozawa et al., 1989), Cucurbitaceas (Krishnamoorthi et al., 1990 y Ogata et al., 1991) y
Gramineas (Boisen et al., 1981; Williamson et al., 1988 y Svendsen et al., 1982). La
familia también incluye un inhibidor en los animales sanguijuela Eglin (Seemuller et al.,
1980). La estructura tridimensional de Eglin y el inhibidor de la cebada (CI-2) se han
resuelto, ambos en solucion y cristales (Bode y Huber, 1992), y la interaccién con enzimas
se ha estudiado en detalle, utilizando complejos entre los inhibidores nativos y proteasas,
incluyendo subtilisina y quimotripsina (Heinz et al., 1992 y Jandu et al., 1990). Tanto Eglin
y CI-2, la mayoria de los inhibidores de la familia I, tienen residuos hidrofobicos (Met, Leu
0 Ala) en la posicion P1, que es considerada la posicion de interaccion entre el inhibidor y
la proteasa respectiva (Laskowski y Kato, 1980). La existencia de inhibidores de serin
proteasas, ya ha sido reportada (Wingate et al., 1989 y Krishnamoorthi et al., 1990) los
inhibidores tienen Lys en esta posicion (P1) y como era de esperarse son los inhibidores de

tripsina, pero su perfil de inhibicidn no se ha caracterizado.

Hejgaard et al., (1993) reportaron el hallazgo de un nuevo miembro del inhibidor de
la papa perteneciente a la familia I de las serin proteinasas. Este inhibidor se conoce como
ATSI (por sus siglas en inglés de Amaranth trypsin/subtilisin inhibitor) y fue aislado de
Amaranthus caudatus L. ATSI tiene un pl= 8.3 y un masa molecular de 7887 Da que
contiene 69 aminoacidos y muestra una semejanza del 33.51% con miembros de la familia |

de inhibidores de otras familias de plantas.

Estudios realizados por analisis in silico por Silva-Sanchez et al. (2008) y Montoya-
Rodriguez et al., (2015) en el grano de amaranto han mostrado la identificaron secuencias
de péptidos bioactivos en las fracciones de albumina-1, globulina y glutelina, donde por
simulacion con enzimas gastricas, se mostraron secuencias con actividad inhibitoria
enzimatica, estas secuencias fueron encontradas en la base de datos UniProt; donde se
encuentran secuencias de diversas proteinas del grano de amaranto y a su vez fueron

evaluados utilizando la base de datos de BIOPEP para determinar el potencial bioactivo de
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los péptidos. Dentro de estas secuencias encontraron las que pueden inhibir la actividad de
la enzima dipeptidil peptidasa 1V (DPP-1V). La enzima DPP-IV es una serin proteasa que
modula la actividad bioldgica de varios péptidos, entre los mas importantes estan: péptido 1
analogo al glucagon (GLP-1) y el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP)
(Stephen et al., 2005).

1.3 Dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V).

La enzima DPP-IV (EC 3.4.14.5, también DP 4, CD26, DPP IV, DPP-1V o DPP-4)
fue descubierta en la década de los 60°s como una aminopeptidasa (Hopsu-Havu y Glenner,
1966). En la década de los 70°s, la enzima sirvid inicialmente como una proteina modelo
para el estudio del mecanismo catalitico de serin peptidasas y para la investigacion
especifica de los enlaces peptidicos con prolina (Demuth y Heins, 1995). En la década de
1980, se descubri6 el potencial de la enzima para convertir péptidos bioactivos in vitro, que
intensifico la busqueda de su funcién in vivo (Yaron, 1987). En la década de los 90"s se
caracterizd por numerosos estudios sobre el papel de la DPP-1V, en la respuesta inmune, en
particular, sobre la activacion de células T, la transduccion de sefiales y la proliferacion de
células T (Fleischer, 1994; Ulmer et al., 1992 y Schon et al., 1984).

Se observd que la DPP-1V degradaba al péptido-1 similar al glucagon (GLP-1) y el
péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP), hormonas llamadas incretinas, que
tienen la funcion de regular los niveles de glucosa a través de la estimulacién de insulina
después de una carga oral de glucosa y reduciendo la liberacion de glucagon (Demuth et
al., 2005). Fue el descubrimiento del papel de la enzima en la homeostasis de la glucosa
que acelero el disefio de los posibles agentes farmacoldgicos para el tratamiento de la mas
importante de las enfermedades metabdlicas, la diabetes mellitus tipo 2, y condujé a la
primera solicitud de patente para el uso de inhibicion de la DPP-IV con el fin de reducir los

niveles de glucosa en la sangre (Pauly et al., 1996).
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1.3.1 Funcion de la DPP-1V

La DPP-IV funciona como una serin proteasa que se une a un dipéptido de una
cadena polipeptidica que contiene una prolina o alanina en la penultima posicion del
extremo amino terminal. Los péptidos con residuos distintos a Pro o Ala en la penultima
posicién también pueden ser sustratos de la DPP-1V pero de baja afinidad. En contraste, la
DPP-1V no es selectiva con respecto a los residuos N-terminal y muestra algo de
discriminacion de varios residuos del lado principal. Una serie de péptidos biologicamente
importantes son sustratos de la DPP-1V in vitro (Stephen et al., 2005), en la Figura 14 se
muestran los principales procesos fisiologicos afectados por la DPP-1V, uno de los eventos
asociados a la inhibicion de la DPP-IV es la estabilizacion del neuropéptido Y, lo cual
implica a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC) que se muestre una reduccion
significativa en el comportamiento de ansiedad en los animales de experimentacion (Karl et
al., 2003).

Cardiovascular
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Figura 14. Procesos fisioldgicos que son afectados por la actividad de la DPP-1V (Demuth et al.,
2005).
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Los sustratos naturales de DPP-1V incluyen quimiocinas, citocinas, endomorfinas,
hormonas de la familia de polipéptidos pancreaticos y casi todos los péptidos de la familia
de PACAP/glucagon. Es de particular interés que la modulacion de la actividad de la DPP-

IV esté implicada en la homeostasis de glucosa y la activacion y proliferacion de células T.

Debido al impacto que ha tenido la funcién regulatoria de las hormonas incretinas
(GLP-1y GIP) por la DPP-1V, se ha buscado una gran cantidad de farmacos para inhibir su

actividad y dar una mayor vida media a las hormonas antes mencionadas.

1.3.2 Estructura de la DPP-1V

DPP-1V es una glicoproteina de 110 kDa expresada en la superficie celular y
distribuida ampliamente en todo el cuerpo. La DPP-IV es un homodimero funcional. La
secuencia de consenso para DPP-1V es G-W-S-Y-G (Gly-Trp-Ser-Tyr-Gly) y el sitio
catalitico estd formado por Ser630, Asp708 y His740 (Figura 15). Se ha demostrado que el
estado de glicosilacion de la enzima no es importante para la actividad enzimatica, la
dimerizacion, y la fijacion adenosina desaminasa (Stephen et al., 2005). El sitio catalitico
estd ubicado en una cavidad entre el dominio o/f hidrolasa y un dominio de ocho hojas

hélice.

(b) Asp708

‘ff a ; :’ {
ﬁujofs
%‘ Glu205 | ”l)
’ ®

Figura 15. (a) Estructura tridimensional de la DPP-1V, (b) Residuos del sitio activo, destacando la
orientacion de la triada catalitica Ser-His-Asp y la presencia de Glu-Glu que es necesario para la
seleccion con el dipéptido y la interaccidn con inhibidores (Stephen et al., 2005).
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Un complejo de la DPP-IV vy el inhibidor de la Valpirrolidida demuestran que dos
glutamatos (Gluz0s-Gluzoe) en el sitio activo desempefian un papel importante en la union
del sustrato mediante la formacion de un puente salino con el N-terminal de un sustrato

péptidico.

1.4 Incretinas.

1.4.1 Péptido-1 similar al glucagon (GLP-1)

El descubrimiento en la década de los 80’s de que en los mamiferos ademas del
glucagén se encontraba otra hormona con un secuencia peptidica similar a este, hizo que lo
nombraran proglucagén, por lo que se inici6 la busqueda de la funcién bioldgica de estos
péptidos adicionales, y se demostro que el GLP-1 era probablemente el mas potente agente
insulinotropico, por lo que el interés crecié en forma explosiva. Se ha demostrado que
GLP-1 se libera en respuesta la ingesta de nutrientes por via oral y actia como hormona
incretina, estimulando la secrecion de insulina inducida por los alimentos. Desde el afio de
1992 se demostrd que el GLP-1 es también eficaz en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(Deacon y Holst, 2002). EI GLP-1 es un péptido de 20 6 31 aminoacidos, derivado de una
proteina mayor (proglucagon), que se secreta por las células L, localizadas sobre todo en la
porcion distal del tubo digestivo (ileon y colon) (Kim y Egan, 2008).

GLP-1 ha demostrado su eficacia en los diabéticos, pero tiene una vida fisiologica
muy corta (t2 ~ 2 min) debido a que la DPP-1V hidroliza el péptido activo (7-36 amida o
7-37) transformandolo en una forma inactiva (9-36 amida o 9-37). La investigacion intensa
en la industria farmacéutica tiene por objeto descubrir y desarrollar andlogos estables de
GLP-1, agonistas exdgenos de la GLP-1 o moléculas pequefias inhibidores de DPP-1V tales

como péptidos (Stephen et al., 2005).
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La union del GLP-1 a su receptor especifico en células  pancreéticas conduce a la
activacion de la adenilato ciclasa y produccion de cAMP. Posteriormente, el GLP-1
estimula la secrecion de insulina a través de mecanismos que incluyen lo siguiente: (1)
inhibicion directa de los canales Katp, 10 que conduce a la despolarizacion de la membrana
celular; (2) aumento intracelular de los niveles de Ca?" resultantes de la afluencia
dependiente de GLP-1 sobre el Ca®" extracelular a través de canales propios para Ca®*
dependientes de voltaje por lo que se muestra una activacion de canales catiénicos no
selectivos y la movilizacion de almacenes de Ca?* intracelulares; (3) aumento en la sintesis
de ATP mitocondrial, que conducen a la despolarizacion de la membrana; (4) cierre de los
canales K* (Kv) dependientes de voltaje y consecuentes reducciones de las corrientes Kv,
impidiendo asi la repolarizacion de las células B; y (5) efectos directos sobre la exocitosis
de los granulos de almacenamiento de insulina de células p que producen aumentos en
ATP y Ca?* intracelular (Baggio y Drucker, 2007).

En la Figura 16 se muestra la fisiologia y accion del GLP-1, donde se puede
observar la accién bioldgica de esta hormona intestinal y tanto en personas sanas como en
aquellas con diabetes mellitus tipo 2 la concentracion del GLP-1 aumenta su secrecion tras
la ingesta de alimentos y provoca una inmediata respuesta en el pancreas, estimulando la
secrecion de insulina dependiente de glucosa e inhibiendo la de glucagdn. Ademas, el GLP-
1 estimula la sintesis de insulina y sobre las células B tiene efectos tréficos promoviendo su
crecimiento, proliferaciéon y posterior diferenciacion, asi como su regeneracion. También
hay que considerar otras acciones de GLP-1 como la reduccion de la secrecion acida del
estomago Yy la disminucién de su vaciado, a nivel de SNC reduce el apetito asi como la

ingesta de agua (Brubaker y Drucker, 2004).
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Figura 16. Fisiologia de la secrecién y accion del GLP-1 sobre sus receptores en diferentes 6rganos
y tejidos. SNC = Sistema Nervioso Central; Gl: gastrointestinal (Campbell, 2011).

1.4.2 Péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP)

El GIP es un péptido de 42 aminoéacidos, derivado de una proteina mayor (ProGIP),
que se secreta por las células enddcrinas K, presentes sobre todo en la porcion proximal del
intestino (duodeno y yeyuno proximal) (Kim y Egan, 2008). Para GIP solo se ha
encontrado una funcion bien establecida que es estimular la secrecion de insulina en las

células B, en respuesta a la ingestion de nutrientes (Ahrén, 2003).
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A nivel del pancreas el GIP potencializa la secrecion de insulina dependiente de la
glucosa se manera anéloga al GLP-1 e incluyen aumentos en cCAMP, inhibicion de canales
Kate, aumentos de Ca®* intracelular asi como la estimulacion de exocitosis. La
estimulacion de la secrecion de insulina por GIP estd mediada por la activacion tanto de
cAMP/PKA como de cAMP/Epac2, ademas de fosfolipasa A2 y vias de sefializacion de
proteina quinasa especificas. (Kim et al., 2005). A nivel del SNC GIP induce la
proliferacion de células progenitoras del hipocampo de forma in vivo, en animales de
experimentacion, ratones transgénicos que sobreexpresan la GIPR exhiben una
coordinacion sensoriomotora mejorada y memoria de reconocimiento en comparacion con
ratones de tipo salvaje. Por lo tanto, la accién GIP en el SNC puede desempefar un papel
en la proliferacion de células progenitoras neurales y modificacion del comportamiento
(Nyberg, 2005). En el tejido adipocitario se ha observado que la ingestion de grasa es un
potente estimulador de la secrecion de GIP en los seres humanos y los niveles plasmaticos
de GIP se incrementan en algunos individuos obesos. Los efectos anabolicos del GIP en la
grasa incluyen estimulacion de la sintesis y reesterificacion de acidos grasos, aumento de la
incorporacion de acidos grasos a triglicéridos estimulado por insulina, regulacion positiva
de la sintesis de la lipoproteina lipasa y reduccion de la lipélisis estimulada por glucagon
(Gault et al., 2005). Zhong et al. (2007) mostraron que el GIP estimula el aumento de
cAMP y los niveles de Ca?* intracelular en los osteoblastos cultivados y estos efectos se
relacionan con la nueva formacién 6sea, incluyendo los aumentos de la actividad fosfatasa
alcalina y colageno tip6-1 ARNm, la masa 6sea fue mayor en los ratones transgénicos que
sobreexpresan GIP en comparacion con los controles de tipo salvaje, ademas se encontro
que el GIP también aumenta la densidad mineral 6sea en ratas (Figura 17).
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Figura 17. Fisiologia de la secrecion y accion del GIP en diferentes drganos y tejidos (Baggio y
Drucker, 2007).

Las acciones reguladoras de la glucosa del GLP-1 y el GIP estan mediadas por la
unién y activacion a sus respectivos receptores (GLP-1R y GIP-R), localizados en diversos
tejidos, incluidas las células alfa y beta de los islotes pancreéaticos (Gautier et al., 2005).

Durante el ayuno, las concentraciones plasmaticas de GLP-1 y GIP son bajas; sin
embargo, la secrecion de GLP-1 y GIP aumenta rapidamente tras la ingestion de una
comida. Después de ser secretados, el GLP-1 y el GIP son metabolizados rapidamente por
la enzima DPP-IV. La vida media plasmatica de estas incretinas es breve (alrededor de 2
minutos para el GLP-1 intacto y hasta 5 minutos para el GIP). Tras esta rapida degradacion,

los metabolitos del GLP-1y el GIP se eliminan por el rifion (Gautier et al., 2005).
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1.4.3 Inhibidores de la DPP-1V: efecto incretina

Debido a la funcion bioldgica que presentan las incretinas (GLP-1 y GIP) se ha
buscado prolongar su vida media, para ello se han desarrollado moléculas con capacidad de
inhibir la DPP-1V (o gliptinas) con diferentes estructuras quimicas (Figura 18) pero igual
mecanismo de accion, asi como fisiologia de accidn fisiolégica primaria (Cuadro 5). Estos
agentes inhiben la degradacion del polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa
(GIP) y del péptido-1 similar al glucagén (GLP-1), y por tanto, potencian la secrecion de
insulina dependiente de la glucosa (Figura 19). Los inhibidores de la DPP-IV inhiben la
actividad de DPP-IV casi al 100% in vitro, manteniendo una inhibicion del 80% durante
todo el periodo de tratamiento in vivo, prolongando asi la semivida de GLP-1 y reduciendo
significativamente la HbAlc en general entre 0.7-0.8%, asi la glucemia en el ayuno y
posprandial. Existen diversos estudios sobre el riesgo en la administracion de los
inhibidores de la DPP-1V, sin embargo estos estudios no presentan evidencia significativa

debido al nimero de pacientes en dichos estudios.

HO

Figura 18. Estructuras quimicas de inhibidores de la DPP-1V a) sitagliptina y b) vildagliptina

Un ensayo amplio que incluyo a la saxagliptina un inhibidor de la DPP-IV mostro
que no existia riesgo o beneficio cardiovascular global (aunque el seguimiento fue corto,
ligeramente mas de 2 afios) en comparacion con placebo. Sin embargo, ocurrieron mas
hospitalizaciones por insuficiencia cardiaca en el grupo de terapia activa (3.5% vs. 2.8%, P
= 0.007) (Scirica et al., 2013). Alogliptina, otro inhibidor de la DPP-1V, tampoco presento

un riesgo cardiovascular excesivo demostrable en un periodo ain més corto (18 meses) en
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pacientes de alto riesgo (White et al., 2013b). Una base de datos mas amplia de
interrogacion no evidencié ninguna sefial de enfermedad cardiovascular o insuficiencia
cardiaca (White et al., 2013a; White et al., 2013b). Otros ensayos estan en curso, y hasta
que los resultados de estos se muestren, esta clase probablemente deberia utilizarse con
cautela, sobre todo, en pacientes con insuficiencia cardiaca preexistente. Un area de
preocupacion con esta clase de medicamentos, asi como la otra categoria basada en las
incretinas, por ejemplo los agonistas del receptor del péptido-1 similar al glucagon (GLP-
1), ha sido la seguridad pancreética lo que respecta a un posible desarrollo de pancreatitis
como a la neoplasia pancreéatica. Las pautas de prescripcion para estos farmacos incluyen
precauciones sobre su uso en individuos con antecedentes de pancreatitis. Si bien esto es
razonable, los datos emergentes de grandes conjuntos de datos de observacion (Egan et al.,
2014), asi como de dos grandes ensayos cardiovasculares con inhibidores de la DPP-IV
(Scirica et al., 2013; White et al., 2013b), no han encontrado tasas estadisticamente

aumentadas de enfermedad pancreatica.

Cuadro 5. Propiedades de los inhibidores de la DPP-IV disponibles en América y Europa,
utilizados para el tratamiento de pacientes con DM2.

Clase Compuesto Mecanismo Accion Ventaja Desventajas Costo”
de accién fisioldgica
primaria
Inhibidores e  Sitagliptina Inhibe la e 7Secrecionde e No causan e Angioedema / Alto
dela e Vildagliptina®  actividad de insulina hipoglucemia urticaria y otros
e Saxagliptina DPP-1V, (dependiente efectos
DPP-IV o Linagliptina  incrementando de laglucosa) e Bien dermatolégicos
o Alogliptina las tolerados mediados por el
concentracione e | Secrecion de sistema inmune
s de incretina glucagon o Pancreatitis aguda*
activa (dependiente e THospitalizaciones
postprandial de la glucosa) por insuficiencia
(GLP-1, GIP) cardiacat

* El costo se basa en el miembro més bajo de la clase de hipoglucemiantes orales. T Sin licencia en los EUA. {Desventajas
que se encuentran en fase experimental. Fuente: Inzucchi et al., 2015.
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Los inhibidores de la DPP-IV utilizados para el tratamiento de la DM2 son bien
tolerados, sin aumento de peso y muestran pocos efectos adversos, y de particular interés,
no aumentan los episodios hipoglucémicos, ya que su mecanismo de accién es dependiente
de la glucosa posprandial. Aunque diferentes por su estructura quimica y propiedades
farmacocinéticas, los inhibidores de DPP-1V actualmente disponibles han demostrado una

eficacia similar de disminucion de la glucosa (Duez et al., 2012).

T Captacion de
glucosa por los
tejidos periféricos

Dependiente de glucosa

Ingestion de T Insulina (Efecto:
alimentos GLP-1y GIP)
incretinas activas ‘
GLP-1y GIP

Dependiente de
DI =H\VA —> glucosa

 Glucagén
(Efecto: GLP-1)  Produccién

GLP-1y GIP hepatica de glucosa

Inactivos

Figura 19. Efecto incretina estimulado por accion de las incretinas y su efecto en la glucemia
posprandial (Campbell, 2011).

En general, el uso de cualquier farmaco en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
debe equilibrar una eficacia en la disminucion de la glucemia, los perfiles de efectos
secundarios, la anticipacion de beneficios adicionales, el costo y otros aspectos practicos de
la atencion, como el programa de dosificacion y los requisitos para la monitorizacion de la
glucosa, son parametros que se deben evaluar con la finalidad de que el paciente muestre

una mejor calidad de vida.
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1.4.3.1 Inhibidores de la DPP-1V en alimentos

En la literatura se ha informado a traves de analisis “in silico” la presencia de
péptidos inhibidores de la DPP-IV en proteinas de origen alimentario como las proteinas
del suero de leche (Tulipano et al., 2011; Tulipano et al., 2012), caseinas de la leche de
vaca, colageno de la carne de bovinos y colageno del salmén (Lacroix y Li-Chan, 2012b);
asi como los que se han obtenido por hidrélisis enziméatica de proteinas de la leche
(Gunnarsson et al., 2006; Lacroix y Li-Chan, 2012a), salvado de arroz (Hatanaka et al.,
2012), atin (Huang et al., 2012), amaranto (Velarde-Salcedo et al., 2013), gelatina de piel
porcina (Huang et al., 2014) y frijol (Mojica y Gonzélez de Mejia, 2015).

Se han utilizado muchas proteasas con la finalidad de producir péptidos con la
capacidad de inhibir a la DPP-1V. Incluyendo proteinasas de grado alimenticio tales como
Alcalasa, Flavourzima y Protamex derivadas de microorganismos, asi como enzimas
obtenidas a partir de animales (pepsina, tripsina, corolasa PP) y plantas (papaina, proteasa
de calabaza). Ademas, también se ha informado que las digestiones de proteinas producidas
por digestion gastrointestinal simulada in vitro son capaces de inhibir la actividad de DPP-
IV, lo que sugiere que los péptidos inhibidores de DPP-IV pueden generarse in vivo
durante el proceso de digestion.

En la Figura 20 se muestra una la efectividad de diversos hidrolizados proteinicos
obtenidos por hidrdlisis de proteinas de la leche, de origen animal y vegetal, donde se
puede apreciar que de forma in vitro los hidrolizados van a mostrar mayor o menor
potencia y esto dependera del sitio de corte de la enzima utilizada para su generacion, los
péptidos que muestran un alto potencial de inhibicion son los derivados de la hidrolisis de
la a-lactoalbdmina con pepsina obteniendo un valor de ICso de 0.01 mg/mL, Jamén seco-
curado mostrd un valor de 1Cso de 0.75 mg/mL, estos péptidos generados propiamente por
el proceso de fermentacion del producto y dentro de los péptidos de origen vegetal el frijol
blanco (Phaseolus vulgaris) ha mostrado valores de ICso de 0.15 mg/mL (Lacroix y Li-
Chan, 2016) lo que indica que los péptidos mas potentes, son los encontrados en la leche,

sin embargo las proteinas de origen animal son de un valor econémico elevado si se
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comparan con las obtenidas de fuentes de proteinas de origen vegetal como lo son las de los

frijoles.

BSA [Pepsina] A
Ceseina [Trypsina]
Caseina [Preparacion GI]
a.-Lactoalbimina [Pepsina]
Lactoferrina [Pepsina]
[B-Lactoglobulina [Pepsina]
B-Lactoglobulina [Pepsina/Tripsina]
WP [Preparacion Gl]
WPC [Tripsina]

WP [Termoasa PC10F]

Gelatina de ovino [Esperasa 0.8L] B
Gelatina bovina [S. colagenasa]
Colégeno de patas de pollo [S. colagenasa]
Jamén seco-curado
Lisozima de huevo [Alcalasa]
Gelatina de escama de pez [S. colagenasa]
Colageno de cerdo [S. Colagenasa]
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Quinoa [Papaina]
Salvado de arroz [Umamizima G]

Soya [Promod]

0o 05 1 15 2 25 3 35
IC50 (mg/mL)

Figura 20. Ejemplos de hidrolizados de proteinas de: leche (A), origen animal (B) y plantas (C) que
reportaron tener actividad inhibidora in vitro de DPP-IV. BSA, albimina de suero bovino; Gl,
gastrointestinal; S. colagenasa, colagenasa de Streptomyces; WP, proteina de suero; WPC, concentrado
de proteina de suero; WPI, aislado de proteina de suero. Fuente: Lacroix y Li-Chan, 2016.
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2. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad cronica de distribucion mundial, con
elevada morbilidad y mortalidad. El tratamiento primario consiste en mantener la glucemia
en limites normales, con hemoglobina glucosilada (HbALlc) del 6 al 7%, sin efectos
adversos como hipoglucemia. Actualmente existe una terapéutica que ha demostrado ser
eficiente e inocua en la mayoria de los casos, pero solo en forma temporal debido al curso
progresivo de la enfermedad. Los medicamentos son conocidos como inhibidores de DPP-
IV, que impiden la degradacién de la incretinas, péptido-1 similar al glucagén (GLP-1) y al
péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP). Estas hormonas tienen efectos
benéficos en el control glucémico a través de efectos pancreaticos (funcion y masa celular)

y extrapancreéticos (reduccion del apetito y mayor captacion de glucosa).

En el grano de Amaranthus caudatus L. se ha identificado y caracterizado un
inhibidor de serin proteasas conocido como ATSI (amaranth trypsin/subtilisin inhibitor),
mientras que en un hidrolizado triptico de albumina-1, globulina y glutelina de Amaranthus
hypochondriacus se identificaron péptidos y tripéptidos que tedricamente tendrian la
capacidad de inhibir la actividad de la DPP-1V, sin embargo este tipo de estudios solo se
han realizado de forma in vitro hasta el momento no existen pruebas in vivo, por lo que es
necesario evaluar las actividades ya mencionadas en diversos modelos in vivo para los
péptidos generados por hidrolisis enziméatica de las diferentes fracciones del grano de

amaranto, asi como conocer la forma en la cual causan dicha inhibicién enzimatica.

Con lo que se podrian disefiar suplementos alimenticios de origen natural que
coadyuven al control de la glucemia en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y de esta
manera darle un valor agregado al cultivo de amaranto e incentivar su produccion en el

pais.
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3. HIPOTESIS

La hidrolisis de las proteinas de reserva del grano de amaranto, con alcalasa,
podria generar secuencias de aminoécidos con capacidad inhibitoria de la enzima DPP-
IV, como resultado de este evento, los hidrolizados podrian controlar la glucemia en

ratones con diabetes inducida.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Obtener y caracterizar hidrolizados de las proteinas de reserva del grano de

amaranto que exhiban actividad inhibitoria de la Dipeptidil Peptidasa IV in vitro y observar

su efecto hipoglucémico en ratones con diabetes inducida.

4.2 Objetivos particulares.

1.

Aislar y purificar las albuminas, globulinas y glutelinas del grano de
Amaranthus hypochondriacus L.

Hidrolizar las distintas fracciones proteinicas, con alcalasa, a diferentes tiempos
y evaluar la capacidad de inhibicion in vitro de la DPP-IV.

Determinar el peso molecular de las fracciones de péptidos con capacidad
inhibitoria de la DPP-IV obtenidos en la hidrélisis enzimatica de las principales
fracciones proteinicas.

Purificar las fracciones peptidicas con mayor actividad inhibitoria de DPP-IV.
Evaluar los pardmetros cinéticos de las fracciones peptidicas con mayor
actividad inhibitoria de DPP-1V (Km y Vmax.), asi como el tipo de inhibicion
(competitiva, no competitiva, acompetitiva) y Ki.

Evaluar individualmente el efecto de los hidrolizados proteinicos del grano de
amaranto, en la glucemia de ratones: sanos y con diabetes inducida.

Evaluar el efecto de los hidrolizados proteinicos del grano de amaranto, en la
concentracion de insulina y glucagon durante un estudio agudo y crénico en

ratones sanos Yy diabetes inducida.
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5. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizé grano de amaranto de la
especie Amaranthus hypochondriacus adquirido en Tulyehualco, Ciudad de México. Todos

los reactivos utilizados fueron grado analitico.

5.1 Obtencion de harina de amaranto desgrasada

Los granos de amaranto se sometieron a una molienda utilizando un molino
(KRUPS GX4100), tras la que la harina obtenida se paso a través de un tamiz con tamafio
de malla de 0.25 mm. La grasa contenida en la harina de amaranto fue extraida utilizando
acetona (5 mL/g) en agitacién constante a temperatura ambiente durante 16 h (3
repeticiones), seguido de filtracién al vacio y un lavado con éter etilico (4 mL/g). La harina
desgrasada fue colocada en una campana de extracciéon (durante 24 h) para permitir la
evaporacion de los solventes. Nuevamente se hizo pasar a través del tamiz (0.25 mm) y se
almacend a 4°C. El analisis quimico proximal de la harina desgrasada se realiz6 de acuerdo
a los métodos oficiales de la AOAC (2000). El contenido de los componentes fue (g/100g
de harina desgrasada): humedad (10.86 + 0.12), cenizas (3.27 = 0.06), proteina cruda
(%Nx5.87 = 15.38 * 0.18), extracto etéreo (0.22 + 0.01), fibra cruda (4.91 + 0.08) y
extracto libre de nitrdgeno, calculado por diferencia (65.36 + 0.06).

5.2 Extraccion de proteinas del grano de amaranto

En la Figura 21 se muestra las fracciones de albumina 1 (Albl) y globulina (Glo)
que se extrajeron siguiendo la metodologia reportada por Soriano-Santos et al., (1992), asi
como las fracciones de prolaminas (Pro) y glutelinas (Glu) cuyo procedimiento se realizo
de acuerdo a lo reportado por Barba de la Rosa et al., (2010). La harina desgrasada del

grano de amaranto (50g) se mezclé con 300 mL de Na>SO4 (5% p/v) y se agitd durante 30
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min a 4°C. La suspension se centrifugo a 13000g por 20 min a 4°C. La muestra se separé en
sobrenadante y residuo, a este ultimo se le afiadieron 200 mL de Na>SOa (5% p/v), se agitd
durante 30 min y se centrifugd a 13000g por 20 min. La proteina solubilizada (mezcla de
sobrenadantes) se precipitd con (NH4)2SO4 al 50, 70 y 100% de saturacion.

La proteina precipitada se separ6 por centrifugacion (13000g por 20 min a 4°C) y
se dializ6 con agua desionizada (utilizando una membrana Spectra/Por, Spectrum con un
tamafo de corte MWCO: 6 — 8 kDa) durante 24 h (con 4 cambios de agua), seguido por
centrifugacion en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. El sobrenadante
obtenido contiene la fraccién proteinica soluble en agua; Albuminas (Albl). El precipitado
recuperado se dializ6 con Na>,SO4 (10% p/v) durante 24 h y nuevamente se centrifugd en
las mismas condiciones. El sobrenadante obtenido corresponde a la fraccion proteinica
soluble en soluciones salinas; Globulinas (Glo). Para las fracciones de prolaminas y
glutelinas se realizd un proceso de solubilizacion simple, al residuo obtenido durante la
solubilizacion con Na;SOs (5% pl/v), se resuspendio en etanol al 70% (1:10;
proteina:solvente), seguido por centrifugacion, esta fraccion soluble en etanol al 70% se
etiqueto como Prolaminas (Pro), al residuo se procedié a resuspender en Tris-HCI, pH 8,
0.1 M (1:10; proteina:solvente), a esta Gltima fraccion soluble en bases débiles se etiqueto
como Glutelinas (Glu). El contenido de nitrégeno total se determind por el método de
Kjeldahl (AOAC, 2000) utilizando un factor de conversion de 5.87 y la proteina por el
método de Bradford (1976), previa elaboracién de una curva patron de albdmina sérica
bovina (Apéndice 1-A).
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Harina desgrasada de grano de amaranto (50 g) se mezcla
con 300 mL Na,SO4 (5% p/v) durante 30 min a 4°C

v

Centrifugar*
I

v L
Sobrenadante Residuo + 200 mL Na,SO,4 (5% p/v)
< Sobrenadante < Centrifugar > Residuo
v
v

; Resuspender con
Tratamiento con (NH,),SO, al 50, 70y P

o .
100% de saturacion (centrifugar) | etanol al 10 % (1:10)

i Sobrenadante Centrifugar
Residuo |
v v ¥
v Desechar Sobrenadante Residuo
Diélisis con agua desionizada v
(24 h, 4 cambios de agua) Resuspender con
¢ » Residuo Tris-HCI, pH 8 (1:10)
Centrifugar v +
¢ Diélisis con Na,SO, (10% p/v) Centrifugar
Sobrenadante durante 24 h (Centrifugar)

Sobrenadante
\ 4

Figura 21. Método de extraccion de albimina 1, globulina, prolaminas y glutelinas del grano de amaranto (Soriano-Santos et al., 1992; Barba de la Rosa et al.,
2010). *Todas las operaciones de centrifugado se llevaron a 13000g durante 20 mina 4 °C.
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5.3 Hidrdlisis enzimatica de las fracciones proteinicas

La hidrolisis de Albl, Glo y Glu se llevo a cabo con alcalasa (proteasa de Bacillus
licheniformis; actividad especifica de 2.4 UA/g, Sigma-Aldrich) a pH 7.4 y 50°C. Se utilizaron
las condiciones estudiadas por Tovar-Pérez (2009). Para lo cual se analizaron diversos tiempos
de hidrdlisis todos a una relacion E/S de 0.8 UA/g para las tres fracciones proteinicas

analizadas en este trabajo.

El ensayo se realizd en buffer de fosfatos (0.5 M, pH 7.4), afiadiendo 600 pL de
solucion de Albl, Glo o Glu (5 mg/mL) seguido de incubacion a 50°C por 5 min.
Posteriormente se afiadio alcalasa para obtener las relaciones E/S correspondientes. Después
de transcurrido el tiempo de digestion, la enzima fue inactivada afiadiendo 100 pL de solucion
de fenilmetilsulfonil (PMSF; 2 mg/mL en etanol) seguido por centrifugacién a 5000g por 20
min. Se utilizé un blanco para cada fraccion proteinica, al cual se le afiadieron todos los

reactivos pero no se sometio a hidrolisis.

5.4 Grado de hidrodlisis

El grado de hidrolisis (GH) de la reaccion se determind por cuantificacion de los
grupos amino primarios que reaccionan con acido trinitrobenzensulfénico (TNBS)
produciendo un cromoforo, que puede ser detectado a una longitud de onda de 340 nm (Adler-
Nissen, 1979).

El ensayo consistio en afiadir alicuotas (125 pL) del hidrolizado correspondiente en
tubos de ensaye que contenian 1 mL de buffer de fosfatos 0.5 M, pH 8.2. Posteriormente se
agregd 1 mL de solucion de TNBS (1 mg/mL en agua) y la mezcla se incubd a 50°C durante
1h (en oscuridad). Después de la incubacion, la reaccién se detuvo por adicion de 2 mL de
HCI (0.1 N). Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente durante 30 min y se midio la

absorbencia a 340 nm.
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El GH se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Donde h es el nimero de enlaces peptidicos que se hidrolizaron y hit €l nimero total

de enlaces peptidicos presentes en la proteina nativa (Albl, Glo y Glu), el cual se determind

por hidrolisis con HCI 6 N a 120°C durante 24 h. Ambos h y hwt son expresados en meq L-

Leucina/g proteina, previa elaboracion de una curva patrén de L-Leucina (Apéndice 1-B).

5.5 Electroforesis SDS-PAGE

El andlisis electroforético de las proteinas y sus respectivos hidrolizados se realizd en

mini-placas (Modelo Mini-Protean 1ll, Bio-Rad) de acuerdo al método de Laemmli (1970)

[Cuadro 6]. Utilizando un gel concentrador y un gel de separacién (4 y 12% p/v de

poliacrilamida, respectivamente) en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) como

se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 6. Soluciones stock para la preparacion de geles de electroforesis SDS-PAGE.

Solucion Tris (M) Glicina(g/L) pH  SDS (% p/v)
0.5 M Tris-HCI 0.5 - 6.8° -

1.5 M Tris-HCI 1.5 - 8.8¢ -
Buffer de corrida 0.12 72 8.3 0.5
SDS - - - 10

Acrilamida-Bisacrilamida Acrilamida (% p/v)

Bisacrilamida (% p/v)

30% T?, 2.67% CP

29.2

0.8

3% Mezcla acrilamida-bisacrilamida.
bos Entrecruzamiento de acrilamida-bisacrilamida.
0% Ajustar pH con HCI concentrado.
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Cada muestra se diluyé (1:1) en buffer de muestra (Cuadro 8) seguido de
calentamiento en agua en ebullicién durante 2 min. Se aplicaron 20 pL de cada muestra (2
mg/mL) y la electroforesis se llevo a cabo a 200 V durante 45 min. Los geles se tifieron con
azul brillante de Coomassie R-250 (0.1% p/v) en metanol-acido acético (40 y 10% vlv,
respectivamente) durante 1 h, y se destifieron en solucién de metanol-acido acético (40 y 10%
vlv, respectivamente) durante 3 h. El peso molecular de las subunidades se determiné
aplicando 10 pL de un estandar (MW Low-Range, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) con
la siguiente composicion: deshidrogenasa glutamica (55 kDa); ovoalbumina (45 kDa);
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (36 kDa); anhidrasa carbdnica (29 kDa); inhibidor de
tripsina (20 kDa); a-lactoalbimina (14.2 kDa); aprotinina (6.5 kDa).

Cuadro 7. Composicién de los geles de electroforesis SDS-PAGE.

Solucién o reactivo Gel concentrador (4%)* Gel de separacion (12%o)?
Agua desionizada 6.1 mL 3.5mL

0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.5mL -

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 - 2.5 mL

SDS (10% p/v) 100 pL 100 pL
Acrilamida-bisacrilamida (30% T, 2.67% C) 1.3mL 4.0 mL
Desgasificar al vacio Durante 20 min Durante 20 min
Persulfato de amonio (10% p/v)® 100 pL 100 pL

TEMED 15 pL 10 pL

3% p/v de poliacrilamida.
b Preparar el mismo dia.
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Cuadro 8. Composicién del buffer de muestra para electroforesis SDS-PAGE.

Solucion o reactivo

Volumen (mL)

Agua desionizada

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
Glicerol

SDS (10% p/v)
2-B-mercaptoetanol
Bromofenol (0.05% p/v)

4.0
1.0
0.8
1.6
0.4
0.2

5.6 Electroforesis Tris-Tricina-SDS-PAGE

Las fracciones de Albl, Glo y Glu y sus respectivos hidrolizados también se aplicaron a

geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y tricina para el

andlisis electroforético de acuerdo al método de Schagger y Von Jagow (1987) [Cuadro 9].

Utilizando un gel concentrador, un gel espaciador y un gel de separacion (Cuadro 10). La

electroforesis se realizd en mini-placas (Modelo Mini Protean I11, Bio-Rad). Cada muestra se

diluy6 (1:1) en buffer muestra (Cuadro 11) seguido de calentamiento en agua en ebullicion

durante 2 min. Se aplicaron 20 pL de cada muestra (2 mg/mL) y la electroforesis se llevo a

cabo a 90 V durante 2.5 h.

Cuadro 9. Soluciones stock para la preparacion de geles de electroforesis Tris-Tricina-SDS-PAGE.

Solucion Tris (M) Tricina (M) pH SDS (% p/v)
Buffer &nodo 0.2 - 8.9¢ -
Buffer catodo 0.1 0.1 8.25 0.1
Buffer gel 3.0 - 8.45° 0.3

Acrilamida-Bisacrilamida Acrilamida (% p/v)

Bisacrilamida (% p/v)

49.5% T?, 3% C°

48

15

3% Mezcla acrilamida-bisacrilamida.
bos, Entrecruzamiento de acrilamida-bisacrilamida.
% Ajustar pH con HCI concentrado.
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Los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (0.1% p/v) en metanol-acido
acético (40 y 10% v/v, respectivamente) durante 1 h, y se destifieron en solucién de metanol-
acido acetico (40 y 10% vl/v, respectivamente) durante 3 h. El peso molecular de las
subunidades se determind aplicando 10 pL de un estandar (MW Ultra Low-Range, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo., USA) con la siguiente composicion: ovoalbumina (45 kDa);
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (36 kDa); anhidrasa carbonica (29 kDa); triosa-
fosfato-isomerasa (26.6 kDa); mioglobina (17 kDa); a-lactoalbumina (14.2 kDa); aprotinina
(6.5 kDa); insulina, cadena B (3.5 kDa).

Cuadro 10. Composicion de los geles de electroforesis Tris-Tricina-SDS-PAGE.

Gel Gel espaciador Gel de separacion
Solucioén o reactivo concentrador (10% T, 3% C) (16.5% 'IP 3% C)
(4% T, 3% C) V70 1 970

Acrilamida-bisacrilamida
(49.5% T, 3% C) 1mL 2 mL 3.3mL
Buffer gel 3.1mL 3.3mL 3.3mL
Glicerol - - 1.1 mL
Desgasificar al vacio Durante 20 min Durante 20 min Durante 20 min
Afadir agua desionizada para
obtener un volumen final de: 12.5mL 10 mL 10 mL

i 0,
E/e\;)saulfato de amonio (10% 150 pL 100 pL 100 pL
TEMED 15 uL 10 pL 10 pL

aPreparar el mismo dia.

Cuadro 11. Composicion del buffer de muestra para electroforesis Tris-Tricina-SDS-PAGE.

Solucioén o reactivo Volumen (mL)
Agua desionizada 4.0
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0
Glicerol 1.0
SDS (4% plv) 1.6
2-B-mercaptoetanol 0.2
Bromofenol (0.5% p/v) 0.2
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5.7 Cromatografia de filtracion en gel

Los hidrolizados de Albl, Glo y Glu se caracterizaron con base a su peso molecular
relativo (Mw) utilizando una columna Sephadex G-50 (1.5 x 30 c¢cm, Pharmacia, Uppsala,
Sweden) equilibrada previamente con un buffer de fosfatos: 32.5 mM K:HPOs — 2.6 mM
KH2POg4, 0.4 M de NaCl, 20 mM de 2-pB-mercaptoetanol y 3.1 mM de azida se sodio (pH 7.5,
I"'=0.5). Para la determinacién del volumen vacio (Vo) y volumen total (\Vt) de la columna se

utilizé azul de dextrano (2 mg/mL) y DNP-alanina (0.5 mg/mL), respectivamente.

Se inyect6 500 pL de muestra (5 mg/mL) y la elucidn se realizé con el mismo buffer a
un flujo de 0.3 mL/min. Se colectaron fracciones de 1.5 mL y la absorbencia se detect6 a 214
nm. Las fracciones obtenidas se clasificaron con base en su Mw en: proteina (>10 kDa);
proteosas (5 — 10 kDa); peptonas (1 — 5 kDa); péptidos (0.25 — 1 kDa) y aminoacidos (0.075 —
0.2 kDa) de acuerdo a Guadix et al., (2000) y Chang et al., (2007). EI Mw de las fracciones se
determind mediante la elaboracion de una curva patron, aplicando 125 pL de un estandar (Bio-
Rad Laboratories, CA, USA) con la siguiente composicion: triosa-fosfato-isomerasa (26.6
kDa); mioglobina (17 kDa); a-lactoalbdmina (14.2 kDa); aprotinina (6.5 kDa); insulina (3.5
kDa); bradicinina (1.06 kDa; Apéndice 2). Finalmente, se calcul6 el area bajo la curva de las
fracciones (picos) obtenidas para estimar el porcentaje (%) que representa cada especie en el

hidrolizado crudo, utilizando el software SigmaPlot®, v. 12.0.

5.8 Determinacion de la actividad inhibitoria de la DPP-1V

La actividad de la enzima DPP-IV (D7052; Sigma—Aldrich; St. Louis, MO, USA, de
rifdn de cerdo) se determind por un método espectrofotométrico. Utilizando como sustrato
Gly-Pro-pNA (G0513 de Sigma—Aldrich; St. Louis, MO, USA). Para esto se utilizaron

microplacas de 96 pocillos midiendo el incremento en la absorbencia a 405 nm con un lector
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de ELISA (Bio Tek u QUANT,; Bio Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA.). La actividad
enzimatica se determiné utilizando una concentracion final de 0.1 mM de Gly-Pro-pNA en
buffer 100 mM de Tris, pH 8.0 (buffer A) a 37°C (Kojima et al., 1980). Una unidad
enzimatica se define como la cantidad de enzima que produce 1 umol p-nitroanilina por min
bajo las condiciones del ensayo (Figura 22). Para calcular los umol p-nitroanilina se procedio
a realizar una curva patron de p-nitroanilina (N2128 de Sigma—Aldrich; St. Louis, MO, USA)
bajo las mismas condiciones del ensayo (Apéndice 1-C). La cinética de estudio control se
realizd utilizando 0.05 — 5 mM de Gly-Pro-pNA en el buffer A a 37 °C, el valor de Km para
Gly-Pro-pNA se estimé en 0.22 + 0.01 mM (Apéndice 3). Los hidrolizados liofilizados se
disolvieron en el buffer A. La disolucién del hidrolizado (50 uL) se mezclaron con 100 pL de
1.0 mM Gly-Pro-p-nitroanilida (contenida en el buffer A). La mezcla de reaccion fue incubada
a 37 °C por 20 min, seguido por la adicion de 50 uL de DPP-IV (diluida en bufer A;
obteniendo 4 mU de concentracion final). La mezcla reaccion se monitoreo durante 15 min y
los datos registrados se presentaron frente al tiempo y la actividad de la DPP-1V se cuantifico
a partir de la parte lineal de la curva. La mezcla de reaccion se detuvo adicionando 100 pL de
un buffer 1 M de acetato de sodio (pH 4.0). El porcentaje de inhibicién se determind en
relacion a la velocidad obtenida sin fracciones peptidicas. Los valores de concentracién
inhibitoria media-maxima (ICsp) se calcularon representando graficamente el logaritmo de la

concentracion del hidrolizado (mg/mL) frente a la actividad inhibitoria de la DPP-1V (%).

H O H O H O H O
on o DPPIV T 1u
HZN—Q—C—N—C—C—H—@NOZ—> H,N-C—C—N-C-C-OH + H2NONOZ
R L > (>

H,O . -
Gly-Pro-p-Nitroanilida + e Gly-Pro p-Nitroanilina

Figura 22. Reaccion del la DPP-1V con el sustrato cromogénico Gly-Pro-pNA.
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5.9 Ensayo biolégico

5.9.1 Animalesy protocolos de investigacion

Para todos los ensayos in vivo se utilizaron ratones macho cepa CD1 de 20-40 gramos
de peso corporal, ocho semanas de edad. Los animales fueron proporcionados por el bioterio
de la Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I) quien se apega a los
lineamientos contemplados en la NOM-062-Z00-1999. El suministro de agua y alimento a

los animales fue ad libitum, excepto cuando se requirieron condiciones de ayuno.

5.9.2 Efecto agudo de los hidrolizados de amaranto sobre la glucemia de ratones

diabéticos

5.9.2.1 Induccion de diabetes con STZ

Animales sanos (n=30) con acceso libre a agua y alimento a los cuales se les provoco
una diabetes quimicamente inducida. Se realizd el procedimiento reportado por Ventura-
Sobrevilla et al. (2011) para lo cual los animales sin ayuno recibieron dos dosis de 40 mg/kg
administrados via intraperitoneal de estreptozotocina (STZ), la cual fue disuelta en buffer de
citratos estéril (0.1 M, pH 4.5), preparada justo antes de su administracién. Se trabajé con una
solucion de 13.7 mg STZ/mL y se administraron 0.1 mL por cada 10 g de peso. El desarrollo
de diabetes fue confirmado hiperglucemia (> 150 mg/dL) y pérdida de peso en ratones sin
ayuno, dos semanas después de la administracion de la STZ. La STZ fue administrada en un

lapso no mayor a 15 min después de su resuspension con buffer de citratos.

5.9.2.2 Administraciéon de tratamientos

Para encontrar la cantidad de hidrolizado liofilizado el cual causaba una respuesta

sobre la glucemia de los animales de estudio se procedid a evaluar distintas dosis de
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hidrolizado, el cual fue reportado como concentracion de proteina, se consideré que durante
una administracion aguda, en la cual realizard una reduccion de la glucemia entre un 15 y 20%
de los animales de experimentacion (n=5), mostraria la respuesta Gtil para el presente estudio
(Apeéndice 4).

Para el ensayo agudo se utiliz una dosis de 300 mg/kg de hidrolizado proteinico de las
diferentes fracciones proteinicas (Alb-1, Glo, Glu). Los extractos fueron disueltos al momento
de la administracién con agua desionizada que fue usada como vehiculo. La prueba realizada
para la evaluacion de los hidrolizados fue una prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG)
dividiendo en cinco grupos (n=5), los cuales el grupo uno llamado control solo se administrd
solucion fisioldgica, el grupo dos llamado control positivo a cual se le administro en farmaco
inhibidor de la DPP-1V: Sitagliptina (580 mg/kg), los tres grupos restantes se les administrd
los tres diferentes hidrolizados con la dosis antes mencionada. La POTG se realizdé mediante la
administracion de los hidrolizados, seguido de la administracion oral de glucosa (2g/kg), cada
evento se efectu6é cada 30 min. Los niveles de glucosa se midieron después de la carga oral
cada 30 min hasta las 2 horas (Matsuyama-Yokono et al., 2009). La glucemia fue determinada
con un glucémetro (Accu- Chek®, Roche), tomando una muestra de sangre de la vena caudal,

mediante puncion con efraccién de la epidermis de la cola del animal.

5.9.3 Efecto subagudo de los hidrolizados de amaranto sobre la glucemia de

ratones diabéticos

El tratamiento subagudo se realizd durante 30 dias de la administracion de los
hidrolizados proteinicos, el procedimiento de la POTG, la determinacion de la glucemia en

este estudio fue el mismo que el presentado en el tratamiento agudo.
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5.9.4 Obtencion de sueroy determinacion de insulina y glucagon

Después de medir las glucemias, los animales fueron anestesiados con pentobarbital.
La sangre fue recolectada del seno orbital, después fue centrifugada a 1000 x g por 10 min a 4
°C, finalmente el suero fue separado y almacenado a -70°C. La concentracion de insulina y
glucagoén sérico fueron determinados siguiendo las instrucciones del fabricante mediante un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) adquirido de ALPCO® (80-INSMS-EQ1 y 48-GLUHU-
EO1; respectivamente). Las curvas estandar obtenidas por ambos kits se muestran en el

apéndice (5-A 'y 5-B).

5.10 Analisis estadistico

Cada dato representa la media de tres muestras que se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA), seguido de una prueba de comparaciones multiples de Tukey y el nivel de

significancia empleado fue o = 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Composicion de las fracciones proteinicas

En el Cuadro 12 se muestra el rendimiento obtenido en la extraccion de las principales
fracciones de proteinas del grano de amaranto, esta separacion proteinica revela que el mayor
contenido de proteina se encuentra en la fraccion de albuminas (46 %), seguido de la fraccién
de glutelinas (22%) y por ultimo la fraccion de globulinas (12%), la fraccion de prolaminas no
super6 el 1% del contenido de proteina esto expresado por cada 100 g de proteina, este
contenido de proteina es similar a lo reportado por diferentes autores (Gorinstein et al., 1991a;
Martinez et al., 1997) donde mencionan que el grano de amaranto segun la clasificacion
Osborne (1924) se compone de tres grandes fracciones proteinicas: albuminas, glutelinas y
globulinas que representan 51, 24 y 16% respectivamente y una fraccion menor soluble en
alcohol o prolamina entre 1.4 y 2.0%. Mientras que las prolaminas representan las principales
proteinas de almacenamiento en cereales tales como trigo o maiz, las proteinas de
almacenamiento de las plantas dicotileddneas son principalmente albuminas y glutelinas
(Gorinstein et al., 2002; Drzewiecki et al., 2003). Este cambio de las fracciones proteinicas del
grano de amaranto (también Ilamado pseudocereal) comparado con otros cereales, es debido a
gue en el germen y el endospermo del grano de amaranto se encuentra el 65 y 35%
respectivamente del total de la proteina, en comparacién con el contenido promedio de
proteina (15 y 85%) respectivamente, en la mayoria de los cereales. Debido a que el contenido
de prolaminas encontradas en este estudio no son representativas, no se tomaron en cuenta

para continuar analizando.

Segln Gorinstein et al. (1999) las proporciones de proteina para el amaranto son
similares a las del arroz. Usando microscopia electronica de barrido (SEM) y electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), Gorinstein et al. (2004) encontraron una estrecha
similitud entre las fracciones proteinicas de amaranto y soja. Ademas diversos autores

(Gorinstein et al., 2001; Gorinstein et al., 2004) han reportado diferencias en la composicion
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prolaminas comparando con diversos cereales, mientras que la fraccion de glutelina mostro

algunas similitudes con el maiz.

Cuadro 12. Rendimiento en el fraccionamiento de la proteinas del grano de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus L.)

Fraccion  ¢/100g de harina 9/100g de
proteinica® desengrasada proteina
AlbUmina 1 6.49+0.51 46.41+£3.71
Globulina 1.69+0.12 12.08 £ 1.32
Prolamina 0.13+£0.00 0.98 £0.05
Glutelina 3.13+£0.28 2241201

2 Determinado por el método de Bradford (1976).

6.2 Caracterizacion fisicoquimica de los hidrolizados proteinicos

La hidrolisis enzimatica de las proteinas modifica sus propiedades moleculares,
produciendo principalmente disminucion del peso molecular, aumenté de la carga y liberacién
de grupos hidrofobicos. Estas caracteristicas moleculares del hidrolizado determinaran
evidentemente el uso que se le quiera dar al mismo. Por lo cual, es de gran importancia
evaluar estos cambios moleculares, ya que reflejaran varias propiedades fisicas y quimicas de
las moléculas, y que repercutirdn en sus propiedades bioactivas de los mismos. Estas
propiedades pueden ser detectadas mediante varios métodos analiticos (grado de hidrdlisis,

cromatografia de exclusion molecular, hidrofobicidad, entre otros) (Tovar-Pérez, 2012).

6.2.1 Grado de hidrolisis (GH)

Como ya se ha mencionado, el GH se utiliza como un pardmetro para el seguimiento

de la proteodlisis y es el indicador mas empleado para la comparacion entre hidrolizados
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enziméticos de proteina. EI GH alcanzado va a depender significativamente (p<0.05) del
tiempo de hidrolisis (t) y la relacion E/S, debido a que a mayor tiempo se garantizard que los
choques moleculares entre el sustrato y la enzima ocurran con una mayor probabilidad, en su
defecto la relacion E/S indica la cantidad de sustrato que se requiere para que la enzima este
100% saturada con el S, esto garantiza que siempre se estard realizando la catalisis sin
embargo esto no quiere decir que mientras mas grande sea el valor de la relacion se van

alcanzar mejores resultados sobre el GH, por efecto de saturacion (Cheison et al., 2010).

El grado de hidrolisis se determiné para los tres tipos de proteinas extraidos (Albl, Glo
y Glu), el estudio se realiz6 durante 48 h (monitoreando: 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24, 30, 36, 42,
48h), donde se pudo observar que la fraccion de albumina-1 alcanzé un maximo GH de 43 +
0.34% a las 24 horas de hidrélisis después de este tiempo el GH no mostré cambios
significativos p>0.05, con respecto a la globulina el maximo grado de hidrolisis ocurrid a las
48 h (58 = 0.51%) de tratamiento enzimatico después de este tiempo no mostro diferencia
significativa p>0.05 (datos no mostrados), lo cual demuestra que Albl y Glo fueron mas
resistentes a la hidrdlisis con alcalasa, en comparacion con Glu que mostré un grado de
hidrélisis elevado 75 + 0.92% a las 24 h después de este tiempo no se encontraron diferencias

significativas p>0.05 (Figura 23).

La fraccidn proteinica Glu fue menos resistente a la hidrdélisis con alcalasa desde la
primera hora de tratamiento. Las fracciones Albl y Glo mostraron un comportamiento similar
a la hidrolisis con alcalasa a partir de las 14 h de tratamiento enzimético, los tiempos
prolongados de hidroélisis (> 24 h) fueron requeridos debido a que en el grano de amaranto
existe la presencia de inhibidores de serinproteasas y la proteasa utilizada en este estudio
(alcalasa) pertenece a este grupo de enzimas. Por lo tanto, bajo las condiciones de hidrolisis
ensayadas para las fracciones proteinicas estudiadas se obtuvieron predominantemente
hidrolizados extensivos, es decir con GH superior al 10% (Benitez et al., 2008; Vioque et al.,
2001).

Barba de la Rosa et al. (2010) mostrd que la hidrolisis de Glu con tripsina no cambid
después de 4 h de tratamiento. La hidrolisis limitada de proteinas ya habia sido observada por
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(Orsini et al., 2011; Ventureira et al., 2012), los cuales hidrolizaron un aislado de proteina de
amaranto usando alcalasa durante 20 min (GH = 1.7%) y 4 h (GH = 9.5%) por lo que solo
pidieron lograr una hidrolisis parcial muy baja. Ademas, también se ha reportado que la
globulina-P estad asociada con cuerpos proteinicos que no permiten un facil acceso a las
enzimas hidroliticas. Konishi et al. (1991) observaron que Glo no es tan susceptible a la
protedlisis como Alb debido a que el primero se puede encontrar dentro de diversos cuerpos
proteicos y esto ralentiza la proteolisis durante las primeras 12 h. Condés et al. (2009)
encontraron que un polipéptido de 45 kDa de la globulina 7S era mas resistente a la accion de
la tripsina (serinproteasa) y Vecchi y Afdén (2009) informaron una gran resistencia a la
hidrélisis con alcalasa de los polipéptidos hidréfobos B de la globulina 118S.

——Albl =-Glo =—te—Glu

Grado de hidrdlisis (%)

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 23. Grado de hidrdlisis de las principales fracciones proteinicas del grano de amaranto;
albumina (Albl), Globulina (Glo) y Glutelina (Glu), en funcion del tiempo.
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6.2.2 Perfiles electroforéticos

Los hidrolizados de las fracciones proteinicas mostraron perfiles electroforéticos (SDS-
PAGE) distintos a los obtenidos en las proteinas sin hidrolizar. Observandose que algunas
subunidades presentan una disminucién progresiva en la intensidad de las bandas, otras
desaparecen como resultado de la protedlisis con alcalasa y algunas proteinas presentan

resistencia al ataque proteolitico.

La Figura 24 se presenta el perfil electroforético de la fraccion de albdmina-1, donde se
pueden apreciar proteinas con pesos moleculares entre 78 y 10 kDa, una banda principal a los
34 kDa misma que algunos autores han descrito como una proteina que resiste condiciones
reductoras del medio y bandas con menores pesos moleculares relativos en el rango de 10 a 18
kDa (Gorinstein et al., 1991b, Barba de la Rosa et al., 1992a, Drzewiecki et al., 2003).
También en la misma figura se puede apreciar una proteina con un peso molecular relativo de
78 kDa, misma que ha sido reportada por diversos autores (Gorinstein et al., 2001; Barba de la
Rosa el al., 2009). Marcone et al. (1994) describieron que la albumina-1 del grano de
amaranto es un homododdmero de 133 kDa con 12 subunidades de bajo peso molecular
relativo, y que dichas unidades se encuentran mantenidas por enlaces no covalentes (puentes
de hidrdégeno, interacciones hidofdbicas, etc.), estos autores no encontraron evidencia de
enlaces covalentes disulfuro (S-S) entre las subunidades, es por ello que el gel mostrado para

la fraccion de albumina-1 corresponde a todo lo reportado por diferentes autores.

Al observar la hidrolisis de la proteina original (Albl) se puede apreciar que ocurrid
una digestion proteolitica a la primera hora de tratamiento donde las proteinas de peso
molecular entre 10 y 78 kDa desaparecen o reducen su intensidad esto se puede notar en los
carriles donde se coloco los hidrolizados de Albl por el sistema proteolitico de alcalasa, donde

se puede observar una hidrolisis del tipo extensiva.
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Figura 24. Perfil electroforético (SDS-PAGE), de la fraccion proteinica de Alb-1y de sus respectivos
hidrolizados con alcalasa (E/S=0.8 UA/g). kDa: peso molecular del estdndar de proteinas; S: estandar
de proteinas.

En la Figura 25 se muestra el perfil electroforético para la fraccion proteinica de las
globulinas, donde se puede apreciar que en la proteina original Glo, existen proteinas con
pesos moleculares entre 70 y 15 kDa, mismos que otros autores han reportado para la
globulina donde se reporta que la glubulina 11S es un homohexamero que esta constituido por
subunidades con pesos moleculares relativos entre 52 y 59 kDa, cada una de las cuales
consiste en una proteina acida (34 a 36 kDa, pl 5.6) y una basica (22 a 24 kDa, pl 9.2) unidas
por puentes disulfuro (-SS-) (Konishi et al., 1985; Barba de la Rosa et al., 1992a; Barba de la
Rosa et al., 1992b; Valdez-Ortiz et al., 2005), se observé que la fraccion de 22 kDa mostro ser
resistente al ataque proteolitico, esto debido a los cuerpos proteinicos de inclusién que
dificultan el ataque proteolitico (Konishi et al., 1991). Juan et al. (2007), mostraron patrones
electroforéticos de 11 especies de amaranto, para ello realizaron en condiciones
desnaturalizantes y reductoras donde encontraron 3 fracciones principales con pesos
moleculares relativos entre 50 - 64 kDa, 33 - 37 kDa y 18 - 25 kDa respectivamente, esto

indica que los perfiles obtenidos para la globulina extraida bajo las condiciones mencionas
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corresponde a lo reportado por otros autores. Las estructuras espaciales (secundaria) de la
fraccion de globulinas consiste en 31% de hélices a, 27% de hojas B y 42% de estructura
aperiddica, sin embargo la globulina-P (una fraccién de proteina menor se puede extraer con
agua del residuo de harina después de haber extraido la globulina con sales, esta globulina P
estd compuesta de una estructura secundaria 16% de hélices o, 41% de hojas B y 53% de
estructura aperiddica este hecho hace que esta segunda fraccion proteinica llamada globulina-
P, contiene superficies menos hidrofobicas que las albuminas (Drzewiecki et al. 2003;
Tandang-Silvas et al. 2012; Gorinstein et al. 2001).

Tiempo de hidrdlisis (h)
A

kba S Glo 1 9 18 36 48

Figura 25. Perfil electroforético (SDS-PAGE), de la fraccion proteinica de globulina (Glo) y de sus
respectivos hidrolizados con alcalasa (E/S=0.8 UA/g). kDa: peso molecular del estandar de proteinas;
S: estandar de proteinas.

En la Figura 26 se muestra el perfil electroforético para la fraccion de glutelinas
realizado en geles Tris-Tricina-SDS-PAGE, donde se pueden apreciar bandas con pesos
moleculares relativos de 50, 35, 22 kDa al igual que lo reportado por Barba de la Rosa et al.
(2000), en este estudio a diferencia de los realizados por otros autores se realizaron geles con
una resolucion entre 100 — 1 kDa (Schéagger y Von Jagow 1987), por lo que en estos geles se

pueden apreciar dos bandas principales con pesos moleculares entre 15-17 kDa.
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Los perfiles electroforéticos de la fraccion de las glutelinas del grano de amaranto
forman los patrones mas claros en condiciones reductoras con varias proteinas que han sido
claramente separadas ya que pueden usarse para identificar conformaciones hibridas de
amaranto y especies silvestres. Muchas especies de glutelinas de amaranto muestran
polimorfismo no solo en la posicion de las bandas de los patrones, sino también en su
intensidad (Dzunkova et al., 2011). Parte de las subunidades de la fraccion de glutelinas del
grano amaranto (pl 5.7 a 6.3) muestran homologia estructural con las subunidades acidas de
globulina (Vasco-Méndez y Paredes-Lopez 1994). Debido a lo anteriormente descrito es de
esperarse que los patrones de glutelinas encontrados en este trabajo presenten ciertas
diferencias a los perfiles reportados por otros autores.

Se puede apreciar que la hidrdlisis de las glutelinas mostro resistencia al ataque sobre
todo a la subunidad de 22 kDa, en comparacion con las proteinas de peso molecular entre 35y
50 kDa, las proteinas entre 15 y 17 kDa mostraron una disminucion en la intensidad, efecto

que se puede observar con mayor potencia a las 24 h.

Tiempo de hidralisis (h)
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Figura 26. Perfil electroforético (Tris-Tricina-SDS-PAGE) de la fraccion proteinica Glutelina (Glu) y
sus respectivos hidrolizados con alcalasa (E/S=0.8 UA/g). kDa: peso molecular del estandar de
proteinas; S: estdndar de proteinas
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6.3 Actividad inhibitoria de los hidrolizados sobre la DPP-1V

Se evaluo la actividad inhibitoria de los hidrolizados proteinicos de las tres fracciones
proteinicas hidrolizadas, a lo largo de las mismas 48 h de actividad proteolitica de la alcalasa
con la finalidad de poder observar los cambios ocurridos a medida que el grado de hidrolisis

aumentaba.

El la Figura 27 se muestra la actividad inhibitoria de los hidrolizados sobre la DPP-1V,
se encontrd que mientras mayor es el GH en Albl y Glo, se liberan mas péptidos con actividad
inhibitoria de DPP-1V. La inhibicion méas grande de la DPP-IV se observd por los hidrolizados
Albl y Glo de 48 h (45 + 0.2% y 63 + 0.5%, respectivamente) y para Glu 24 h (85 + 0.2%). Se
observd que la hidrolisis de Glu liber6 péptidos que inhibian fuertemente la actividad de DPP-
IV desde la primera hora de tratamiento. Velarde-Salcedo et al. (2013) identificaron varios
péptidos inhibidores de DPP-1V, obtenidos a partir de hidrolizados de amaranto mediante un
andlisis de digestion con tripsina in silico y predijeron sus modos de unién a nivel molecular.
Silva-Sanchez et al. (2008) por un analisis de bioinformatica mostraron que la fraccion de
glutelinas del amaranto podria tener capacidad de generar péptidos con capacidad de inhibir
enzimas en particular del tipo de las serinproteasas, estos resultados mediante un analisis in

silico mediante una digestion triptica.

La proteasa utilizada en este estudio fue la alcalasa (Subtilisina) obtenida de Bacillus
licheniformis, no presenta un sitio de corte especifico como las proteasas que se han estudiado
en los andlisis de bioinformatica, esta enzima hidroliza enlaces peptidicos donde se encuentre
aminoacidos hidrofébicos, por tal razén en el presente estudio encontramos mayor potencia
sobre la inhibicion de la DPP-IV de forma in vitro debido a que la exposicion de residuos
hidrofobicos liberados durante la prote6lisis disminuye significativamente la actividad de la
DPP-IV (Patil et al., 2015), ya que estos residuos interactian en conjunto con la secuencia de
dos glutamatos (Gluzos-Gluzos) en el sitio activo de la DPP-IV y desempefian un papel
importante en la union del sustrato, donde este proceso se da mediante la formacion de un
puente salino con el N-terminal de un sustrato peptidico y asi causar su inhibicion (Stephen,
2005).

Péptidos inhibidores de la DPP-IV 71



Resultados y Discusion

100 -

—4—=Albl =E=Glo -=—#=Glu

Inhibicion de la DPP-IV (%)

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 27. Inhibicion de la DPP-IV por los distintos hidrolizados proteinicos del grano de amaranto;
albumina (Albl), Globulina (Glo) y Glutelina (Glu).

6.4 Purificacion de los hidrolizados con mayor actividad inhibitoria de la DPP-1V

La purificacién parcial se realiz6 sobre una columna empacada con Sephadex G-50,
con la finalidad de conocer la composicion de especies producidas por accién enzimatica se

utilizé la clasificacion mostrada en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Clasificacion de las especies producidas en la hidrélisis enzimatica de proteinas.

Especie Peso molecular (kDa) Relacion NA/NT?

Proteinas >10 <0.01
Proteosas 5-10 <0.01
Peptonas 1-5 0.1-05
Péptidos 02-1 05-0.8
Aminoécidos 0.075-0.2 0.8-0.9

Fuente: Guadix et al., 2000; @NA: nitrdgeno aminico, NT: nitrégeno total.
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En la Figura 28 se muestran los perfiles cromatograficos de los hidrolizados de
albimina-1 y globulina ambos de 48 h (Alb1H48 y GloH48, respectivamente) de tratamiento
enzimatico y glutelina de 24 h (GluH24), donde se puede apreciar que el hidrolizado Alb1H48
consta de tres fracciones con pesos moleculares 15, 8.45 y 0.86 kDa para A.l, A.ll y A.lll
respectivamente(Figura 28a), estas fracciones a corresponden a las bandas encontradas en los
geles de electroforesis donde se aprecian las dos primeras fracciones (15 y 8.5 kDa; Figura
24), esto es debido a que el sistema utilizado SDS-PAGE, no puede resolver para pesos

moleculares menores a 10 kDa (Laemmli, 1970).

También se encontrd que la composicién de las especies de acuerdo a su peso
molecular fue 41.1 % proteosas, 40.09% péptidos y 18% proteinas (Cuadro 14) esto revela que
durante la hidrolisis realizada a la fraccién Alb1H48 se liberaron una gran cantidad péptidos,

sin embargo existian aun una gran cantidad de proteosas y proteinas.

El perfil cromatografico de la fraccion GloH48 mostro 4 fracciones derivadas de la
hidrolisis enzimatica con alcalasa cuyos pesos moleculares son: 24, 14.9, 6.3, 0.65 KDa para
G.l1, G.II, G.lIl 'y G.1V; respectivamente (Figura 28b), las primeras tres fracciones se pueden
apreciar en el gel SDS-PAGE realizado para la fraccion de globulina (Figura 25), la
composicion de este hidrolizado proteinico mostré una composicion de 55.7 % proteina,
24.6% de péptidos y 19.7 % de proteosas, mostrando un menor porcentaje de péptidos en
comparacion con el hidrolizado de albdmina, por dltimo el hidrolizado GluH24 mostrd tres
fracciones con pesos moleculares de 11.2, 0.73 y 0.45 kDa para Glu.l, Glu.ll y Glu.lll
respectivamente (Figura 28c) la composicion peptidica de este hidrolizado fue 80.2% de
péptidos y 19.8 % de proteosas, lo cual nos indica que esta es la fraccidn proteinica que genero
una mayor cantidad de especies con pesos moleculares entre (0.25 y 1 kDa), bajo las
condiciones de estudio la fraccion de glutelinas fue la que mostré una mayor capacidad para
inhibir a la enzima DPP-IV (Figura 27), esto podria ser atribuible a que la composicion de las
fracciones seleccionadas GluH24 mostré especies moleculares de menor tamafio, segun lo
reportado por Velarde-Salcedo et al. (2013) las especies que pueden causar inhibicion son di,
tri, tetra e incluso algunos octapéptidos siendo justamente los que Sse encuentran en mayor

proporcion en GluH24.

Péptidos inhibidores de la DPP-IV 73



Resultados y Discusion

STD 26.6 17 142 65 35  1.06 (kDa)
O T

0.18 ~
0.16 -
0.14 -
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

a) A.ll

A.III —gr— Alb1 H48

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

Absorbencia(214 nm)

0.05

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

Numero de fraccion

Figura 28. Perfil de elusion por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-50 de los
principales hidrolizados. a. albimina 48 h; b. globulina 48 h; c. glutelina 24 h. STD, estandar de
proteinas; kDa, peso molecular del estandar de proteinas.
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Oseguera-Toledo et al. (2014), mostraron secuencias peptidicas con capacidad de
inhibir la DPP-IV en diversas fuentes de alimentos hidrolizados por diversas proteasas y
encontraron que los péptidos responsables de la inhibicion son aquellos que presentan una
actividad de hidrofobicidad entre 6 — 12 kcal/mol, estos péptidos son: IP, LP, IPA, IPI, GPGA,
IPAVF, PIGPCYE, PGVGGPLG. Dentro de estas secuencias reportadas el tripéptido IPI ha
sido identificado como Diprotina A, conocido desde hace mucho como inhibidor de la DPP-IV
incluso hoy en dia comercializado como tal para estudios de laboratorio y que se ha observado
que funciona como un inhibidor no covalente que se une transitoriamente al sitio catalitico de
la DPP-IV y bloquea la degradacién de cadenas polipeptidicas mas grandes como lo son las

incretinas (Wiedeman y Trevillayn, 2003).

Cuadro 14. Distribucion de especies peptidicas en los distintos hidrolizados obtenidos por
cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-50.

Fraccion Especie peptidicas” (%)
proteinica
Proteina Proteosas Peptonas Péptidos Amino&cidos
(>10 kDa) (0.075 - 0.2 kDa)
(5-10kDa) (1-5kDa) (0.25-1kDa)
Alb1H48 18 41.1 NP 40.09 NP
GloH48 55.7 19.7 NP 24.6 NP
GluH24 NP 19.8 NP 80.2 NP

“El porcentaje relativo de cada especie peptidica estd determinada por la relacién entre el area de la fraccion de PM
correspondiente y el area total. NP, no present6 especies con el peso molecular mostrado (bajo las condiciones de estudio).

Posteriormente se evalu6 la capacidad inhibitoria de la DPP-IV de manera individual
sobre las fracciones separadas por cromatografia de exclusion molecular, con la finalidad de
observar si existia 0 no correlacion entre la capacidad de inhibicion por las distintas fracciones

proteinicas y el peso molecular relativo.

En el Cuadrol5 se muestran los valores de ICso de las principales fracciones obtenidas

por cromatografia, donde se puede apreciar que las fracciones compuestas por especies con un
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peso molecular relativo >10 kDa (proteina), asi como las proteinas originales, no mostraron
actividad inhibitoria sobre la DPP-1V. Estas fracciones son A.l, G.I, G.l1l y Glu.l con pesos
moleculares de 15, 24, 14.9, 11.2 kDa respectivamente, las fracciones compuestas por
proteosas (5 — 10 kDa), mostraron actividad inhibitoria de la DPP-1V, para la fraccion A.ll
(8.45kDa) y G.I1I (6.3 kDa) valores de 1Cso de 8.34 £ 0.09 y 5.6 £ 0.1 mg/mL y las fracciones
compuestas por péptidos (0.25 — 1 kDa) como son: Alll, G.1V, Glu.ll y Glu.lll con un peso
molecular 0.86, 0.65, 0.73 y 0.45 kDa (respectivamente) mostraron valores de 1Cso de 1.98 +
0.01, 0.25+0.04, 1.95 + 0.08 y 0.12 + 0.006 respectivamente (Apéndice 6 A-F), lo encontrado
en este estudio demuestra una relacion directa entre el peso molecular y la potencia para
inhibir la DPP-1V, ya que los pesos moleculares entre 0.25 - 1 kDa podrian contener especies
desde di hasta octapéptidos con una alta probabilidad de inhibir la DPP-IV (Korhonen, 2009).
La potencia en términos del valor ICso depende de muchas variables tales como: la proteasa

utilizada, el tiempo de reaccion, la relacion E/S, la fuente proteinica, etc.

Se han empleado una gran variedad de enzimas para producir péptidos inhibidores de
DPP-IV a partir de proteinas de origen alimentario, incluyendo proteinasas de grado
alimenticio tales como alcalasa, flavourzyme y protamex que son derivadas de
microorganismos, asi como enzimas obtenidas a partir de fuentes animales (pepsina, tripsina,
Corolasa PP) y plantas (papaina, proteasa de calabaza) (Lacroix y Li-Chan, 2016). Desde el
estudio realizado por Silva-Sanchez et al. (2008), donde demostraron por un analisis de
bioinformética que la fraccion de glutelinas del grano de amaranto, de la misma especie
utilizada en este estudio, contenia secuencias encriptadas que podian ser liberadas mediante
una hidrdlisis triptica, estudios posteriores como el realizado por Velarde-Salcedo et al.
(2013) mostraron que la digestion triptica del grano de amaranto generaba hidrolizados, con
un incremento dependiente de la dosis, sobre la actividad inhibidora de la DPP-IV y que tenian
valores de ICso entre 1.2 y 20 mg/mL, en comparacion con el presente estudio donde se
obtuvieron fracciones peptidicas con una potencia de hasta 10 veces mayor, con la fraccion
Glu.1ll (ICs0 0.12 £ 0.006 mg/mL, con un PMr de 0.45 kDa), esto indica que la hidrdlisis con
alcalasa genera péptidos con una potencia mayor que los generados por una hidrdlisis triptica.

Estos mismos autores mencionaron que las fracciones donde se generan péptidos con
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capacidad de inhibir la DPP-IV por digestion triptica sobre la globulina 11S son: f (1-13), f

(18-39), f (69-81),  (92- 143).

Cuadro 15. Valores de ICs de las fracciones peptidicas obtenidas por cromatografia de exclusion
molecular en Saphadex G-15, de los hidrolizados que presentaron mayor actividad de inhibicion sobre

Fraccion peptidica

1Cs0* (mg/ml)

Alb1H48

Al
Al
Alll

GlobH48

G.l
G.ll
G.1
G.Iv

GluH24

Glu.l
Glu.ll
Glu.lll

Diprotina A
Sitagliptina

ND*

ND
8.34 + 0.09™
1.98 + 0.012

ND

ND

ND

5.6 +0.1°
0.25 + 0.042

ND

ND
1.95 + 0.08°
0.12 + 0.0062

8.43 £ 0.29 pg/mL
9.41 + 0.15 ng/mL

*El valor de ICs fue determinado por analisis de regresion lineal del %
inhibicidn vs. log de la concentracion de péptido (mg/mL).

*No detectado bajo las condiciones del ensayo.

* Los datos representan la media + la desviacion estandar de las

determinaciones realizadas por triplicado.

Letras diferentes en la misma columna y por fraccion proteinica

(Alb1H48, GlobH48 y GluH24),

(p<0.05)

indican diferencia significativa

Un estudio realizado por Montoya-Rodriguez et al. (2015), muestra por primera vez las

secuencias peptidicas obtenidas por analisis in silico de la fraccion de globulina 11S del grano

de amaranto, utilizando como proteasa alcalasa, donde reportan por lo menos 15 secuencias
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peptidicas liberadas por la hidrélisis como son: WA, IP, IPI, LAG, PPT, WASGF, NAQL,
LAGR, WPALE, TALEPT, PAIRSLPI, EAFGLKFNRPETTLFRS, estas secuencias
reportadas por el estudio de bioinformatica pone en evidencia que los péptidos que muestran
potencial de inhibicion de la DPP-IV comprenden entre 2 a 17 residuos aminoacidicos
(Nongonierma y FitzGerald, 2016) y que los péptidos con mayor potencial muestran un
secuencia general de Xaa-Pro y Xaa-Ala (del extremo N-terminal), donde Xaa indica
cualquier aminoacido, sin embargo estudios realizados por analisis in silico basados en la
alineacion de secuencias peptidicas con actividad inhibidora de la DPP-IV, han mostrado
péptidos inhibidores potentes que contienen generalmente un aminoacido de cadena
ramificada o un residuo aromatico con un grupo polar en la cadena lateral (principalmente
triptéfano, Trp, W) en su extremo N-terminal o un resto de prolina en su posicion P1
(Nongonierma y FitzGerald, 2014; Tulipano et al. 2015).

6.5 Cinética de inhibicién de la DPP-1V por fracciones peptidicas

Los pardmetros de la cinética de inhibicion de la DPP-1V se evaluaron a través del
modelo planteado por Michaelis-Menten y por el método de dobles reciprocos descrito por
Lineweaver-Burk. De este modo, se evalué de manera in vitro el tipo de inhibicidén enzimética
que presentaban las fracciones con mayor actividad inhibidora de la DPP-IV, es decir, las
fracciones con el valor ICsp mas bajo obtenido: A.Ill, G.IV y Glu.lll. Todos estos hidrolizados

mostraron un modo de inhibicion competitiva (Figura 29).

Velarde-Salcedo et al. (2013) describieron algunos péptidos de la globulina 11S del
grano de amaranto que interactian con la region de sitio activo de DPP-1V, bloqueando asi el
acceso al sustrato, los autores mencionados describen tres péptidos de tamafio méas grande (13
residuos) estos péptidos encontrados impedian la formacién de la estructura activa dimérica de
la DPP-1V, lo que resultaba en la inhibicién de la enzima, sin embargo en nuestro estudio las
fracciones seleccionadas estan por debajo de 1 kDa, por lo que los resultados aqui mostrados

indican que los hidrolizados de bajo peso molecular compiten por el sito activo de la enzima,
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es decir que el inhibidor y el sustrato se excluyen mutuamente, frecuentemente debido a una
verdadera competicion por el mismo sitio, por lo que cuando se realiza el estudio de cinética
enzimatica al aumentar la cantidad de sustrato existird una mayor probabilidad de que la
enzima se encuentre con moléculas de sustrato, debido a ello este tipo de inhibicion se aprecia
en la Figura 29 donde la Vmax a concentraciones grandes de sustrato no se ve afectada sin
embargo el valor de Km” incrementa debido a la parcial inhibicidn a bajas concentraciones de
sustrato y esto se observa al final de la cinética como un efecto se saturacion hiperbdlica y esta

inhibicidn sigue el comportamiento matematico descrito por Michaelis-Menten (Segel, 1993)
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Figura 29. Grafico de Lineweaver-Burk de el efecto de las fracciones peptidicas del grano de amaranto
sobre velocidad de digestion de Gly-Pro-pNA por la DPP-IV. A.lll, G.1V y Glu.lll se obtuvieron
mediante cromatografia de exclusién molecular (Sephadex G-15) de Alb1H48, GloH48 y GluH24,
respectivamente. La sitagliptina se utiliz6 como control.

Las simulaciones de acoplamiento molecular de la accion inhibidora de globulina del
grano amaranto han demostrado que la estructura activa de DPP-IV existe como un dimero
con dos dominios; formando un dominio propulsor de ocho sitios con una cavidad de 30-45 A

entre cada monémero, donde los inhibidores se unen al sitio catalitico (Wiedeman, 2007).
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Velarde-Salcedo et al. (2013) mostraron que la interaccion entre los péptidos de globulina 11S
del grano de amaranto y la DPP-IV se daba principalmente a través de interacciones

hidrofobicas y puentes de hidrégeno.

En el Cuadro 16 se muestran los pardmetros cinéticos de las diferentes fracciones de
los hidrolizados proteinicos que presentaron un mayor potencial inhibitorio sobre la actividad
de la DPP-1V. Dado que se trata de un modo de inhibicion competitiva, el valor Vmax es
aproximadamente el mismo (~ 0.0047 uM/min) esto se encontré cuando se alcanzaba una
cinética de orden cero. Debido a que en los estudios de cinética enzimatica la concentracion
del hidrolizado ensayado permanece constante, mientras que la concentracion del sustrato
aumenta para promover la interaccion con el sitio catalitico, se pudo observar el tipo de
inhibicion competitiva. Con respecto al valor de Km en este tipo de inhibicion presentada por
los hidrolizados analizados, se puede apreciar que los valores de Km aparente (Km”)
aumentan, este aumento no significa que el complejo [EI] tenga una afinidad menor por el
sustrato, ya que EI no tiene afinidad en absoluto por el sustrato, mientras que la afinidad de la
enzima [E] (libre) que es la Gnica forma en la que puede unirse al sustrato no varia, por lo que
el aumento de Km” se debe a la distribucion de la enzima disponible entre las formas de

afinidad plena y afinidad nula (Segel, 1993).

La eficiencia catalitica (EC) es un parametro cinético que se utiliza cominmente para
saber cudl es el mejor sustrato para una enzima, se determina por medio de la relacion
Kcat/Km o Vmax/Km (Eisenthal et al., 2007), en este trabajo se determin6 por medio de la
segunda relacion, este parametro indica la eficiencia catalitica de la enzima a concentraciones
de sustrato por debajo de los niveles de saturacion y en este caso nos indica como se ve
afectado la EC por efecto de la inhibicidn ya que EC representa el paso de union de la enzima
y el sustrato y cualquier molécula que esté afectando esta union causara un descenso en este
parametro en este estudio se encontr6 un descenso desde 11.9 a 5.76 x 10 min%, lo que indica
que el hidrolizado que esta impidiendo en un mayor grado la formacion del complejo [ES] es
Glu.lll. Es dificil comparar los parametros cinéticos de inhibicion de la DPP-1V obtenidos de
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varias proteinas debido a que no existe una forma estandarizada de expresar estos parametros
cinéticos. A veces se han descrito diferentes valores de la actividad inhibitoria de la DPP-IV
para el mismo dipéptido, que puede atribuirse no solo a diferentes condiciones experimentales,
sino también al sustrato y la fuente de enzima utilizados para evaluar la actividad inhibidora
de la DPP-IV (Lacroix y Li- Chan, 2012b).

Cuadro 16. Pardmetros cinéticos del efecto de las fracciones peptidicas sobre la velocidad de digestion
de Gly-Pro-pNA por la DPP-1V.

Parametro cinético Control Al G.lV Glu.lll Sitagliptina*
Km o Km” (mM) 0.25° 0.41° 0.66¢ 0.75¢ 1.22f

Vimax 0 Vmax” (LM/min) 0.0052? 0.0049° 0.0049° 0.0043? 0.0045?

EC’ (x10°) 20.8¢ 11.9¢ 7.39° 5.76° 3.67°

Ki (mg/mL) 5.61° 0.21° 0.11° 2.86 x 10° (nM)

*Datos obtenidos experimentalmente bajo las mismas condiciones del ensayo.
“Eficiencia catalitica (min)
Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

Glu.Ill fue la fraccion de hidrolizado que proporciond la actividad inhibidora de DPP-
IV maés alta (Ki 0.11 mg/mL), que fue inferior a la de STG (Ki 2.86 x 10 ng/mL). Esto
explica la eficacia del tratamiento con farmacos sintéticos hipoglicemiantes para pacientes con
diabetes mellitus tipo 2. La potencia encontrada en este estudio para los hidrolizados
proteinicos debe considerarse ya que una inhibicion prolongada de la DPP-IV puede inactivar
guimiocinas, neuropéptidos y otras hormonas peptidicas, lo que conduce a una amplia gama
de efectos fisioldgicos, como angioedema, pancreatitis y artritis, sin mencionar su respuesta
insulinotropica (Mateucci y Giampietro, 2011; Crickx et al., 2014). Los compuestos naturales
con actividad inhibidora de la DPP-1V pueden ser utilizados como parte de un tratamiento
complementario a la terapia farmacoldgica debido a que aumentan el tiempo de vida media de
las incretinas, sin riesgo de hipoglucemia, un efecto secundario comun de los farmacos

antidiabéticos clasicos (Nauck, 2011).
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6.6 Efecto de los hidrolizados proteinicos del grano de amaranto en ratones
diabéticos inducidos por estreptozotocina (STZ)

6.6.1 Estudio de administracion unica (efecto agudo)

Alb1H48, GloH48 y GluH24 se administraron a ratones diabéticos inducidos por STZ
en una prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG). Se encontr6 que una dosis de 300 mg/kg
de GluH24 podria inhibir la actividad de DPP-IV debido a que logré reducir el nivel de
glucosa en plasma (= 26%, efecto mostrado a los 30 min, después de la administracion oral de
glucosa) en la hiperglucemia de ratones diabéticos. Este efecto fue similar al observado en el
grupo STG (sitagliptina) utilizado como control positivo (Figura 30a). Ademas, la
administracion oral de 300 mg/kg de Alb1H48 y GloH48, que habia mostrado capacidad
inhibidora de DPP-1V in vitro, no presentd efecto sobre el nivel de glucosa en plasma en el
ensayo biologico. La Figura 30b muestra el area bajo la curva de la POTG; donde se puede
apreciar que STG y GluH24 fueron claramente capaces de reducir el nivel de glucosa en

plasma (p <0.05) en ratones diabéticos, después de una administracion Gnica del hidrolizado
proteinico.
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Figura 30. Efecto de la administracion Gnica para la evaluacion de los hidrolizados proteinicos del
amaranto (Alb1H48, GloH48 y GluH24) sobre la glucosa en sangre, durante la prueba oral de
tolerancia a la glucosa (POTG). (a) Cambios sobre la glucosa en sangre a través del tiempo y (b) Area
bajo la curva (ABC) de la concentracion de glucosa en sangre después de POTG. *Indica diferencia
significativa comparada con el grupo control (p<0.05).
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De forma similar, la administracion oral de GluH24 aumento el nivel de insulina en
plasma 3 veces, comparado con el control (p <0.05, Figura 31a), ademas se observo que los
niveles de glucagon plasmatico disminuyeron en ~ 30% (p <0.05, Figura 31b), bajo las
mismas condiciones del estudio agudo. Los niveles plasméticos de insulina y glucagon estan
directamente relacionados con la hormona GLP-1, por lo que se esta demostrando de manera
in vivo gque se esta realizando una inhibicion de la DPP-1V, ya que este comportamiento fue

similar al proporcionado por STG, que es un fuerte inhibidor de la DPP-1V.
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Figura 31. Efecto de la administracion Unica para la evaluacion de los hidrolizados proteinicos del
amaranto (Alb1H48, GloH48 y GluH24) sobre la concentracién de (a) Insulina en plasma'y (b)
Glucagon en plasma, 30 min después a la administracién de los hidrolizados. *Indica diferencia

significativa comparada con el grupo control (p<0.05).

6.6.2 Efecto subagudo de los hidrolizados de amaranto sobre la glucemia de

ratones diabéticos

De igual manera se probaron las fracciones Alb1H48, GloH48 y GluH24 (300 mg/kg)
en un estudio de dosificacion cronica diaria (30 dias), donde se observé que la ingestion de

Alb1H48 y GloH48 no produjo ningun efecto en los niveles de glucosa en plasma en ratones
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diabéticos inducidos por STZ. De la misma manera que en el estudio agudo, sélo GluH24
redujo los niveles de glucosa plasmatica (~ 17%, efecto mostrado a los 30 min, después de la
administracion oral de glucosa) en ratones diabéticos inducidos por STZ (p <0.05, Figura 32a).
La Figura 32b muestra el area bajo la curva de la POTG, de también se puede observar que
existe una reduccion en los niveles de glucosa de forma similar para GluH24 y STG, la
determinacion del area bajo la curva, es un pardmetro de comparacion entre tratamientos a lo
largo del tiempo y nos indica si un tratamiento determinado es estadisticamente significativo,

por lo que en este estudio su uso nos mostré que GluH24 a un nivel de significancia de 0.05 es

b)
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diferente negativamente al grupo denominado control.
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Figura 32. Efecto de la administracion crénica (durante cuatro semanas) para la evaluacion de los
hidrolizados proteinicos del amaranto (Alb1H48, GloH48 y GluH24) la glucosa en sangre, durante la
prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG). (a) Cambios sobre la glucosa en sangre a través del
tiempo y (b) Area bajo la curva (ABC) de la concentracion de glucosa en sangre después de POTG.
*Indica diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05).

Los niveles plasmaticos de insulina fueron dos veces mas altos (2.25 ng/mL, Figura
33a) que los observados en el estudio agudo (1.25 ng/mL). Sin embargo, los niveles
plasmaticos de glucagon, a diferencia del estudio agudo, no disminuyeron en el estudio
subagudo; por el contrario, aumentaron (548 a 983 pg/mL, respectivamente; Figura 33b), sin
embargo este aumento no fue significativo (p <0,05) con el grupo control de ratones diabéticos

inducidos por STZ. Observando este resultado, parece que la inhibicién cronica de la DPP-1V
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por los péptidos GluH24 desencadend la reduccion de los niveles de glucosa plasmatica
debido a que la insulina en plasma aumentd. Simultdneamente, GluH24 indujo no solo la
secrecion plasmatica de insulina, sino también la secrecion plasmatica de glucagén. Para este
fendmeno planteamos la hipotesis de que con el fin de compensar la reduccién del nivel de
glucosa en plasma, es liberado el glucagon. Velarde-Salcedo et al (2013), encontraron que los
hidrolizados, obtenidos de todas las fracciones de proteina de amaranto, tienen actividad
inhibidora in vitro de DPP-IV, estos autores informaron que los péptidos liberados de
amaranto en especifico de la fraccion de glutelina (Glu) y utilizando digestion gastrointestinal

simulada, observaron que estos presentarian actividad inhibidora in vitro de DPP-IV.
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Figura 33. Efecto de la administracion Unica para la evaluacion de los hidrolizados proteinicos del
amaranto (Alb1H48, GloH48 y GluH24) sobre la concentracion de (a) Insulina en plasma y (b)
Glucagon en plasma, 30 min después a la administracion de los hidrolizados. *Indica diferencia

significativa comparada con el grupo control (p<0.05).

Ademas, se encontro que GluH24 mostré la mayor capacidad inhibitoria hasta ahora
registrado contra la DPP-IV en STZ-inducida por ratones diabéticos como un modelo de
sistema de diabetes. Este es el primer esfuerzo para evaluar el efecto de los hidrolizados de
proteina de amaranto en la actividad inhibidora de DPP-IV usando ratones diabéticos
inducidos por STZ.
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Los estudios de inhibicion in vivo de la DPP-IV por hidrolizados proteinicos obtenidos
de fuentes alimentarias, es escasa, la mayoria de los estudios han sido realizados de forma in
vitro, esto debido a la complejidad de los sistemas vivos y estandarizacion de los estudios, sin
embargo un estudio realizado por Mochida et al. (2010) mostraron que un hidrolizado del
grano de maiz en especial de la proteina Zeina, una proteina del grupo de las prolaminas,
obtenido mediante la enzima papaina y administrado a ratas antes de una prueba oral de
tolerancia a la glucosa (POTG) aumentaba la secrecion de insulina 2.4 veces a los 15 min
disminuyendo asi los niveles de glucosa en sangre en comparacion con las ratas control
(estudio agudo). Ademas, la administracion del hidrolizado de zeina provocé incrementos
tanto en las concentraciones totales como en las concentraciones activas de la incretina GLP-1,
encontrandose que la ultima respuesta estaba correlacionada con cambios en los niveles de
insulina y glucosa. Estos hallazgos sugirieron que los péptidos derivados de la zeina ejercen su
efecto anti-hiperglucémico a través de su capacidad para inducir la secrecion de GLP-1 e
inhibir la actividad de DPP-IV.

Por otra parte un estudio subagudo realizado por Huang ey al. (2014) en hidrolizados
obtenidos a partir de la proteina gelatina de piel porcina obtenidos la accion de la Flavourzima,
proteasa obtenida del Aspergillus oryzae, que presenta actividad tanto endoproteasa como
exopeptidasa, estos autores estudiaron la administracion diaria (42 dias) de los hidrolizados
con peso molecular < 1 kDa y lo compararon con una administracion de Sitagliptina, un
inhibidor comercial de la DPP-IV, ambas administraciones mostraron niveles reducidos de
glucosa en sangre durante una POTG en comparacion con las ratas diabéticas del grupo
control. Después de la administracion cronica, tanto las ratas tratadas con el hidrolizado como
las tratadas con sitagliptina mostraron una reduccién de la actividad de la DPP-IV (50% y
75%, respectivamente), asi como un aumento de la insulina plasmatica (aproximadamente 6
veces) asi como de la incretina GLP-1 (activo), en comparacion con el grupo control diabético.
Por otra parte, en este estudio al igual que en nuestra investigacion, no se observé diferencia
significativa en los niveles plasmaticos de glucagén entre el control y las ratas diabéticas

tratadas con los hidrolizados de proteina gelatina de piel porcina.
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7. CONCLUSIONES
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La composicion proteinica del grano de amaranto fue albdmina 1 46%, glutelina
22%, globulina 12% y prolamina < 1% obteniendo un alto rendimiento de nitrégeno
proteinico (91 — 94 %). Todas las fracciones aqui encontradas representaron el 82%

de la proteina total del grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus).

El GH alcanzado depende significativamente (p<0.05) del tiempo de hidrolisis y
para una relacion E/S (0.8 UA/g), se observOd un incremento a medida que
aumentaba el tiempo de reaccion. EI mayor GH se obtuvo para albumina 1 (43%, 24
h), globulina (58%, 48h) y globulina (75%, 24h).

La hidrolisis in vitro de las distintas fracciones proteinicas mostraron inhibicion de
la DPP-IV de 45 y 63% a 48 h para albumina 1 y globulina, respectivamente y de
85% a 24 h para glutelina, se encontrd una relacién directa y positiva entre el GH y
la inhibicion de la DPP-IV.

La composicion peptidica de los hidrolizados Alb1H48 (41% proteosas, 40%
péptidos y 18% proteinas), GloH48 (55% proteinas, 24% péptidos y 19% proteosas)
y GluH24 (80.2% péptidos y 19% proteosas).

Se encontrd6 que las fracciones de menor peso molecular, obtenidas por
cromatografia de exclusion molecular, presentaron una mayor potencia para inhibir
la DPP-IV. Los valores de I1Cso para la fracciones A.111 (0.86 kDa), G.1V (0.65 kDa)
y Glu.lll (0.45 kDa) fueron 1.98 mg/mL, 0.25 y 0.12 mg/mL (respectivamente).

Las fracciones A.lll, G.IV y Glu.lll, presentaron un tipo de inhibicion competitiva,
debido a que los graficos de Lineweaver-Burk mostraron que la Vmax (~ 0.0047
uM/min) no se veia afectada por la presencia del inhibidor, ademas se observé que

la eficiencia catalitica se veia afectada por la inhibicion de efectuada por los
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hidrolizados, la fraccion que mostré una mayor capacidad de inhibicién fue Glu.lll
con un valor de Ki de 0.11 mg/mL.

¢+ La administracion de los hidrolizados proteinicos (300 mg/kg) en animales con
diabetes inducida por STZ, para el estudio agudo, mostré una reduccién de la
glucemia del 26% a la media hora después de la administracion oral de glucosa (2
g/kg) solo para la fraccion GluH48 ademas de un aumento en los niveles de insulina
plasmatica (1.25 ng/mL) y una reduccion de glucagon (548 pg/mL).

% EIl estudio subagudo (crénico) mostr6 que después de la administracion de los
hidrolizados proteinicos (300 mg/kg) durante 30 dias, existio una reduccion de la
glucemia de 17% a la media hora después de la administracién oral de glucosa (2
o/kg) solo para la fraccion GluH48, ademas también se encontrd que existia un
aumento de insulina plasmatica (2.25 ng/mL) valor que fue dos veces mas alto que
en el estudio agudo (1.25 ng/mL), en este estudio no se mostré una reduccion de los
niveles plasmaticos de glucagdn, esto se encontrd debido a los niveles elevados de
insulina que podrian estar manteniendo estadios de glucemia por debajo de los
niveles normales y es debido a esto que los niveles se mostraron incluso superiores
que en el estudio agudo, siendo de 983 y 520 y pg/mL (para el estudio subagudo y
agudo, respectivamente).

*%* EIl presente trabajo muestra las bases cientificas de la evaluacion de la actividad
inhibitoria in vivo de la DPP-IV, encontrando resultados altamente prometedores,
para la generacion de alimentos funcionales y asi coadyuvar al mantenimiento de

los niveles de glucosa en personas con diabetes mellitus tipo 2.
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RECOMENDACIONES

Optimizar las condiciones de hidrélisis enzimatica modificando la relacion [E/S] y
tiempo de hidrdlisis, utilizando distintas enzimas proteoliticas, con la finalidad de
definir el mayor GH a un menor tiempo haciendo més eficiente el uso de la enzima

para cada sustrato determinado.

Realizar la purificacion de las especies peptidicas obtenidas durante la hidrdlisis
enzimatica por cromatografia de intercambio i6nico para observar el efecto de
hidrofobicidad sobre la inhibicién de la DPP-IV para poder mejorar asi la actividad

inhibitoria para obtener valores de 1Cso menores.

Continuar realizando cinéticas enzimaticas de inhibicion con la finalidad de
caracterizar los tipos de inhibicion causada por los hidrolizados proteinicos para
observar su potencial de inhibicion de la DPP-IV.

Proteger los hidrolizados obtenidos por medio de la microencapsulacion con la
finalidad de que puedan soportar la hidrélisis gastrica y puedan ser absorbidos por las

paredes del epitelio intestinal.

Disefar una planta piloto para la produccion de hidrolizados de las proteinas de reserva

del grano de amaranto para su posible incorporacion en alimentos industrializados.

Disefar alimentos funcionales que contengan los hidrolizados de glutelina del grano de

amaranto, para poder ser utilizados por personas con diabetes mellitus tipo 2.
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10. APENDICES

APENDICE 1. Curvas patrén para ensayos espectrofotométricos

A. Curva patrén de albumina sérica bovina

AlblUmina sérica bovina Absorbencia

[mg/mL] (595 nm)
0.15 0.194 £ 0.003
0.25 0.273 £ 0.001
0.5 0.500 + 0.001
0.75 0.715 £ 0.002
1.0 0.927 £ 0.001

0.75 +

05

Absorbencia (595nm)

025 T

y=0.8675x + 0.0619

0.25

0.75

Albdmina sérica bovina [mg/mL]
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B. Curva patron de L-Leucina

L-Leucina [mM] Absorbencia

(340 nm)
0.25 0.245 + 0.002
0.75 0.412 + 0.002
1.25 0.558 + 0.002
15 0.644 +0.002
2.5 0.935+ 0.003

08 T

06 T

04 1

Absorbencia (340nm)

y=0.3056x+ 0.1771

R?=0.9992

L-Leucina [mM]

25
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C. Curva patron de p-Nitroanilina

pNA Absorbencia
[mM] (405 nm)
0.02 0.173 +0.003

0.04 0.343 + 0.009
0.06 0.530 £ 0.007
0.08 0.704 £ 0.017
0.1 0.874 £+ 0.008

p
1 -
€ o087
c
9
N
s 06 T
o
c
(<5}
e}
-
o
& 04 -
< y =8.81x - 0.0034
R2=0.9997
0.2 +
0 } } } } |
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
PNA (uM)
o
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APENDICE 2. Curva patrén de pesos moleculares para filtracion en gel Sephadex G-50

Estandar Ve/Vo?  Log (MwP)
Triosa fosfato isomerasa ~ 1.08 1.42
Mioglobina 1.42 1.23
a-lactoalbimina 1.75 1.15
Aprotinina 2.42 0.81
Insulina 3.08 0.54
Bradicinina 3.92 0.03

a/e.- Volumen de elucioén; Vo.- Volumen vacio

bMw.- Peso molecular relativo

4 16 N
12 4
— y=-0.4787x + 1.9554
% R2=0.9918
S 08 ¢
(@]
o
-
04 +
0.0 : : : : : o
1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0
Ve/Vo
\_ J
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APENDICE 3. Cinética enzimatica control de la DPP-1V

El ajuste matematico utilizado para la obtencion de los parametros cinéticos de la enzima se realiz6 utilizando la

ecuacion de Michaelis-Menten (M.M) [Km y Vmax], 1) Realizando el ajuste por medio de la ecuacion de M.M,

utilizando el modelo de la ecuacion logistica (por la rutina de Solver, Excel; ec.-1) y 2) realizando el grafico de

dobles reciprocos de Lineweaver-Burk (ec.-2).

v, =— ec.—1
° K,+I[S]
L () L 2
— = — ec.—
v() [S] Vmax
4 5.0E-03 1 h
45E-03 - __}
4,0E-03 A
= Modelo M-M
3.5E-03 @ Cinética control
.S 3.0E-03 -
=
S 1200 4
é 2.5E-03 A
o 1000 1
>  2.0E-03
1\ 800
E
1.5E-03 A 2 600 1
g 400 A
1.0E-03 - y=46.195x +208.28
200 - R2=0.9975
5.0E-04 A o . . , ,
0 5 10 15 20
1/[S] (mMm) L
0.0E+00 & T T 1
0 3 4 5
[S] (mM)
\_ J
Donde:
Km =0.22 mM

Vimax = 4.8 X 10 uM/min
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APENDICE 4. Determinacion de la dosis de hidrolizado proteinico sobre la glucemia de ratones

diabéticos.
Dosis (mg/kg)
Ratén 50 100 200 300
1 201 210 196 157
2 187 170 168 134
3 167 220 210 179
4 206 170 169 155
5 210 210 210 140

Promedio 194.2+17.51 196 + 24.08

190.6 £20.97 153 +17.51

( 250 h

=
2
e 200 A
E *
o
1]
§ 150 A
w
c
Q
a
8 100
3
o

50 A

0 T T T 1

50 100 200 300
Hidrolizado proteinico (mg/Kg)
\§ J

*Reduccion significativa de la glucemia P<0.05.
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APENDICE 5. Curvas estandar determinadas por ELISA.

A. Andlisis de regresién no lineal para la determinacion de insulina en suero.

Para el ajuste de la concentracion de insulina se utilizo el modelo matematico de la ecuacion logistica:

S Sk T
Y =T+ Ge/oyp T2
4 2
1.8 A
1.6 A
— 14 4
IS
c
Q12
N
o 1 A
2
% 08 4 & Experimetal
§ 06 - e Modelo Ec. Logistica
04 A
0.2 A1
0 3 . . .
0 2 3 4 5 6
L [Insulina] (ng/mL.)
Donde:
A;=0.00239
A=4.92
C=8.24x10°
p=1.81
R?=0.998
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B. Andlisis de regresion no lineal para la determinacion de glucagon en suero

Para el ajuste de la concentracion de glucagon se utiliz6 el modelo matematico de la ecuacion logistica,

ajustada por la pendiente de Hill:

A, — 4

Y= At G togwo

@ Experimental
== Modelo Ec. Logistica

15 2 25 3 35 4
log [Glucagon] (pg/ml)

p
12 -
1 A
E 054
o
g
806 -
c
g
2 04 A
e}
<
0.2 -
0
1
N
Donde:
A:=3.56
A,=0.00134

log xo=log (41) = 1.6127

R?=0.9995
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APENDICE 6. Regresiones lineales para la determinacion del 1Cso

A. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores 1Cso de los hidrolizados de

albumina 1 (All)

Hidrolizado de Albumina 1 Inhibicion de la

(All) [mg/mL] DPP-1V (%)
0.5 11
2.5 27
5 38
10 54
20 66
60 81
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B. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores I1Csp de los hidrolizados de
albumina 1 (Alll)

Hidrolizado de Albumina 1l Inhibicién de la

(AlI) [mg/mL] DPP-1V (%)
0.25 3
0.5 15
1 32
1.5 42
2 52
2.5 59
5 70
4 I
80
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20 4 R2=0.9901 .
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C. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores 1Cs de los hidrolizados de

Globulina (GIII)
Hidrolizado de Globulina Inhibicion de la
(GII) [mg/mL] DPP-1V (%)
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16
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D. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores 1Csp de los hidrolizados de

Globulina (G1V)

Hidrolizado de Globulina Inhibicion de la

(GHI) [mg/mL] DPP-1V (%)
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E. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores I1Csp de los hidrolizados de
Glutelina (Glull)

Hidrolizado de Glutelina Inhibicion de la
(Glull) [mg/mL] DPP-1V (%)
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F. Andlisis de regresion lineal para determinar los valores I1Csp de los hidrolizados de

Glutelina (Glulll)
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Abstract

Background: Type 2 diabetes is a chronic metabolic disorder. Recently, dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) inhibitors that protect incretin hormones
from being cleaved by DPP-IV have been used as drugs to control glycenua. This study examined the potential hypoglycemie effect of amaranth grain
storage protein hydrolyzates to control postprandial glycemia in streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice as a model system of diabetes, and their
inhibition mode on the enzyme.

Material and Methods: Amaranth grain proteins were isolated and hydrolyzed and fractionated by gel filtration. The DPP-IV inhibitory activity of
hydrolyzates as well as their kinetic parameters were assessed. Selected hydrolyzates (300 mg/kg body weight) were adnumistered m a single
administration-study (SAS) or in the same concentration during a four-week chronic daily dosing study (FWCDDS) 1n order to observe the effect on
postprandial glycenua of diabetic mice.

Results: Albumm 1, Globulin and Glutelin hydrolyzates (GluH) competitively inlubited DPP-IV in vitro (Ki= 0.11-5.61 mg/mlL). GluH called Glu.III
(ICs= 0.12+0.01 mg/mL) considerably inhibited DPP-IV activity. GluH 1dentified as GluH24 mmproved glucose tolerance significantly (p<0.03), with
remarkable increments in plasma msulin m SAS and FWCDDS (1.25 and 2.25 mg/mL, respectively). This effect could be compared to the one
obtained from the mice group that was administered Sitagliptin (580 mg/kg body weight) as positive control (p<0.05).

Conclusion: Amaranth Glutelin hydrolyzates yielded the highest enzyme inhibitory activity reported not only in vitro, but also in the STZ-induced
diabetic mice m order to control postprandial glycenua.

Key words: Amaranth protein hydrolyzate, DPP-IV mhibitory activity, diabetes

Introduction

Amaranth grain is a traditional crop of Mexico and other countries. It has a great amount of genetic diversity, phenotypic plasticity and it is
extremely adaptable to adverse growing conditions: it resists heat and drought and faces no major disease problems. Amaranth can be easily grown 1n
agriculturally marginal lands. It has also been considered a nutritive food because its protein 1s rich 1n lysine, which 1s a limiting amino acid m other
crops, and has other nutrients necessary for a well-balanced diet (Rastogi and Shukla, 2013). This food has bio-functional properties (biological
activity) which provide medicinal benefits such as the following: it decreases plasma cholesterol levels, stumulates the immune system, exerts an
antitumor activity and improves conditions of hypertension and anemia. In addition, it has also been reported as having anti-allergic and antioxidant
activities (Caselato-Sousa and Amaya-Farfan, 2012). Some studies have revealed that amaranth’s influence on blood glucose level. A previous report
claims that the consumption of either the grain or oil may protect against insulin deficiency, but another study claims that the high glycemic index of
the starch 1s a hability to diabetic patients (Kim et al., 2006). What 1s more, the effect of proteins and their hydrolyzates in regulating glycemua 1n
humans 1s still largely unknown. This should be taken into account when considering amaranth as a food aimed at people with type 2 diabetes (T2D).
It 1s estumated that by 2030 the number of people affected with diabetes will have reached 366 nullion (Wild et al.. 2004). Thus, this paper focuses on
the in vivo inhibitory activity of hydrolyzates of amaranth grain storage proteins against dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV; EC 3.4.14.5). DPP-IV is a
serine protease that modulates the biological activity of circulating peptide hormones by specifically cleaving 2N-ternunal ammo acids: Xaa-Pro and
Xaa-Ala (Bjelke et al.. 2006). Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) and glucagon-like peptide-1 (GLP-1) are gut-derived peptides, so-
called incretin hormones, that stimulate insulin secretion from the islet B-cells in a glucose-dependent manner. Incretins are responsible for releasing
roughly 70% of postprandial msulin. GIP and GLP-1 are secreted within nunutes of nutrient ingestion, with plasma levels rapidly falling back to basal
values after termination of feeding (Drucker, 2006). GIP and GLP-1 are metabolized extremely rapidly by the DPP-IV. The enhancement of msulin
secretion by gut-derived factors such as GIP and GLP-1 is called the “incretin effect”. Recently, DPP-IV mhibitors that protect active GLP-1 from
being cleaved by DPP-IV have been used as drugs to control postprandial glycenua in T2D (Richter et al., 2008). Thus, complementary strategies to
treat this illness currently include the use of protease-resistant GLP-1 analogs used as injectable agents, and the use of orally administered inhibitors of
DPP-1V activity (Drab, 2010).

Recently, some amaranth components have been isolated and treated by biotechnological procedures and there have been several reports
about the assessment of their bio-functionality. From one of these procedures, bioactive peptides have been obtained: these are not only specific, but
also small protein fragments that are actually inactive within the sequence of their parent protein (Korhonen and Philanto, 2003). Therefore, enzymatic
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hydrolizates of amaranth protein have been thought of as a source of these bio-peptides. Several bioactive peptides obtained from amaranth proteins
exhibit bio-functionality including antitumoral effects by lunasin (Silva-Sanchez et al., 2008), mhibition of angiotensin I-converting enzyme (Tiengo
and Netto, 2009; Tovar-Pérez et al., 2009; Vecci and Anén, 2009; Barba de la Rosa et al., 2010; Luna-Suarez et al., 2010; Fritz et al., 2011) and
antioxidant (Troni and Anon, 2010: Orsini et al., 2011). Nevertheless, little attention has been given to the possibility that dietary proteins may also
contain. withm their sequences, fragments corresponding to DPP-IV ihibitory peptides, and thus might be used as natural sources of DPP-IV
mhibitors i the management of T2D. Several peptides with DPP-IV mhibitory activity have been 1dentified through an in sifico analysis from
amaranth grain storage protein hydrolyzates and studies were carried out to predict their binding modes at the molecular level (Velarde-Salcedo et al.,
2013). Smularly, inhibition of DPP-IV activity has also been found, in silico, m 34 food protems. Casemns from cow milk and collagens from beet and
salmon appeared to be the richest potential sources of DPP-IV mhibitors. GA, GP and PG were the most frequently occurring sequences (Lacroix and
Lee-Chan, 2012a).

To the best of our knowledge there is no report on in vive assessment of DPP-IV mhibitory activity of amaranth grain storage protein
hydrolyzates. Therefore, i this study the potential hypoglycemic effect of amaranth gramn storage protein hydrolyzates to control postprandial
glycemia m streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice as a model system of diabetes, and their mhibition mode on the enzyme were examined.

Materials and methods
Sample preparation

Amaranthus hypochondriacus gran cultivar Revancha obtamed from INIFAP-Campus Montecillo. México was used in this reseach. The
whole grain was milled using a Udy mull (Udy Corporation Fort Collins, Co, USA) until flour was obtained; then 1t was defatted with acetone (5
mL/g). After drying at room temperature, the defatted flour was sieved through a 60-mesh screen and stored at 5°C until further analysis. The defatted
flour proximate analysis was carried out according to AOAC (2000) standard procedures. The content of components was (g/100 g of defatted flour):
water (11.1+0.08), ashes (3.15£0.12), crude protein (%N X 5.87= 15.4320.18). ether extract (0.18+0.01), crude fiber (4.91=0.06) and carbohydrates
calculated by difference (65.23+0.08). All experiments throughout this study were performed in triplicate.

Extraction and hydrolysis by alcalase of amaranth grain storage proteins

Albumin 1 (Albl) and globulin (Glo) were extracted from defatted flour according to the method described by Tovar-Pérez et al. (2009).
Albl was separated from Glo by dialysis of the supernatant for 24 h against distilled water. The residue of defatted flour was treated with 70 %
ethanol to discard prolamins. Then glutelins (Glu) were extracted following the method reported by Barba de la Rosa (2010), using 0.1M Tris buffer at
pH 8.0, in a residue/buffer ratio 1:10. Protein content was assessed by the Kjeldahl method (AOAC, 2010). Protein extracts were lyophilized and
stored at 5°C until alealase hydrolysis.

Alcalase hydrolysis of proteins was carried out following the method reported by Tovar-Pérez et al. (2009) with some meodifications: 0.5 M
phosphate buffer (pH 7.4) was added to a 5 mg/mL of protein solution. The solution was incubated for 5 min at 50°C; then 2.4 UA/mL of alcalase
solution m 0.5 M phosphate buffer was added to each test tube to reach a final ratio E/S=0.8 UA/g protein. The reaction, at the appropriate time
between 1 to 48h, was placed in a boiling water bath for 10 min to inactivate the enzyme. Albl, Glo and Glu hydrolyzates (Alb1H, GloH and GluH,
respectively) were obtamned at different times (n<48h) of treatment (Alb1Hn; GlobHn and GluHn, respectively).

Measurement of degree of hydrolysis

The degree of hydrolysis (DH) was conducted according to the method reported by Condés et al. (2009). Free amuino groups, released by
alcalase hydrolysis, were assessed by their reaction with 2 4.6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS). L-leucine was used as a standard. The DH was
calculated using the equation reported by the same authors.

Size-exclusion chromatrography

Molecular weight characterization of amaranth grain storage protein hydrolyzates was carried out by gel filtration chromatography using a
molecular exclusion colunm. A Sephadex G-15 colummn (1.4 x 29 cm: Pharmacia, Uppsala, Sweden) and a Pharmacia LKB FPLC System (Uppsala,
Sweden) were used. 500 pL of hydrolyzed proteins (15 mg/mL) dissolved mn 32.5 mM K,HPO,-2.6 mM KH,PO,. pH 7.5, which contamed 0.4 M
NaCl and 20 mM 2-mercaptoethanol (to reduce disulfide bonds of small peptides in order to avoid peptide aggregation) were mnjected and eluted with
the same buffer at 0.3 mL/min. Absorbance at 214 nm was monitored and 0.5 mL fractions were collected. An ultra-low range molecular weight
marker (Sigma-Aldrich, St. Lows, Mo., USA), containing triose phosphate isomerase 26.6 kDa; mioglobin 17 kDa; o-lactoalbumin 14.2 kDa;
aprotinine 6.5 kDa: insulin 3.5 kDa; bradykinin 1.06 kDa, was used. Peptidic fractions (Albl: A1, -II and —1III: Glo: G.I, - II, - IIT and -.IV, and Glu:
GlwI, -II and -IIT) were collected until 1t was possible to obtamn a sufficient amount to assess the ICs, value (see below). The collected peptide
fractions were lyophilized and stored at -20 °C until analysis.

Determination of DPP-IV inhibitory activity

DPP-IV from porcine kidney (Sigma—Aldrich: St. Louis, MO, USA) was used to assess the enzymatic activity. The activity was performed
by measuring the mcrease in absorbance at 405 nm using Gly-Pro-p-nitroanilide (Gly-Pro-pNA: Sigma—Aldrich: St. Louis, MO, USA) as DPP-IV
substrate. For this purpose an ELx808 absorbance microplate reader (Bio Tek p QUANT: Bio Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA.) for 96 well
ELISA plates was utilized. The lyophilized hydrolyzates were dissolved in 100 mM Tris buffer (pH 8.0: buffer A) at various concentrations. The
hydrolyzate solution (25 uL) was added with 25 uL of 1.59 mM Gly-Pro-pNA, mn 100 mM Tris buffer, pH 8.0 (0.1 mM final concentration). The
nuxture was incubated at 37°C for 20 mun, followed by adding 50 pL of DPP-IV, diluted with the same Tris buffer to 4.0 mU/mL (Kojima et al.,
1980). The reaction nuxture was incubated at 37°C for up to 60 min, and the reaction was stopped every 15 min by adding 100 pL of 1 M sodium
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acetate buffer (pH 4.0). Recorded data were plotted versus tune, and the DPP-IV activity was quantified. The % DPP-IV inhibition was defined as the
percentage of DPP-IV activity mhibited by a given concentration of hydrolizate.

One enzymatic unit was defined as the quantity of enzyme which releases 1 pmol of p-nitroaniline per min under the assay conditions. The
kanetic parameters were evaluated usmg 0.05 — 2 mM Gly-Pro-pNA in the assay mixture. Km of Gly-Pro-pNA was estimated as 0.25 + 0.01 mM. The
1Cs, value was considered as the concentration of sample needed to mhibit DPP-IV by 50%. ICs, values were determined plotting the DPP-IV
mhibition rate as a function of the log of hydrolyzate concentration (mg/mL). The peptide Diprotin A and the antidibetic drug Sitagliptin (STG),
which inhibit DPP-IV activity, were used as controls in order to compare the protein hydrolyzates ICs, values.

Induction of diabetes and animal treatments

Male mice strain CD1 of 4-6 weeks old (Charles River) with 35-40 g body weight were supplied by Universidad Autonoma Metropolitana,
Campus Iztapalapa (UAM-I). The animals were housed in polypropylene cages containing sterile sawdust as bedding. The animals were maintained
under a controlled temperature (23+2 °C), humidity (40-70%) and a 12 h light-dark cycle. Mice were fed on a diet of comumercial mouse chow
(Harlan® Rodent diet); water and food were provided ad /ibitum. The animals were randomly divided into 5 groups (n = 5): diabetic mice (vehicle;
citrate buffer only) as negative control; STG as positive control; Alb1H48, GloH48 and GluH24, which were chosen because of their higher DPP-IV
mhibitory activity. The handling of the laboratory anumals was performed in agreement with the statutes of the CICUAL (Institutional Commuttee for
the Care and Use of the Animals) based in the international and national rules established in the “Official Mexican Rule” for the care and use of the
laboratory animals” [NOM-062-Z0O0-1999) Moderate diabetes was induced by two intraperitoneal injections of streptozotocin (40 mg/kg body
weight) freshly dissolved 1 a citrate buffer (100 mM, pH 4.5). in non-fasted mice on two consecutive days. This method induced partial destruction of
B-cells pancreatic (Ventura-Sobrevilla et al., 2011). Control mice were injected with the vehicle. Blood glucose concentration was determined using
an Accu-Chek® system (Roche). Mice were considered to be diabetic when non-fasted blood glucose level was >200 mg/dL. Two protocols were used
for administration of amaranth protein hydrolyzates: a single administration study (SAS) of protein hydrolyzates or STG, or four-week chronic daily
dosing study (FWCDDS) of protein hydrolyzates or STG.

For the SAS, blood glucose concentration was assessed at the beginnmg of this study for all groups of diabetic mice. Afterwards, Alb1H48,
GloH48 or GluH24 (300 mg/kg) or vehicle or STG (580 mg/kg) for the positive control group was orally admimstered. After their administration,
blood glucose was further assessed after 30 nun n order to observe any effect. Oral glucose tolerance test (OGTT) was performed by oral
admunistration of glucose (2 g/kg). Blood glucose level was assessed at 0.5, 1, 1.5 and 2 h mn order to obtain a curve of glucose tolerance. Blood
insulin and glucagon (0.5 mL of blood collected from caudal vein) were also measured. after 10 min of the glucose load, using an ELISA ALPCO™
Jat (80-INSMS-EO01 and E10 48-GLUHU-EO1, respectively). In the FWCDDS, mice were orally administered once a day with the same hydrolyzates
as 1 the SAS (300 mg/kg) or STG (580 mg/kg) or vehicle, everyday for four weeks. Once the hydrolyzate administration to mice was over, the blood
glucose level as well as blood insulin and glucagon were measured, sumilarly to the SAS.

Statistical analysis

One-way ANOVA was used to determune treatment effects and these were subsequently compared among groups with Tukey’s range test.
Values were reported as mean + SD, and were considered to be significant at p < 0.05. Stargraphics Plus v. 5.1 (Statistical Graphics, Manugistics, MD,
USA) was used for this purpose.

Results and Discussion
Degree of hydrolysis

Fig. la shows hydrolysis of Albl. Glo and Glu fractions. Albl and Glo were more resistant to alcalase hydrolysis than Glu. Albl and Glu
fractions reached their highest DH at 24 h (43 + 0.51% and 75 + 0.51%, respectively), but the Glo fraction had its highest DH from 48 h (59 £ 0.29%).
Glu fraction was less resistant to alcalase hydrolysis from the first hour of treatment. Albl and Glo fractions showed a simmlar behavior to alcalase
hydrolysis during the 14 h of treatment. Although Albl fraction had its maximum DH 24 h earlier than the Glo one, Albl hydrolysis was 16% lower
than that reached by the Glo fraction. In our laboratory we have observed that hydrolysis of amaranth proteins with alcalase takes a long time in order
to reach an extensive hydrolysis (DH%>20). Glo has been usually more resistant to alcalase hydrolysis. Unlike the previously reported studies, we
have found that hydrolysis resistance of proteins with alcalase is surpassed in rather long periods (=24 h). A longer protem hydrolysis yields smaller
peptides whose enzymatic mhibitory properties should be studied, such as DPP-IV. High molecular mass (Mr) proteins were hydrolyzed during the
first hour of digestion. but peptides of around 22 kDa from Glo and Glu did not change during 48 h of hydrolysis. Barba de la Rosa et al. (2010) stated
that Glu hydrolysis with trypsin did not change after 4 h treatment. Limited protein hydrolysis had already been observed by Orsini et al. (2011) and
Ventureira et al. (2012), who hydrolyzed an amaranth protem 1solate using alcalase for 20 min (DH%=1.7) and 4 h (DH%= 9.5) and could only
achieve a very low partial hydrolysis. Additionally, 1t has also been reported that globulin-P 1s associated with protem-bodies that do not allow easy
access to hydrolytic enzymes. Konishi et al. (1991) observed that Glo 1s nowhere as prone to proteolysis as Alb because the former can be found
mside protein bodies and this slows down proteolysis during the first 12 h. Condés et al. (2009) found that a polypeptide of 45 kDa from 7S globulin
was more resistant to the trypsin action (serine protease) and Veechi and Afion (2009) reported a great resistance to alcalase hydrolysis of hydrophobic
B polypeptides of 11S globulin.

Inhibitory activity of DPP-IV by protein hydrolyzates and their peptide fractions

We have found out that the higher the DH in Albl and Glo. the more peptides released with inhibitory activity of DPP-IV (Fig. 1b). The
highest DPP-IV inhibition by Albl and Glo hydrolyzates was observed at 48 h (45 + 0.2% and 63 + 0.5%, respectively) and 24 h for Glu (85 + 0.2%.).
It was observed that the Glu hydrolysis released peptides that strongly inhibited DPP-IV activity as early as the first hour of treatment (Fig 1b).
Velarde-Salcedo et al. (2013) 1dentified several mhibiting DPP-IV peptides from amaranth hydrolyzates by an in silico trypsin digestion analysis, and
predicted their binding modes at the molecular level. By LC-ESI/MS/MS and bioinformatics analysis, they identified the amino acid sequences PPP,
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GP. PP. MP, VA. MA. KA, LA, FA. AP. FP, PA, LP, VP. LL, VV, IPA, IPI that displayed an inhibition of DPP-IV activity. Of those peptides, the
sequence IPI was identified by these authors as Diprotin A. This is known as an inhibitor of DPP-IV [31-33] (Lacroix and Lee-Chan, 2012b; Rahfeld
et al., 1991; Umezawa et al., 1984), and functions as a non-covalent mhibitor that transitorily binds to the catalytic site of the DPP-IV and blocks the

degradation of larger polypeptidic chains such as mcretins (Wiedeman and Trevillayn, 2003). These di-, tr1-, oligopeptides may explain the inhibition
of the enzyme during the initial period of hydrolysis.
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Figure 1: (a) Hydrolysis degree of Albumun 1 (Albl), Globulin (Glo) and Glutelin (Glu), and (b) Inhibitory activity of DPP-IV by Albl. Glo and Glu
hydrolyzates as a function of reaction time.
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Figure 2: Size-exclusion chromatography elution profile of their respective peptide fractions of AIb1H48, GloH48 and GluH24.

Of the hydrolyzates obtamed m this work, Alb1H48. GloH48 and GluH24 showed the maximum DPP-IV imhibitory activity and were partially
characterized by size-exclusion chromatography (Sephadex G-15). Alb1H48 consisted of three fractions (Fig. 2a) that were named: A.I (Mr=17 kDa):
ATl (Mr=8.1 kDa) and A.III (Mr=0.9 kDa). AT fraction, still made up of proteins, did not show any DPP-IV mhibitory activity. AII and A.III
fractions did show peptides with DPP-IV inhibitory activity. ICsy values were: 8.34 + 0.09 and 1.98 + 0.09 mg/mL, respectively (Table 1). A.IIT
fraction consisted of peptides with about 7-8 amino acids, which 1s in agreement with Huang et al. (2012) as well as Lacroix and Li-Chan (2012a) and
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Velarde-Salcedo et al. (2013) findings. All of them claimed that di- . tri-peptides and oligopeptides are capable of mhibiting DPP-IV. Peptides larger
than 13 residues have also been reported as novel DPP-IV mhibitors (Uchida et al., 2011). GloH48 was made up of four different fractions (Fig. 2b),
named: G.I (Mr=24 kDa); G.II (Mr=14.9 kDa), G.III (Mr=6.3 kDa) and G.IV (Mr=0.65 kDa). Similarly, G.I and G.II contained mainly low Mr
proteins and did not show any DPP-IV mhibitory activity. Furthermore, G.IIT and G.IV fractions showed inhibitory activity of the enzyme; ICs, values
were 5.6 £ 0.1 and 0.25 + 0.04 mg/mL, respectively (Table 1). G. IV fraction may have between 5-6 amino acid residues more likely to inhibit DPP-
IV. It was observed that Glu consisted of three fractions (Fig. 2¢): Glu.I (Mr=11.2 kDa); GluII (Mr=0.73 kDa) and Glu.IlI (Mr=0.45 kDa). In turn,
Glu.I, which contamed low Mr proteins, did not show any DPP-IV wmhibitory activity. On the other hand, Glu.Il and Glu.IIl fractions displayed the
following ICs; values: 1.95 £ 0.09 and 0.12 + 0.09 mg/mL, respectively (Table 1). This finding showed that Glu.IIl fraction with peptides from 3-4
amino acids had a higher DPP-IV inhibitory activity. Hatanaka reported the occurrence of DPP-IV inhibitors (ICs, = 2.3 £ 0.1 mg/mL) as obtained
from rice bran hydrolyzate (Hatanaka et al., 2012). This figure, when compared to the G.III fraction (Table 1), is 20 times as much as the one yielded
by rice bran hydrolyzate. Lacroix and Lee-chan (2012a) were also able to obtain hydrolyzates from whey (ICsq of 75 pg/mL) using Thermolysin. In
their work, the

Table 1: ICs, values of peptide fractions obtained by size exclusion chromatography from Alb1H48, GlobH48 and GluH24 which displayed the
highest inhibition of DPP-IV.

Peptide fraction IC5" (ng/mL)
Alb1H48 ND*

Al ND

AIl 8.34 £0.09°
Al 1.98 £0.01
GlobH48 ND

GI ND

G.II ND

G.II 5.6+0.1

GIV 0.25+0.04
GluH24 ND

Glul ND

Glu.II 1.95+£0.08
Glu.IT 0.12 +0.006
Diprotin A 8.43 £0.29 pg/ml
Sitagliptin 9.41 £0.15 ng/ml

# ICs; was assessed by linear regression analysis of % inhibition of DPP-IV against Log of peptide concentration (mg/mL).
" Not detected under the assay conditions.
¢ Data represent mean values + the SD of triplicate determinations.

authors stated that cow nulk proteins, especially B-casein, a-S1-casein. k-casein, B-lactoglobulin and lactotransferrin, have anuno acid sequences that
can inhibit DPP-IV. This whey hydrolyzate inhibits DPP-IV activity much more efficiently than that yielded by Alb1H48, GloH48 and GluH24 of
amaranth gram. In our work, Glu.II fraction displayed an ICs; value that ranges from 1.2 to 2.0 mg/mL, as reported by other authors (Lacroix and Lee-
Chan, 2012a). In sum, we observed that peptides smaller than 10 kDa as obtained of Alb1H48, GloH48 and GluH24 could mhibit the enzyme
following a dose-response pattern. Particularly, Glu.IIl showed the highest DPP-IV mlubitory activity, which 1s higher than that reported by Velarde-
Salcedo et al. (2013) for amaranth protem hydrolyzates. Table 1 shows that the inhibitory activity of hydrolyzates obtained 1s an order of magnitude
weaker than the corresponding values for tri-peptide Diprotin A (IC5,=8.43 + 0.29 ng/mL) and two orders of magnitude for STG (ICs,=9.41 £ 0.15
ng/mlL). However, we should bear in nund that we worked with semu-puritied hydrolyzates and that DPP-IV mhibitory activity could improve if
peptide purity were enhanced.

Inhibition kinetics of DPP-IV by peptide fractions.

Inhibition kinetics parameters of DPP-IV were assessed through a Michaelis-Menten equation and the double reciprocal plot method by
Lineweaver-Burk. By doing so, the enzymatic mhibition of fractions with the highest DPP-IV ihibitory activity was assessed in vitro, namely, those
fractions with the lowest ICsq value as obtained of AIIl, G.IV and Glu III. All these hydrolyzates showed a competitive inhibition mode (Fig. 3).
Table 2 shows the kinetic parameters of different fractions of protein hydrolyzates with potential mhibitory activity against DPP-IV. Since this 1s a
competitive inhibition mode, Vmax value is roughly the same (about 0.0047 pM/min) when a zero order kinetics is reached. In other words, the
concentration of the assayed hydrolyzate remains constant whereas the substrate concentration mcreases in order to promote the interaction with the
catalytic site. According to Yan et al. (1992). the general chemical structure of most peptides with DPP-IV mhibitory activity of competitive mode
corresponds to the following parameters: Xaa-Pro, Pro-Xaa and Xaa-Ala. Different inhibition modes, however, have been reported, including non-
competitive, mixed and ureversible, which mdicate that the enzyme mhibition can occur in the enzyme active site or out of it. Molecular docking
simulations of amaranth Glo mhibitory action have shown that DPP-IV active structure exists as a dimer with two domains forming an eight-bladed
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propelier domain with a 30-45 A cavity between each monomer where the inhibitors bind to the catalytic site (Wiedeman, 2007). The interaction
between DPP-IV and amaranth Glo peptides 1s mainly via hydrophobic interactions and hydrogen bonds (Velarde-Salcedo et al., 2013).
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Figure 3: Lineweaver-Burk plot of the effect of amaranth peptide fractions on the rate of Gly-Pro-pNA digestion by DPP-IV. (a) A.IIL (b) G.IV and
(c) GluIII were obtained by size exclusion chromatography from Alb1H48, GloH48 and GluH24, respectively. Sitagliptin was used as a control.

It 1s difficult to compare the mhibition kinetic parameters of DPP-IV as obtamed of several proteins because there is no standardized way to
express these kinetic values. Sometimes different DPP-IV inhibitory activity values have been reported for the same di-peptide, which may be
ascribed not only to different experimental conditions, but also to the substrate and enzyme source used for assessing DPP-IV inhibitory activity
(Lacroix and Lee-Chan, 2012a).

Table 2: Kinetic parameters of the effect of amaranth peptides fractions on the rate of Gly-Pro-pNA digestion by DPP-IV.

Kinetic parameter Control Al G.IV Glu.JIT Sitagliptin®
Km or Km" (mM) 0.25 041 0.66 0.75 1.22
Vs 0F Vi (Lmol/min) 0.0052 0.0049 0.0049 0.0043 0.0045
CE (xlO'G) 208 11.9 7.39 5.76 3.67

K (mg/mL) 5.61 0.21 0.11 2.86 x 10

* Data were experimentally obtained under the same assay conditions.
be atalytic efficiency (min™)
nM

Glu.IIT was the hydrolyzate fraction that atforded the highest DPP-IV inhibitory activity (Ki 0.11 mg/mL), which was lower than that of STG (K1 2.86
x 10 ng/mL). This explains the effectiveness of treatment with hypoglycemiant synthetic drugs for T2D patients. However, when the enzyme is
inhibited, there is a risk of presenting side effects, such as hypoglycemia, weight gain and gastrointestinal disorders. On the other hand, DPP-IV can
also 1nactivate chemokines, neuropeptides and other peptidic hormones leading to a wide range of physiological effects such as angioedema,
pancreatitis and ineffective disorders, not to mention its insulinotropic response (Mateucci and Giampietro, 2011). Natural compounds with DPP-IV
inhibitory activity can be a complementary treatment because they increase the time of incretins with no risk of hypoglycemia, a common side effect
of classic antidiabetic drugs (Nauck, 2011).

Effect of amaranth protein hydrolyzates in streptozotocin-induced diabetic mice
Single-administration study

Alb1H48. GloH48 and GluH24 were administered to STZ-induced diabetic mice in an OGTT. A 300 mg/kg dose of GluH24 could inhibit
DPP-IV activity because it managed to reduce plasma glucose level in the hyperglycemia of diabetic mice. This effect was similar to that observed in
the control group STG (Fig. 4a). Additionally, the oral administration of 300 mg/kg of Alb1H48 and GloH48, which had shown DPP-IV mhibitory
capacity in vitro. had no effect on the plasma glucose level in the biological assay. Fig. 4b shows the area under the OGTT curve: STG and GluH24
were clearly capable of reducing the plasma glucose level (p<0.05) in diabetic mice. Similarly. GluH24 oral administration not only increased plasma
msulin level (p<0.05; Fig. 4c), but also dimmished plasma glucagon level (p<0.05; Fig. 4d). Plasma nsulin and glucagon levels are directly linked to
GLP1; this behavior was also sumnilar to the one atforded by STG, which 1s a strong DPP-IV inhibitor.
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Four-week chronic daily dosing study

On assessing Alb1H48, GloH48 and GluH24 (300 mg/kg) admumistration i a chronic daily dosing study, it was observed that daily
Alb1H48 and GloH48 mntake did not produce any effect on plasma glucose levels in STZ-induced diabetic mice. In the same way as SAS, it was only
GluH24 that reduced plasma glucose levels in STZ-induced diabetic muce (p<0.05; Figs 5a and 5b). Plasma insulin levels were twice as high (2.25
mg/mL) when compared to the one observed in SAS (1.25 mg/mL). However, plasma glucagon levels, unlike SAS, did not diminish in FWCDDS; on
the contrary, they rose (548 to 983 pg/mL, respectively). There was no significant difference (p<0.05) with the STZ-induced diabetic mice control
group. By looking at this result, 1t seems that DPP-IV chronic mnhibition by GluH24 peptides triggered a plasma glucose level reduction because
plasma sulin mcreased. Simultaneously, GluH24 induced not only plasma msulin secretion, but also plasma glucagon secretion. Therefore, we have
hypothesized that m order to compensate plasma glucose level reduction, glucagon 1s released. Tlus research, in the same way as in Velarde-Salcedo’s
et al. (2013), found that hydrolyzates, as obtained of all amaranth protein fractions, have in vitro DPP-IV inhibitory activity. Those authors reported
that peptides released from amaranth Glu, using simulated gastrointestinal digestion, conserved the in vitro DPP-IV inhibitory activity. Furthermore,
we found out that the GluH24 showed the highest inlubitory capacity so far recorded against DPP-IV i STZ-mduced diabetic mice as a model system
of diabetes. This 1s the first effort to assess the effect of amaranth protemn hydrolyzates on the DPP-IV mhibitory activity using STZ-mduced diabetic
mice. It 1s clear, however, that further studies on this topic must be performed in order to shed light on this issue.
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Conclusions

Hydrolysis with alcalase of Albl and Glo as obtamed from amaranth grain is linuted during the first hours of treatment because 1t 1s
hindered by peptides displaying Mr sunilar to ATSI. This does not occur in Glu. which allows a faster hydrolysis. Glu releases peptides capable of
mhibiting DPP-IV from the first hour of treatment whereas Albl and Glo nhibit this enzyme more slowly during the same period. When peptides of
about 7.9 kDa disappear, DPP-IV inlubitory activity mcreases. To the best of our knowledge, this 1s the first report on the effect of amaranth protein
hydrolyzates capable of inhibiting DPP-IV in STZ-induced diabetic mice as a model system of diabetes. The fractions A III, G.IV and Glu.III isolated
from amaranth gramn protein hydrolyzates afforded the lowest ICs, values for each hydrolyzate and competitively inhibited DPP-IV in vitro. Of all the
amaranth protein hydrolyzates assessed, GluH24 showed the highest DPP-IV inhibitory activity reported up to now for an in vitro assay as well as for
a SZT-mduced diabetic mice model system. The assessment of the oral administration of GluH24 (300 mg/kg body weight). using one SAS or the
same concentration during FWCDDS, caused a significant improvement in the oral glucose tolerance test. GluH24 significantly increased plasma
msuln in SAS and FWCDDS m the same way as it was observed for the mice group that was adnunistered STG (p<0.05). However, GluH24
diminished plasma glucagon level in the SAS whereas in the FWCDDS, PGL increased. Diabetes is a very complex disease: hence for a fuller
understanding of this condition, further studies on the effect of amaranth protein storage hydrolyzates obtained with other enzymes, other hydrolyzates
doses, other periods of treatment, among others, are needed in order to find out their impact on biological model systems.
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En la Ciudad de México,
del dia 25 del ‘mes: de
Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropolitana,

suscritos miembros del jurado:

se presentaron a las 12:30 horas
julio del afio 2017 en la Unidad
los

DR. RUBEN ROMAN RAMOS

DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ SERRANQ
DR. GERARDO DIAZ GODINEZ

DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacidén de la
Disertacién Publica cuya denominacién aparece al margen,

para la obtencién del grado de:
DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA

DE: RAUL REYES BAUTISTA

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdénoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ
SERRANO

Acto continuo, (=55 presidente del jurado comunicé al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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