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PDS Fitoeno desaturasa
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evalu6 el efecto mitogénico de estos péptidos en la proliferacién celular de esplenocitos
de bazo de ratén BALB/c, obteniéndose un efecto mitogénico estadisticamente
significativo (p<0.05) con el péptido, C5 a una concentracion de 5 ug proteina/mL.

Estos resultados son la base para continuar estudios mas precisos y determinar las
bondades que las semillas de achiote puedan ofrecer como alimento funcional.







These results provide the basis for carrying out more detailed studies to determine the
benefits that annatto seeds can offer as a functional food.













1.1.2. CANCER EN EL MUNDO

En el principio del siglo XX la poblaciéon europea y norteamericana asi como
poblaciones asiaticas como Japén entraron en envejecimiento mientras que poblaciones
africanas y latinas empezaron a emigrar de zonas rurales a zonas urbanas causando con
esto conglomeraciones cada vez mas densas y complejas (Ferlay et al., 2000). Todo esto
genera desigualdad, pobreza y por ende mala nutricién seguida por la industrializacién de
alimentos sobretodo de la comida chatarra que es por lo general mas econ6mica, el
ejercicio de la sexualidad con escasas precauciones, tabaquismo y alcoholismo fueron
factores que aumentaron el desarrollo de canceres (OMS, 2004).

Por todo esto en el siglo XX fue cuando el cancer se convirtié en una “nueva epidemia”
que en la actualidad se mide en términos de incidencia.

En el siglo XXI el problema con el cancer se ha afianzado de forma generalizada por la
transicion econémica, los rapidos procesos de urbanizacion y los modos de vida actual
(trabajos en oficina), y las dietas malsanas, asi como la inactividad fisica han agudizado
este problema.

Segtn el Programa Nacional de lucha contra el Cancer de ia OMS (Organizacién Mundial
de la Salud) en Ginebra: “En 2011, céncer es la causa del 12% de las defunciones a
escala mundial. Actualimente viven con cancer unos 20 millones de personas, y es
probable que en 2020 la cifra supere los 30 millones. Esto hace pensar que el cancer es
una de las enfermedades mas destructivas a nivel mundial. Por lo tanto la OMS estim6 en
2008 que la principal causa de muerte en el mundo es el cancer (7.6 millones de casos),
localizados en su mayoria en pulmén, estémago, higado, colon y mama (OMS, 2011).
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1.1.3. CANCER EN LATINOAMERICA Y MEXICO

La Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS, 2011), reporta que de 2007 a 2009 en

Latinoamérica la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de cancer es de 110.7

muertes por cada 100 mil habitantes. Las tasas mas altas en la regién se localizan en
Uruguay (168.4 por cada 100 mil habitantes), Cuba (143.3) y Pera (136.6); México, como
resultado de los esfuerzos que se han llevado a cabo en materia de prevencién, atencion

oportuna y sensibilizacién, tiene la tasa mas baja de Latinoamérica (75.4 por 100 mil

habitantes).

En México, con el fin de conmemorar el dia mundial contra e! cancer (4 de febrero) el

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), presenté las siguientes estadisticas:

En 2010, 57 de cada 100 menores de 20 afios con tumores malignos, lo padecen
en érganos hematopoyéticos.

En 2010, 36.5% de los nifios y jévenes con leucemia hospitalizados, tienen entre 5
y 9 afios.

El 86.3% de las defunciones por tumores en la poblacién menor de 20 afios en
México durante 2011, es debida a tumores malignos.

De cada 100 mujeres de 20 afilos y mas con tumores malignos en 2010, 24 tienen
cancer de mama.

En 2011, 8 de cada 100 hombres de 20 afios y mas con cancer, presentan
neoplasia de préstata.

En 2011 de cada 100 defunciones por tumores malignos en hombres de 20 y mas
anos, 17 fallecen por cancer de préostata, 13 de bronquio y pulmén y 9 de
estémago.

Las principales causas de muerte por tumores malignos en mujeres de 20 y mas
afios en 2011 son por cancer de mama (13.8%) y cervicouterino (10.4 por ciento).




1.1. NUTRACEUTICOS

El proceso de la carcinogénesis es complejo y no es facil de eliminar. Esto incluye
la aparicion inicial de alteraciones genéticas que pueden conducir a la inactivacion de los
genes supresores de tumores y a una mayor acumulacién de alteraciones genéticas
durante la progresion tumoral. Los componentes de la comida y los alimentos con
propiedades biolégicas, llamados colectivamente nutracéuticos, pueden obstaculizar
dichas alteraciones y prevenir la inactivaciéon de genes supresores de tumores, y esta es
una prometedora area para la prevencién del cancer (Gonzalez et al., 2010)

Actualmente se ha puesto énfasis en el desarrollo de alimentos funcionales, definidos
como "alimentos que han demostrado que afectan benéficamente una o mas funciones en
humanos, mas alla de efectos nutricionales adecuados, de una manera que es relevante
para incrementar su estado de salud y prevenir y/o reducir el riesgo de enfermedades’
(Henson et al, 2008), Con base en esto, la nutricibn se ha concentrado en los
constituyentes dietarios menores como son: las vitaminas y microelementos, compuestos
fitoquimicos (carotenoides, flavonoides, indoles, isotiocianatos), zooquimicos (acido
linolénico conjugado y acidos grasos w3), fungoquimicos y bacterioquimicos (formados
durante la fermentacion por la flora microbiana).

Actualmente se tienen nuevos conocimientos de las funciones de los micronutrientes, se
estan estudiando tanto de alimentos de origen vegetal como las plantas tradicionales y
extractos herbales o derivados de frutas y vegetales comunes que contienen
componentes activos llamados fitoquimicos o fitonutrientes (definidos como "metabolitos
secundarios de las plantas, los cuales protegen a la planta contra diversos tipos de
estrés"”) (Holst y Williamson, 2008). Algunas funciones de accién biolégica en el
organismo que intervienen son: evitar el estrés oxidativo, regular la funcién genética,
realizar modulacion hormonal e inmune, induccién de enzimas e inhibidores en la ruta
metabdlica capaces de erradicar y/o disminuir carcinomas.

Actualmente la “nutricion 6ptima” ha recibido gran énfasis mediante el uso de alimentos
funcionales para promover el buen funcionamiento del cuerpo humano mediante la
administracién de nutrientes necesarios para el cuerpo, no sélo para la sobrevivencia, si
no también para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades o trastornos cronicos







ciertas actividades bioldgicas. De hecho, no todas las proteinas de la dieta se convierten
en aminoacidos individuales, la mayoria de las proteinas ingeridas son pequefios péptidos
formados principalmente por dipéptidos y tripéptidos. Ademas, pequeiias cantidades de
péptidos y proteinas se absorben por el sistema digestivo (Grimble, 1994). Por lo tanto,
las proteinas pueden ser consideradas como una fuente de productos nutracéuticos como
péptidos y aminoacidos que pueden ejercer funciones bioldgicas para promover la salud y
prevenir la enfermedad, incluyendo cancer (Gonzélez et al., 2010).

1.3. PROTEINAS

Entre todos los compuestos quimicos, ciertamente hay que considerar a las

proteinas como las mas importantes; ya que ocupan un lugar sobresaliente entre las
moléculas constituyentes en los seres vivos. Practicamente todos los procesos bioldgicos
dependen de la presencia y/o actividad de este tipo de sustancias. Son proteinas casi el
99% de todas las enzimas (1% ribosomas, RNA con funcién catalitica). Las enzimas son
los catalizadores biologicos de reacciones quimicas en los organismos vivos. Las
proteinas son polimeros constituidos por aminoacidos y resultan de la expresion de genes
dentro de las células. Varian en tamafo, en la longitud desde pocos aminoacidos
(hormonas de tipo peptidico) hasta 100.000 aminoacidos (proteinas del musculo). Las
proteinas debido a su gran tamafio, cuando se dispersan en un disolvente adecuado,
forman disoluciones coloidales, con caracteristicas que las distinguen de las disoluciones
de moléculas mas pequefas. Todas las proteinas contienen carbono, hidrégeno, oxigeno
y nitrégeno y casi todas poseen también azufre. Las proteinas pueden formar disoluciones
estables debido a las cargas de hidratacién de sus moléculas y de sus cargas eléctricas.
Los grupos polares de las proteinas (-OH, —OOH, NH,, NH, NO) se enlazan con el agua
mediante puentes de hidrégeno.
Existen muchas clases de proteinas, cada una de ellas especializada en una funcion
biolégica diferente. Ademas, la informacién genética es expresada en su mayor parte por
las proteinas. Es por esto que se examina también la naturaleza general de la relacién
genética entre el Acido desoxirribonucieico y la estructura de las proteinas, asi como el
efecto de las mutaciones sobre la estructura proteica.
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1.3.1. PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO

Los aminoéacidos formados como productos de asimilacién de nitrato se almacenan como
proteinas. Estos son proteinas de almacenamiento, que no tienen actividad enzimatica y
son a menudo depositados en la célula dentro de los cuerpos proteicos los cuales estan
encerrados por una sola membrana y se derivan del sistema endomembranal del reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi o las vacuolas. En los tubérculos de patatas, las
proteinas se almacenan en la vacuola.

Proteinas de almacenamiento pueden estar depositadas en varios 6rganos de la planta,
tales como hojas, tallos y raices. También se almacenan en tubérculos, en los troncos de
arboles durante el invierno y en semillas para permitir la rapida formacién de hojas
durante la germinaciéon. Las proteinas de almacenamiento se encuentran en el
endospermo de las semillas de cereales y en los cotiledones de la mayoria de las semillas
de leguminosas.

Mientras que en los cereales el contenido de proteina equivale a 10 a 15% de peso seco,
en algunas leguminosas (por ejemplo, soya) es tan alta como 40 a 50%. Cerca del 85%
de estas proteinas son proteinas de almacenamiento. La concentracién de proteinas en
las semillas de Bixa orellana es variable segun diferentes autores, que va de 11 a 17.8%
(Cérdoba, 1987; Jaramillo, 1992, Laboratorio de Quimica Agricola CENTA).

A nivel mundial, aproximadamente el 70% de la demanda humana de proteinas se cumple
gracias al consumo de semillas, ya sea directa o indirectamente, por ia alimentacién a los
animales para la producciéon de carne. Por lo tanto, las proteinas de almacenamiento de
plantas es la base para la nutricibn humana. Sin embargo, en muchas proteinas de
almacenamiento de la planta, el contenido de ciertos aminoacidos esenciales para la
nutricion de seres humanos y animales es demasiado bajo. En los cereales, por ejemplo,
las proteinas de almacenamiento son deficientes en treonina, triptéfano, y en particular
lisina; mientras que en las leguminosas hay una deficiencia de metionina. Puesto que
estos aminoéacidos no pueden ser sintetizados por el metabolismo humano, los seres
humanos dependen del consumo de estos aminoacidos suministrados en la dieta. Los

seres humanos con una dieta totalmente vegetariana pueden tener deficiencia de




aminoacidos, lo cual puede provocar dafios fisicos y mentales irreparables, sobre todo en
los nifios. Puede ser un problema serio en cerdos y aves de corral. Un objetivo de la
investigacién en ingenieria genética de plantas es la mejora de la composicion de
aminoacidos de las proteinas de almacenamiento en productos cosechados (Walter,
2005).

Los cientificos durante mucho tiempo han tenido interés en las proteinas vegetales. En
1745 el italiano J. Beccari ya tenia proteinas aisladas de trigo. En 1924, en la Estacion
Experimental Agricola de Connecticut, las proteinas vegetales fueron clasificadas por
Osborne en funcién de su solubilidad. Las proteinas vegetales fueron fraccionadas en
albuminas (solubles en agua pura), globulinas (solubles en disoluciones salinas),
glutelinas (solubles en disoluciones diluidas de alcali y acidos) y prolaminas (solubles en
etanol). Cuando las estructuras de estas proteinas se determinaron, resulté que las
glutelinas y las prolaminas estaban estrechamente relacionadas estructuralmente. Por lo
tanto, en la literatura mas reciente, las glutelinas son consideradas como miembros del
grupo de las prolaminas (Walter, 2005).

1.3.1.1. LAS GLOBULINAS SON LAS PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO
MAS ABUNDANTES

Las globulinas de almacenamiento se producen en cantidades variables en practicamente
todas las plantas. Las globulinas mas importantes pertenecen a los grupos legumina y
vicilina. Ambas globulinas son codificadas por una familia multigénica. Estas familias
multigénicas descienden de un ancestro comun. Legumina es la principal proteina de
almacenamiento de semillas de las ileguminosas (Walter, 2005). Por ejemplo; en la haba
el 75% del total de las proteinas de almacenamiento consiste en legumina que es un
hexadmero con una masa molecular de 300 a 400 kDa (Walter, 2005). Los mondémeros
contienen dos cadenas de péptidos diferentes (a, B), y estan unidos por un puente
disulfuro. La cadena a es grande, suele tener una masa molecular de aproximadamente
35 a 40 kDa, y la cadena B tiene una pequefia cadena molecular con masa de
aproximadamente 20 kDa (Walter, 2005).
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como proteinas de almacenamiento, también protegen a las semillas de ser ingeridas por
animales y/o insectos. Para dar algunos ejemplos: la vicilina, proteina de almacenamiento,
tiene una funcion de defensa mediante la unién a la matriz de quitina en los hongos y en
los insectos. Las semillas de algunas leguminosas contienen lectinas, que se unen a
residuos de azucar o componentes de glucolipidos o glucoproteinas; estas lectinas al ser
consumidas por los animales, se unen a las glicoproteinas en el intestino y por lo tanto
interfieren con la absorcion de nutrientes, con esto, las lectinas causan la muerte por
desnutricion. Las semillas de algunas leguminosas y otras plantas también contienen
inhibidores de proteasas, que bloquean la digestion de las proteinas en el tracto digestivo
de los animales. Debido a su contenido de lectinas e inhibidores de proteasas, muchos
frijoles y otros vegetales sélo son aptos para el consumo humano después de la
desnaturalizacién por coccién. Las semillas de ricino contienen ricina, proteina
extremadamente téxica, ya que si es inhalada o inyectada puede matar a un humano con
una dosis letal de apenas 500 microgramos.

1.3.1.3. SINTESIS DE LAS PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO

Las proteinas de reserva de las semillas son sintetizadas por los ribosomas en el reticulo
endoplasmico rugoso (RER). tas proteinas recién sintetizadas se producen en el lumen
del RER, y se almacenan en los cuerpos proteicos. En el caso de proteinas 2S y
prolaminas, los cuerpos proteicos se acumulan de la membrana del RER. Las globulinas
generalmente son trasladadas en forma de vesciculas del RER al aparato de Golgi. La
proteina formada por el ribosoma contiene en su extremo N-terminal una seccion
hidrofébica denominada “peptido serial” (Walter, 2005). Después de la sintesis de este
secuencia sefial, la traduccién se detiene, y la secuencia sefial forma un complejo con
tres componentes:

1. Una particula de reconocimiento de sefial,
2. Una proteina de unién que se encuentra en la membrana del RER,
3. Una proteina presente en los poros de la membrana RER.

La formacién de este complejo da como resultado la apertura de un poro en la membrana
del RER; la traduccion de la proteina continda y la cadena recién formada (por ejemplo,
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1.3.2. FUNCION

Las proteinas tienen multiples funciones en los seres vivos tanto en las plantas como en
los animales (Kerstetter et al., 2005); actian como hormonas, proteinas de transporte
(hemoglobina), como anticuerpos, receptores en las células, en el musculo (actina y
miosina), en el colageno, etc. La funcién depende de la conformacion y ésta viene
determinada por la secuencia de aminoacidos.

En los animales una funcidbn muy importante de las proteinas es la de actuar como
transporte y almacenamiento de iones, como la transferrina de la sangre y la ferritina del
higado. También son el soporte para la acciéon de estos movimientos, tanto dentro como
fuera de la célula: el colageno de la matriz y los microfilamentos del citoesqueleto,
respectivamente, tienen una misién muy importante, que es el desplazamiento de los
cromosomas a lo largo del huso acromatico durante la mitosis y la meiosis.

Otras funciones desarrolladas por las proteinas son la transmisién del impulso nervioso
(son los receptores de los neurotransmisores en la neurona post-sindptica), la regulacién
y el control del crecimiento celular mediante receptores y la modulacién de la expresion
génica a cualquier nivel de sintesis 0 de degradacidon. Otra funcién, es la defensa del
organismo frente a infecciones, mediada tanto por los anticuerpos como por los
receptores de las células T. Hay mas funciones desarrolladas por proteinas; tantas como
sean necesarias para llevar a cabo todas las funciones de un organismo vivo.

1.3.3. PROTEINAS CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

El primer modelo de estudio en el que se determiné una actividad anticancerigena fue en
semillas de soya (Glycine max), que es una leguminosa consumida en todo el mundo,
pero mas comunmente en los paises asiaticos, puesto que sus alimentos son ricos en
soya como el tofu, miso y el tempeh entre otros. Estos alimentos han generado mucho
interés debido a sus efectos benéficos sobre la salud y la nutricion ya que se ha
demostrado que las poblaciones asidticas que consumen grandes cantidades de
productos de soya tienen un menor riesgo de sufrir osteoporosis y algunas enfermedades
crénicas, sobre todo cardiacas y cancerigenas (McCue et al., 2004). Todo esto ha sido
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2000). Estas observaciones dieron especial importancia para el descubrimiento del
péptido lunasina, denominado como el “perro guardian” y con propiedades preventivas
contra el cancer.

1.4.1. PEPTIDOS

La uniébn de dos o mas aminoacidos mediante enlaces amida origina los péptidos. Estos
enlaces son el resultado de la reaccién entre el grupo carboxilo de un acido y el grupo
amino de otro, con eliminacién de una molécula de agua. En los péptidos y en las
proteinas, estos enlaces amida reciben el nombre de enlaces peptidicos.

Cuando son pocos los aminoacidos que forman el péptido (menos de 10) se trata de un
oligopéptido (dipéptido, tripéptido, etc.). Cuando el numero de aminoacidos esta
comprendido entre 10 y 50 se trata de un polipéptido y si el nimero de aminoacidos es
mayor de 50, se habla de proteinas (Vasudevan et al., 2012).

Los péptidos son estructuras intermedias entre los aminoacidos y las proteinas. Sus
propiedades fisicas y quimicas suelen reflejar en mayor o menor medida las de los
aminoacidos. Al desaparecer los grupos hidrofilicos (carboxilo y amina) implicados en la
formacion de los enlaces peptidicos, el caracter polar o apolar de los péptidos depende de
la naturaleza de los grupos presentes en las cadenas laterales.

1.4.2. PEPTIDOS BIOACTIVOS

Las proteinas que se ingieren a través de la dieta aportan al organismo los aminoacidos
necesarios para el desarrolio y el mantenimiento de las células y los tejidos de un
organismo.

En la actualidad, las proteinas alimentarias se investigan no sé6lo desde el punto de vista
nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtencién de péptidos (Korhonen,
2002). Puesto que toda fuente de proteinas alimentarias es susceptible de aportar
péptidos funcionales, hay que ser criticos en cuanto a su utilizacién, pese a que en
algunos casos su funcionalidad no es algo novedoso, puesto que la existencia de
proteinas en la leche materna que contribuyen a la maduracion y la funcién del sistema
inmune en el neonato es un hecho conocido desde hace mas de 50 afios (Lonnerdal et
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modificados, disefiados a partir de péptidos naturales, con el fin de incrementar la
actividad de estos ultimos (Martinez y Martinez, 2006). De esta manera, proteinas de
distinta procedencia (animal y vegetal) han sido utilizadas para el aislamiento de péptidos
a partir de hidrolizados enzimaticos (Pihlanto et al., 2003; Dziuba et al., 2005; Rutherfurd
et al., 2005) siendo interesante destacar que dependiendo de la fuente proteica, del tipo
de enzima usado y de las condiciones de procesado, la actividad biolégica y los péptidos
obtenidos es distinta (Wang et al., 2005). Entre las proteinas de origen vegetal de las que
se han aislado péptidos bioactivos encontramos las proteinas de soya, de trigo, de maiz,
de arroz, de cebada y de girasol (Wang ef al., 2005). En cuanto a las proteinas de origen
animal, la leche y otros productos lacteos son los precursores de los péptidos bioactivos
mas estudiados, aunque también se han identificado estos péptidos en la albumina de
huevo (Rutherfurd et al., 2005), en la carne (Rutherfurd et al., 2005), en el musculo de
pescado (sardina, atun, anchoas, bonito) (Yamamoto et al., 2003) y en la jalea real
(Matsui et al., 2002).

1.4.4. PROPIEDADES DE LOS PEPTIDOS

Los péptidos bioactivos o péptidos con actividad biolégica son producidos, por lo general,
durante la digestién gastrointestinal de los alimentos, que pueden ejercer un importante
papel en la regulacién y la modulacién metabélica, por lo cual se sugiere su uso potencial
como nutracéuticos e ingredientes de alimentos funcionales para promocién de la salud y
la reducciéon de padecer enfermedades. En los Ultimos afios se han destinado muchos
esfuerzos al estudio de las diferentes actividades benéficas que estos péptidos bioactivos
que pueden tener sobre el organismo, incluyendo su actividad antihipertensiva,
antitrombotica, hipocolesterolemiante, antioxidante, antimicrobiana y antitumorales, asi
también, beneficios en el sistema cardiovascular, digestivo, inmunolégico y nervioso. Asi
mismo, se estan destinando esfuerzos en investigacién para la deteccion de fuentes
alimentarias de péptidos bioactivos en su presencia bioactiva.
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divisiéon celular de los microorganismos. Por otra parte, algunos péptidos estan
involucrados en la activacién autolitica en los microorganismos diana (Cudic et al., 2002).

Péptidos derivados de las caseinas de la leche muestran también actividad antimicrobiana
in vitro frente a un amplio rango de microorganismos, entre los que se incluyen
Staphylococcus spp y Streptococcus pyogenes. Estudios in vivo muestran efectos
protectores de la israicina (derivado de la caseina) frente a S. aureus y Candida albicans
en ratones y frente a mastitis en vacas y ovejas (Clare et al., 2000; Marshal et al., 2004).

Otros alimentos, aunque no tan estudiados como los lacteos, también contienen péptidos
con actividad inmunomodulante, como es el caso de la jalea real de la que se han aislado
péptidos que estimulan la proliferacién de monocitos humanos (Schmitzova et al., 1998),
péptidos derivados de las proteinas del arroz y la soya que estimulan los sistemas de
inmunidad no especifica (Kitts et al., 2003).

1.4.7. ACTIVIDAD ANTIHIPERCOLESTEROLEMICA

La hiperlipidemia, en especial la hipercolesterolemia, es uno de los mas importantes
factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Recientemente se ha demostrado que los péptidos de la soya pueden ser responsables,
al menos en parte, de su actividad hipocolesterolémica, ya que se ha observado que
hidrolizados de proteina de soya indujeron un mayor descenso del colesterol plasmatico
que la proteina de soya intacta o no hidrolizada (Nagaoka et al., 1999).

Este efecto hipocolesterolemi_...e de los péptidos bioactivos se atribuye a dos acciones:

* Los péptidos bioactivos inhiben la absorcién del colesterol, posiblemente debido a la
represién de la solubilidad micelar del colesterol (Nagaoka ef al., 2001).

» Algunos péptidos pueden regular al alza los receptores de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), que estan crénicamente suprimidos por la hipercolesterolemia o
administraciéon de colesterol de la dieta (Sirtori ef al., 1995).

Ademas de los péptidos derivados @ la soya, otros péptidos bioactivos con efecto
hipocolesterolémico han sido obtenidos a partir de B-lactoglobulina, hidrolizado de

proteina de carne de cerdo (Morimatsu  al., 1992; Morimatsu et al., 1996) y proteina
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1.4.9. PEPTIDOS ANTIHIPERTENSIVOS

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos bioactivos mas estudiados de los
alimentos, ya que éstos muestran actividad por la inhibicién de la enzima convertidora de
la angiotensina (ECA), la cual esta relacionada con la regulacién de la presion arterial por
la modulacién del sistema renina-angiotensina (Wang y Gonzalez de Mejia, 2005).
Ferreira (1965) fue el primero en aislar del veneno de la cobra brasileia (Bothrops
jararaca) pequerios péptidos que exhibian una fuerte actividad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), siendo denominados como factores potenciadores de
bradikinina. Cheung y Cushman (1973) estudiaron la inhibicién de la ECA de esos
péptidos, concluyendo que la inhibicién es de tipo competitivo y que los inhibidores se
ligan a la enzima de la misma manera que ésta se liga al sustrato. De igual forma
enfatizaron la importancia de los tres ultimos residuos de aminoacidos en el grupo C-
terminal tanto para los sustratos como para los inhibidores. Con respecto a los inhibidores
observaron que todos presentaron un res 10 de prolina (P) en la penultima posiciéon de la
molécula del grupo C-terminal. Sin embargo, esto no es una regla general para establecer
que los péptidos antihipertensivos deben su actividad a la presencia de este aminoacido
(P), ya que se han aislado aminoacidos e identificado las secuencias de de diferentes
péptidos que provocan la inhibicién de la ECA (Cuadro 1.1.).
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1.4.10. PEPTIDOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes no s6lo son importantes en la prevencion de la oxidacién en los
alimentos, sino también a nive! fisioldgico, ya que protegen al organismo contra los
radicales libres. Los radicales libres son moléculas que estan en continua formacion en
las células y que son neutralizados de manera natural por las defensas antioxidantes del
organismo. Sin embargo, existen factores que producen un desequilibrio en el nimero de
radicales libres, y un exceso de estos puede dar lugar a un envejecimiento celular o al
desarrollo de enfermedades degenerativas (Bray et al., 2000). Todo esto ha llevado a la
busqueda de compuestos antioxidantes naturales para la prevencién de la oxidacion por
parte de los radicales libres.

Muchas proteinas e hidrolizados de proteinas se han probado con diferentes métodos
antioxidantes encontrando que las actividades antioxidantes son relativamente fuertes,
como las proteinas de soya, caseinas y proteinas de yema de huevo. La actividad
antioxidante de estas proteinas estaba directamente relacionada con el contenido de
sulfhidrilo (SH) o su actividad antioxidasa (tales como SOD, CAT, POD, GSH-Px) (Vioque
et al., 2005; Korhonen et al., 2006; Arcan et al, Huang et al., Tironi et al., del 2010).

El estudio de péptidos antioxidantes presentes en alimentos ha sido un reto en los Ultimos
afos, habiéndose identificado numerosos péptidos que presentan actividad antioxidante
en diferentes alimentos (Davalos et al., 2004; Gibbs et al., 2004) y en derivados de ellos,
como hidrolizados de gelatina (Kim et al., 2001), hidrolizados de clara de huevo
(Graszkiewicz et al., 2007) y productos lacteos (Gobetti et al., 2002), entre otros. Estos
péptidos actlan impidiendo que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar y/o
interactuar mas rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes
en un determinado microambiente ya sea membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido
extracelular (Venereo et al., 2002).
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1.4.11. PEPTIDOS CON ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

El cancer sigue siendo una fuente importante de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo, a pesar de recientes avances en el tratamiento. La quimioterapia sigue siendo el
tratamiento de eleccién para la enfermedad avanzada y células metasticas (Espinosa et
al., 2003), como en el carcinoma hepatocelular (HCC por sus siglas en inglés), que es la
quinta causa mas comun de cancer humano, con un alta tasa de mortalidad y que ocupa
el tercer lugar a nivel mundial. Aunque la fase temprana de HCC se cura con cirugia, el
HCC avanzado es de facil recaida y se convierte en fatal, incluso si los pacientes reciben
quimioterapia de combinacién (Chung et al, 2007). Ademas, muchas evidencias han
demostrado que las actividades antitumorales de muchos agentes quimioterapéuticos
pueden resultar en toxicidad para las células normales, ademas, del dafio a 6rganos
sanos (Drake y Antonarakis, 2010).

Las células cancerosas proliferan lentamente en reposo, o son refractarias para el efecto
citotoxico de los farmacos que interfieren con la sintesis de ADN (Naumov et al., 2003) vy,
con frecuencia, cambios celulares afectan la sensibilidad a la quimioterapia con drogas ya
sea por el aumento de expresién de enzimas causada por desintoxicaciéon de las drogas y
el aumento en la capacidad para reparar los dafios en el ADN, esto causa efectos
negativos en la via apoptética (Gatti y Zunino, 2005).

El desarrollo de una nueva clase de medicamentos contra el cancer que carezcan de
toxicidad para las células sanas y no sean afectadas por los mecanismos de resistencia
comunes, seria un avance importante en el tratamiento de la quimioterapia en varios tipos
de canceres. En la busqueda de nuevos compuestos terapéuticos para el tratamiento del
cancer, que es una tarea de nunca acabar, se ha tenido informacién con los péptidos
bioactivos que son productos derivados de plantas naturales, mayoritariamente de
semillas, que pueden inducir la apoptosis en las células tumorales (Xue et al., 2010). Con
esto, los péptidos bioactivos son candidatos prometedores para tratamientos
antitumorales.

Estos péptidos pueden exhibir citotoxicidad directa a las células tumorales, actuar como
inmunomoduladores 0 como factores antiangiogénicos. Estos péptidos inhiben 0 matan a
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las células susceptibles por diversos mecanismos, tal como la induccién de la apoptosis
(Xue et al., 2010), el bloqueo de la generacién tumoral intermedia (Blanca et al., 2009),
asi como la induccién de los canales selectivos de cationes de iones en el plasma, asi
como la interferencia en el ciclo celular (arresto G1, G1/ S, S), y en la sintesis del ADN
cromosomico (Klassen et al., 2004; Santos et al., 2004; Schmitt y Breinig, 2006;
Jablonowski y Schaffrath, 2007).

Existen oligopéptidos con actividad proapoptética con masas moleculares muy pequenas
de 1,050 Da y con tan sélo nueve aminoacidos (Ala-Trp—-Lys—-Leu—Phe—Asp—Asp-Gly—
Val) en semillas de Cycas revoluta; este péptido muestra efectos nocivos contra el cancer
epidermoide humano (Hep2) y en células de carcinoma de colon (HCT15), induciendo la
apoptosis mediante la unién directa del ADN (Santi et al., 2012).

La presencia de péptidos hidrofébicos, con residuos de prolina, lisina, o arginina en las
proteinas de soya han mostrado actividad anticancerigena. Aunado a esto, lunasina,
péptido de 43 aminodacidos con un peso de 5.5 kDa proveniente de la albimina 2S,
contiene en su extremo C-terminal ocho residuos de Asp (D) (Jeong et al, 2003)
responsable del efecto antimitético, el cual, una vez que se ha unido a las regiones de la
cromatina hipoacetilada, 1 cual se encuentra en el centrémero, detiene la mitosis con la
eventual muerte celular.

Diversos estudios han demostrado la capacidad de la lunasina a suprimir tanto la
transformacion quimica como la causada por oncogenes en células de mamiferos. Las
propiedades quimiopreventivas de lunasina en cancer de la piel de raton ha demostrado
suprimir la transformacién posterior a la carcinogénesis (Galvez. et al., 2001). La actividad
biolégica propuesta de las regiones de lunasina se muestra en la Figura 1.1.

El péptido lunasina es uno de los agentes reciéntemente descubiertos, con prometedoras
propiedades quimiopreventivas contra el cancer y su actividad ya ha sido demostrada en
modelos de cultivos celulares de mamiferos y cultivos de cancer de piel de ratdn contra
los carcindgenos quimicos, oncogenes e inactivadores de proteinas supresoras de
tumores (Lumen et al., 2005). La lunasina también inhibe el cancer de mama humano en
la proliferacién células MDA-MB-231, suprime la progresion del ciclo celular e induce la

apoptosis de estas células cancerigenas (Hsieh et al., 2010).
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1.5. Bixa orellana

La palabra achiote es una castellanizacién del ndhuatl achiotl. La etimologia del nombre
binomial corresponde a bixa, latinizacion del portugués bixa; dedicado al explorador
espaiiol Francisco de Orellana (1480-1546). Bija era el nombre dado al vino tinto obtenido

de esta planta, en las comunidades Pijaos de Colombia.

El otro nombre por el cual es muy conocido es urucu (palabra que procede tanto del
guarani como del tupi [uru-ku], o también urucum = "rojo").

Su uso medicinal es bastante amplio en las diferentes etnias como: antidiarreico,
antimalarico, antiinflamatorio, diurético, para bronquitis y amigdalitis, malestares de
garganta, higado, rifiones y ademas lo usan como tinte facial. La infusién de las hojas es
usada por las mujeres para lavados vaginales, teniendo resultados muy buenos en el
control de inflamaciones producidas por hongos y bacterias. Las hojas machacadas o
hervidas son consumidas para controlar vomitos, como antidoto contra la intoxicacion por
el consumo de yuca brava (contiene &cido cianhidrico) y el extracto seco de las hojas o la
infusion se usan para controlar y curar la prostatitis frecuente en adultos mayores. Los
frutos y semillas en infusiébn controlan el dolor de cabeza. También tiene propiedades
cicatrizantes ademas actua como repelente de insectos y protector solar.

1.5.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
La familia Bixaceae es considerada por varios autores como un género con una especie:

B. orellana (Sanchez, 1965).
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Violales

Familia: Bixaceae

Género. Bixa

Especie: Bixa orellana L.
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Bixa orellana es un arbol o arbusto que por lo general llega a medir de 2 a 4
metros, 0 que hay registros de hasta 10 metros, con hojas y frutos compactados. E! fruto
es abierto (dehiscente) o cerrado (indehiscente) y contiene una cépsula con o sin espinos
de dos valvulas y simetria bilateral. Las diferentes combinaciones de tamario, color, forma
y tipo de espinas de! fruto permiten reconocer las variedades de la plantas (Juérez ef al.,
1998).

Existen algunas variantes de B. oreffana denominadas segun su procedencia como: la
peruana, la india y la jamaiquina (conafrut, 1976).
En México, esta planta se cultiva principalmente a nivel huerto familiar o con un minimo
manejo agronémico; encontrandose principalmente en los estados de Campeche,
Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz, y Yucatan.

1.5.2. USOS

El onoto o achiote fue domesticado debido a su uso en ceremonias religiosas; podria
estar entre las plantas que primero fueran domesticadas en la Amazonia, probablemente
durante el paleolitico, luego adoptada y difundida hacia el resto del sur de América,
Centroamérica y el Caribe; y de esta manera, los indigenas americanos tendrian una
fuente confiable para pintarse el cuerpo; esta practica fue y continua siendo usada con
propositos decorativos, para repeler insectos, ayudar a la cicatrizacién de heridas (Leén,
2000). E! uso de colorante para sus comidas, asi como, en el tefiido de sus cesterias, su
alfareria y sus hamacas, tuvo un desarrollo posterior.

Como medicamento, la coccién de los brotes tiernos de ia planta es considerada anti
disentérica, antiséptica, antivenérea, afrodisiaca, astringente y febrifuga (Smith et al.
1992), y para curar dolores del higado (Delascio, 1985). El follaje es usado para tratar
problemas de la piel y de las hepatitis. La corteza produce una resina parecida a la goma
arabiga y sus tiras son usadas en cesteria. Las hojas se aplican sobre las sienes contra el
dolor de cabeza; y son consideradas buenas para el sistema digestivo; se cree que las
semillas son expectoérales, laxativas (Correa, 1931) y diuréticas (Ruiz, 1793); y las raices
digestivas antitusigenas empleadas para tratar la tos, pues se cree que actian sobre el
sistema nervioso central o periférico para suprimir el reflejo de la tos (Schultes y Raffauf,
1990).
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Los pigmentos naturales en las plantas y hojas pueden acelerar el metabolismo de las
grasas (Morrison y West, 1985). El colorante es una excelente fuente de vitamina A, de Ia
cual las dietas en los trépicos son deficientes.

Del achiote se extraen los tintes mas usados en la industria de los alimentos, reposteria,
cosméticos y tedidos; con uso amplio en salchichoneria, lacteos como quesos,
mantequillas 0 margarinas, maices expandidos, salsas, conservas de pescado, sopas
concentradas y cubitos, productos céarnicos, lapices labiales, betunes para calzado,
barnices y tintes para fibras.

1.5.3. LOS PIGMENTOS NATURALES EN Bixa orellana

La bixina, éster monometilico del acido norbixin dicarbénico, fue identificada por vez
primera en 1825, pero no ha sido sintetizada, se encuentra en varias partes de la planta;
pero en mayor cantidad en el arilo de la semilla (3.4-5.3%) y representa el 90% de los
colorantes totales (Smith et a/., 1992). La bixina y la norbixina son carotenoides
carboxilicos con una estructura basica similar a la del caroteno, con un grupo carboxilico
libre y otro esterificado en el caso de la bixina, los cuales le confieren las caracteristicas
de un 4cido organico, en especial en lo referente a solubilidad y estabilidad.

Gracias al radical esterificado, la bixina es soluble en aceites y grasas, ademas de
disolventes como el cloroformo, piridina, acido acético glacial y propilenoglicol; bajo
condiciones normales tiene gran estabilidad, pero tiende a degradarse en presencia de la
luz y de las temperaturas altas; es resistente a acidos, alcoholes y a la acciéon microbiana
(Avila, 1983; Wilber y Rodriguez, 1992). La norbixina es soluble en agua.

1.5.4. CAROTENOIDES

Los carotenoides son un subgrupo de compuestos isoprenoides, actualmente comprende
mas de 700 estructuras. El mayor de los carotenoides lineal deriva del tetraterpeno fitoeno
(C40). Los carotenoides pueden ser sintetizados por organismos fototrépicos, pero también
por algunas especies no fototrépicas. En las plantas, los carotenoides se sintetizan y se
localizan en todos los tipos de plastos. Los cloroplastos se encuentran asociados a las
proteinas que forman los complejos fotosintéticos, contribuyendo a la captacion de la luz y
actuando como antioxidantes esenciales para la fotoproteccion. Los isoprenoides
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(esteroles y carotenoides) mas abundantes en las células vegetales estan involucrados en
el mantenimiento de la fluidez de la membrana, asi como en la estabilizacién de las
membranas tilacoidales y protecciéon de los componentes fotosintéticos contra el dafio
foto-oxidativo (funcién desempefiada por los carotenoides) (Hisberg, 2001; Fraser y
Bramley, 2004). En algunos tejidos no fotosintéticos los carotenoides se acumuian en
plastos especializados llamados cromoplastos. Otros isoprenoides intervienen en
procesos de modificacién post-traduccional de proteinas como la prenilacién (grupos
prenil) y la glucosilacién (dicoles) y forman parte de las cadenas de transporte electrénico
(la cadena lateral de los tocoferoles y de las quinonas, ubiquinonas, plastoquinona y
filoquinona), por otro lado, también son componentes esenciales del aparato fotosintético
de los organismos fotoautotréficos como los ya mencionados carotenoides y la cadena
lateral de las clorofilas son isoprenoides. La mayoria de los isoprenoides presentes en las
plantas actuan como metabolitos secundarios en la interaccién de las plantas con su
entorno. Algunos terpenos como los monoterpenos o los sesquiterpenos, desempefian un
importante papel en la defensa de la planta frente a patdgenos y herbivoros. Algunos
monoterpenos volatiles son los responsables de participar en la atraccién de insectos para
favorecer la polinizacion, siendo la acumulacién de carotenoides en flores y frutos la
responsable de la atraccién de animales para la dispersién de las semillas (Croteau et al.,
2000; Cappell, 2002).

Se ha estudiado mucho sobre el pigmento de B. orellana, pero se sabe muy poco sobre
sus proteinas de almacenamiento, y ain menos, sobre sus funciones biolégicas, por lo
cual el objetivo es caracterizar las proteinas de almacenamiento, evaluar las actividades
antioxidantes y antitumorales de las proteinas de almacenamiento asi como obtener
péptidos y evaluar su efecto citotoxico en células transformadas de linfoma murino
L5178Y, asi como el efecto mitogénico en la proliferacién celular en esplenocitos de bazo
de ratén BALB/c.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Existen péptidos con actividad biolégica en semillas de Bixa orellana que puedan
prevenir o disminuir el crecimiento de células tumorales?
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de péptidos bioactivos en semillas de Bixa orellana con
actividad antioxidante, actividad citotoxica contra células cancerigenas y actividad
inhibidora de crecimiento tumoral en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar fa actividad antioxidante de las proteinas de almacenamiento
presentes en las semillas de Bixa orellana.

2. Evaluar la actividad antitumoral de proteinas de almacenamiento de
semillas de Bixa orellana en ratones BALB/c inoculados con linfoma murino
L5178Y.

3. Obtener los péptidos por hidrdlisis enzimatica de las proteinas de
almacenamiento en semilias de Bixa orellana.

4. Evaluar el efecto citotoxico de los péptidos purificados por FPLC en las
células transformadas de linfoma murino L5178Y.
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JUSTIFICACION

En estudios recientes se ha encontrado la presencia de proteinas y péptidos bioactivos en
varios alimentos de origen natural que poseen efectos benéficos para la salud humana,
con diferentes funciones biolégicas sobre el organismo, tales como: antihipertensiva,
hipocolesterolémica, antimicrobiana, antitrombética, inmunomoduladora, antioxidante y
anticancerigena.

Se tiene un amplio conocimiento referente a estos beneficios en especies como en
Amaranthus hypochondriacus, Theobroma cacao y Corydalis cava entre otros, mostrando
una inhibicién de crecimientos tumorales.

Con estos conocimientos se plantea que en achiote (Bixa orellana L.), cuyas semillas
poseen el pigmento bixina, un carotenoide de alto consumo en la dieta tradicional en
nuestro pais (México), sea una fuente probable de péptidos bioactivos, la cual podria
evitar o disminuir el dafio causado por los radicales libres y a su vez prevenir la aparicion
del cancer.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecta de semillas

A

Decolorado, tamizado y desengrasado de las semillas

3

Extraccion de fracciones proteicas por el método de
Osborne (1924)

2

| Fraccionamiento de proteinas de almacenamiento

v

Proteinas S Caracterizacién (Peso
por FLPC) y

V2

Hidrdlisis enzimatica de las Actividad

Péptidos I(—' proteinas: antioxidante

Pepsina, Tripsina y Quimiotripsina

y - . »
Actividad
Purificacién con FPLC civi

antitumoral en
ratones BALB/c

Actividad antioxidante

N
Evaluacion del efecto cititdxico (linfoma

murino L5178Y)

v

Analisis estadistico de varianza (p<0.05)

Figura 1.3. Extrategia experimental.
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CAPITULO Il

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Se colectd semilla de Bixa orellana de la plantacién de la “Extra” situada en la
poblacién de Chicxulub Pueblo, en el estado de Yucatan.

Las semillas de B. orellana se molieron con ayuda de un molino eléctrico (Thomas
Scientific 800-345) y se desengrasaron mediante extraccion con éter de petréleo (CTR
Scientific) a 34 °C durante 24 h, empleando un equipo Soxhlet. La harina resultante se
dej6 secar a temperatura ambiente y posteriormente fue cribada a través de una malla de
aproximadamente 100 um, para obtener una harina fina y posteriormente se aimacen6 a 4

°C hasta el momento de su uso.

2.2. ANALISIS BROMATOLOGICO DE LAS SEMILLAS DE Bixa orellana

El analisis bromatolégico fue determinado para cuantificar la concentracion de proteinas
usando las semillas enteras de B. orellana, decoloradas con metanol al 96% a 65 °C
durante 48 h, empleando un equipo Soxhlet y posteriormente dejando secar en una
campana de extraccién a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron enviados 300 g
de las semilla a la Unidad de Servicios Analiticos y Metrolégicos, en el area de Quimica
Analitica del CIATEJ (Centro de Investigacion y Asistencia en. Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco, A.C., unidad Guadalajara). Empleando el método oficial para analisis
bromatolégico (Official Methods of Analysis, 1990).
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2.3. EXTRACCI()N DE LA PROTEINA DE RESERVA Y FRACCIONAMIENTO
DE ALBUMINAS, GLOBULINAS Y GLUTELINAS

Las extracciones se llevaron a cabo por solubilidad para cada fraccion proteica por el
método de Osborne (1924) y con modificaciones de Grisel (2001) y Robeiro para
globulinas totales (2004).

La extraccion de las proteinas de almacenamiento se realizé a partir de la harina de
achiote, previamente almacenada, con las siguientes condiciones: se tomé en una
relacion de 1:10 p/v la fraccion de albuminas que fue obtenida usando agua destilada
como agente extractor, después la disolucion se agité con ayuda de un agitador
magnético durante 4 horas a 4 °C, se centrifugé a 11,000 g durante 15 min, el
sobrenadante se colectd para andlisis posteriores y la pastilla resultante se usé para
obtener las globulinas 7S y globulinas 11S, se resuspendié en NaCl 0.1M; K,HPO, 10
mM; EDTA 1 mM a pH de 7.5, agitado y centrifugado como se mencioné anteriormente, la
pastilla resultante se resuspendié en NaCl 0.8 M; K.HPO, 10 mM; EDTA1 mM,apH7.5y
esta fraccion es llamada globulina 11S; la pastilla resultante se resuspendié en
isopropanol al 70% se agitd y centrifugé en las condiciones antes mencionadas, esta
fraccién corresponde a la prolamina y la fraccion de glutelinas se extrajo con NaOH 0.1 M,
en cada fase de extraccién se lavé la pastilla con agua destilada a 4 °C y se centrifug6 a
11,000 g a 4 °C 5 min y se deseché el sobrenadante (Morales et al., 2001). Los extractos
proteicos fueron congelados para su posterior andlisis y liofilizados para tratamiento oral
en ratones BALBI/c.




CAPITULO Il

2.4. CUANTIFICACION DE PROTEINA

Para la determinacién del contenido proteico se emple6 el método de Bradford (Sigma-
Aldrich N° B6916); se utilizé la albamina sérica bovina (BSA) como estandar (Bradford.,
1976).

2.5. DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS DE LAS PROTEINAS
DE ALMACENAMIENTO

Después de obtener las cuatro proteinas de almacenamiento: albumina, globulinas tipo 7
y 11S y glutelina por el método de Osborne (1924), éstas fueron congeladas y liofilizadas
para posteriormente guardar alicuotas en viales de 1 g cada muestra y enviadas al
Laboratorio de Proteinas de la Coordinacién de Nutricién del Centro de Investigacién en
Alimentacién y Desarrollo, A.C. donde se determiné su composicién de aminoacidos por
el método de combustion para proteinas crudas (Leco FP 528, Met. 990.03, Vazquez et
al, 1995) y asi obtener la composicion de aminoacidos (g/100 g proteina) de las

fracciones proteicas.

2.6. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS DE Bixa orellana
POR FPLC (CROMATOGRAFiA LIQUIDA RAPIDA DE PROTEINAS, CLRP)

La caracterizacién de las fracciones proteicas provenientes de la extraccion de las
semillas de B. orellana, fueron por patrones cromatograficos, asi como la separacion y
purificaciéon de proteinas se llevé a cabo mediante FPLC (Akta purified GE Healthcare),
equipada con una columna de exclusion por tamafio Superdex (200 Hiload 16/60 con un
rango de exclusiéon de 10-600 kDa); se usaron como fases méviles tres diferentes
amortiguadores, uno para albuminas que consistié en 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH
7.4 a 18 °C, para globulinas 20 mM Tris-HCI, 10% de NaCl pH 7.5 y para glutelinas 25 mM
NaOH, 150 mM de NaCl sin ajustar el pH, el flujo fue de 1 mL/min. Con una unidad con
detector UV a 280 nm y un colector de fracciones. La adquisicién de los datos se llevé a
cabo mediante el uso del software UNICORN 5.11. La columna se calibré usando un kit
de estandares de peso molecular (Aldrich Sigma, MW-GF-1000).
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2.7. ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE LAS FRACCIONES PROTEICAS DE
Bixa orellana

La electroforesis SDS-PAGE fue utilizada para la identificacion de proteinas e hidrolizados
de proteinas producidos a lo largo de la cinética enzimatica, asi como las fracciones de
elucién obtenidas por cromatografia de exclusién por FPLC. Los pesos moleculares de
hidrolizados seran calculados usando estandares BioRad catalogo 161-0317 para
proteinas y 161-0317 para polipéptidos de diferentes pesos moleculares (Schagger y Von,
1987, Laemli et al., 1960).

2.8. ACTIVIDAD ANTITUMORAL SOBRE EL MODELO DE LINFOMA MURINO
L5178Y EN RATONES BALBI/c

El modelo murino fue empleado para evaluar si la administracion oral de fracciones
proteicas de B. orellana protegen contra el desarrollo de cancer como pruebas de
actividad antitumoral in vivo en ratones BALB/c. Utilizando la linea celular de linfoma
murino L5178Y, la cual deriva de tumor estirpe timica (haplotipo H-2d) inducido en ratones
DBA/2 mediante tratamiento con metilcolantreno, adaptado a forma ascitica,
manteniéndole mediante trasplante intraperitoneal semanal de 10 x 10° células/mL en
ratones singénicos BALB/c; el tumor es de alta malignidad ya que con 2 x 107 células
inoculadas por via intraperitoneal (i.p.) mata a los ratones en 15 a 17 dias (Beer et al,,
1983.; Reynoso et al., 2008).

El modelo murino de linfoma L5178Y se describe en la Figura 2.1 donde 8 dias antes de
la inoculacién se les administra las proteinas de almacenamiento al dia 0, los ratones
BALB/c fueron inoculados por i.p. con 0.1 mL de disolucién fresca de fluido ascitico
(células de linfoma 2 x 10° células/mL/raton) suspendidas en disolucién fisiolégica NaCl
0.9% (p/v) de uso farmacéutico. Después de 24 h, los ratones fueron divididos en 4
grupos de 5 ratones. El grupo control con linfoma murino sélo se les administré 0.1 mL de
disolucion fisioloégica cada dia, mientras que otros 3 grupos fueron tratados con extractos
crudos proteicos liofilizados de las fracciones albimina, globulinas totales y glutelinas; las
prolaminas fueron descartadas por su bajo contenido proteico, con dosis de 0.1 mL oral
no letal de 25 mg/kg/dia disueltas en disolucion fisiolégica. Al dia 17, los ratones fueron
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2.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE LOS
METODOS ABTS Y ORAC

La actividad antioxidante fue determinada mediante la evaluacion de la capacidad
atrapadora de los radicales libres, sando ABTS y APPH como radicales libres (Prior et
al., 2005). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

2.9.1. ML, ODO DEL RADICAL CATIONICO ABTS™

Este método se basa en la capacidad de un antioxidante para atrapar el catién ABTS. En
este ensayo, el ABTS es oxidado por los radicales peréxido u otros oxidantes, el cual
posee un intenso color azul-verdoso, la medicién se basa en la disminucién del color, que
reacciona directamente con el | ical ABTS, donde los resultados de la prueba se
presan en equivalentes de olox (Prior et al., 2005). Se preparé una disolucién 7 mM
de ABTS (2,2-azino-bis( thylb zothiozoline-6-sulphonic acid diammonium salt)
[Sigma-Aldrich N° 11565] en 2 \cia de persulfato de potasio 2.4 mM, 1:1, la mezcla de
reaccién se mantuvo a 16 horas a temperatura ambiente, protegida de la luz, al cabo de
las cuales se diluy6 en amortiguador de fosfatos 0.1 mM pH 7.4 en relacién 1:45 v/v, hasta
dar una absorbancia de 0.7+0.001 una longitud de onda de 734 nm. El método requiere
de microplacas de 96 pocillos, »nde se colocé 20 pul de muestra y 0.2 mL de la
disolucién del cation ABTS, pot . slicado, a temperatura ambiente, la lectura se tom6 a
tiempo cero y una dltima lectura a los 6 minutos. La capacidad para atrapar el cation
ABTS se expresa como capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox entre mg de
muestra; se usa Trolox (+-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid)
[Sigma-Aldrich N° 238813]) para realizar la curva estandar (Prior et al., 2005).
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2.9.2. METODO DEL RADICAL OXIGENO USANDO FLUORESCEINA (ORAC-
FL)

El método de ORAC-FL mide la inhibicion del radical peréxido reflejando la clasica
reaccién antioxidante por medio de la transferencia del atomo H. El radical perdxido
reacciona con la sonda fluorescente para formar un producto no fluorescente, lo cual
puede ser facilmente cuantificado por fluorescencia. La actividad antioxidante es
determinada por la disminuciéon de la fluorescencia a través del tiempo. Esta actividad
antioxidante es expresada en equivalentes de Trolox sobre mg de muestra (TEAC/mg de
muestra). Se preparé una disolucién de amortiguador de fosfatos 75 mM pH 7.4 (200 pL),
se preparé una disolucién de fluoresceina a una concentracion final de 70 nM (120 L), se
colocé en la microplaca y se incubé a 37 °C durante 15 minutos, se colocaron 60 uL de
disolucion de APPH (2,2'-Azo-bis (2-metilpropionamidina) diclorhidrato) [Sigma-Aldrich N°
440914 1 12 mM y se colocéd dentro del lector, la lectura fue tomada a lo largo de 100
minutos, la excitaciéon del fluorémetro [TECAN, serie Infinite® 200 PRO] fue de 485 nm vy
un filtro de emisién de 538 nm a 37 °C. La curva de calibracién a base de Trolox consistié
en las siguientes concentraciones de 10-80 uM, usando como blanco amortiguador de
fosfatos Ph 7.4. Los datos fueron normalizados usando los datos del mismo ensayo
multiplicando el dato original por el blanco de fluorescencia entre la muestra de
fluorescencia y a partir de ahi se calculé el area bajo la curva AUC, esta fue calculada por
la siguiente ecuacién:

AUC =1 + 3 f/f,.

Donde f, es la fluorescencia inicial obtenida a tiempo cero y f; es la fluorescencia obtenida
a un determinado tiempo. El area bajo la curva neta se calcula restando el AUC del blanco
a cada una de las muestras, los resultados fueron calculados a partir de la curva de
calibracién a base de Trolox (Prior et al., 2005; Davalos et al., 2004).
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2.10. HIDROLISIS ENZIMATICA SECUENCIAL DE LA FRACCION ALBUMINA
USANDO PEPSINA, TRIPSINA Y QUIMOTRIPSINA

Las fracciones proteicas obtenidas fueron hidrolizadas mediante tratamiento secuencial,
usando un reactor de hidrélisis equipado con un agitador, termémetro y electrodo de pH.
La digestién de la proteina se realizé con pepsina, tripsina y quimiotripsina. Para hidrolizar
la proteina primero se mantuvo la muestra en un amortiguador de HCl 0.02M pH 1.5y la
enzima pepsina fue disuelta en un amortiguador de HCI 1 mM a temperatura de 37 °C con
una proporciéon enzima/sustrato de 1:50 durante un periodo de tiempo determinado hasta
encontrar el mejor tiempo de hidrolisis, enseguida se ajust6 el pH a 7.5 con NaHCO; 0.9M
para el tratamiento enzimatico con tripsina que fue resuspendida con Tris-HC| 0.02 M pH
7.5 con una concentraciéon enzima/sustrato de 50:1 y se agregé al biorreactor con las
mismas condiciones de temperatura y agitacion hasta un tiempo determinado,
posteriormente se ajust6 el pH a 8 para la enzima quimotripsina (fue resuspendida con
acetato de amonio 0.02 M) con una concentracion enzima/sustrato de 50:1 durante un
tiempo determinado. En cada fase se tomaron alicuotas durante 180 minutos
desactivando la enzima a 95 °C por 5 minutos posteriormente se enfri6 a 4 °C y se
centrifugé a 10,000 g [Eppendorf, Serie: 5415R] durante 5 minutos posteriormente se
tomo el sobrenadante, se hicieron alicuotas y se congel6 hasta su uso.
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2.11. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

E! grado de hidrélisis fue determinado con el porcentaje de enlaces peptidicos rotos. Para
determinarlo en los hidrolizados de las fracciones proteicas se usé el método del acido
trinitrobenzensulfénico (TNBS) [Sigma-Aldrich N° P2297], con el cual se conocié la
concentraciéon de los grupos de aminoacidos primarios generados durante la hidrélisis.
Este método se basa en la deteccion espectrofotométrica del croméforo formado durante
la reaccién del TNBS con las aminas primarias de los aminoacidos generados bajo
condiciones alcalinas y detenida mediante la disminucién del pH (Alder, 1979).

2.12. FRACCIONAMIENTO Y PURIFICACION DE PEPTIDOS POR FPLC

Los hidrolizados de proteinas fueron purificadas mediante el sistema de cromatografia
liguida rapida de proteinas (FPLC por sus siglas en inglés) [AKTA purifier, de GE
Healthcare N° 28-4062-71], empleado una columna superdex de exclusidén por tamaro
G754 HR 10/300 GL con un rango de exclusién de 3-70 kDa, las muestras se filtraron a
través de una membrana de 0.45 pm (tamafo de poro) corrieron en amortiguador de Tris-
HCI 20 mM, NaCl 150 nM a pH 7.8 siendo inyectada la muestra al sistema con 500 pL con
un flujo de 0.5 mL/min, la corrida fue monitoreada con un detector de ultravioleta a 280 nm
y un colector de fracciones. La adquisicién de los datos asi como su procesamiento fue
llevado a cabo empleando el software UNICORN™ 5.11 (GE Healthcare).
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2.13. EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO DE LOS PEPTIDOS
PURIFICADOS SOBRE CELULAS TRANSFORMADAS (LINFOMA MURINO
L5178Y)

De cada fraccion purificada proveniente del FPLC, se prepararon 3 diluciones seriadas
utilizando la maxima concentracién de 10 ug/mL y la menor de 2.5 ug/mL. Para evaluar la
actividad citotdxica, se hicieran cultivos celulares en ausencia (controles) y en presencia
de diferentes concentraciones de cada fraccion peptidica de los hidrolizados sucesivos de
la proteina de reserva albumina de B. orellana.

Primeramente se tomé un ratén BALB/c inoculado con linfoma murino L5178Y, el cual fue
sacrificado por medio del uso de éter etilico, posteriormente a este le fue extraido el
linfoma usando una jeringa para insulina de calibre 27, el linfoma fue lavado con 3
mililitros de disolucién salina fisiolégica (0.9%), centrifugado a 1,500 rpm, 5 minutos, dos
veces, posteriormente se lavé con Ficoll-Paque PREMIUM [GE Healthcare N° 17544203]
con 0% de citotoxicidad, tomando 3 mL y se centrifugaron a 1,250 rpm a 25 minutos, se
tomé el anillo formado de células, posteriormente se colocaron 3 mL de medio RPMI 1640
suplementado con aminoacidos, se realizé un conteo celular usando la técnica de azul de
tripano en camara de Neubauer, contando 5 cuadrantes, posteriormente se colocé en una
microplaca de 96 pocillos estéril, las muestras controles negativos y positivos en orden
descendiente se usé en las siguientes concentraciones de trabajo de las muestras del
hidrolizado sucesivo: 10, 5 y 2.5 ug/mL disueltas en amortiguador estérii PBS
(amortiguador de fosfato de potasio), pH 7.4. Los controles consistieron en medio de
cultivo, medio de cuitivo y células de linfoma murino L5178Y, a cada pozo se le afiadio 20
pL de muestra, 130 uL de medio de cultivo RPMI suplementado y 50 pL de células de
linfoma murino L1578Y. Después la microplaca se incubé a 37 °C por 24 horas en una
incubadora con ambiente de CO, al 5%.

El método MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol) [Life
Technologies N° M-6494] adicionando a cada pozo 50 uL de MTT (2 mg/mL en PBS pH
7.4 estéril), enseguida el cultivo fue incubado por 4 h a 37 °C en atmoésfera humeda al 5%
CO,y 95% aire. Al finalizar, el periodo de incubacién fue centrifugado a 3,500 rpm durante
10 min, retirando con esto el sobrenadante con ayuda de una micropipeta con mucho
cuidado sin tocar las células precipitadas, para finalizar se adicion6 200 ulL/pozo de
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DMSO (dimetilsulféxido) [Sigma-Aldrich N° 472301], se mezcl6 y esper6 5 min para
posteriormente leer la microplaca a 510 nm en un lector de microplaca (Biorad
Laboratories). El porcentaje de citotoxicidad (Mosmann 1983, Puebla et al, 1998) fue
calculado empleando la siguiente ecuacion:

(%) Citotoxicidad = [1 — (DOssgnmmuestra/DO0sonm control de células)]
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2.14. EFECTO DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS SOBRE ESPLENOCITOS DE
RATON BALB/c

Primeramente se tomé un ratén BALB/c sano, el cual fue sacrificado por medio del uso de
éter etilico, posteriormente a este ratén BALB/c, se le extrajo el bazo, realizando una
incision en el costado izquierdo, recibiendo el bazo en un vial estéril, el cual tenia 1 mL de
disolucién salina fisioldgica, posteriormente se colocé 1 mL de medio RPMI suplementado
con aminoacidos y se procedié a homogeneizar, recuperando el liquido, este paso se
realiz6 5 veces, (si el homogenizador es manual) posteriormente se lavé con 3 mL de
medio RPMI, se centrifugé a 1500 rpm 5 minutos dos veces, posteriormente se hizo un
lavado con ficoll con 3 mL y se centrifugd a 1250 rpm 25 minutos, a partir de aqui se tomé
el anillo formado por las células, se colocé 3 mL de medio RPM! suplementado con
aminodcidos y se coloc en cada pocillo 2 x 10° células por pozo, donde primeramente se
realizé un conteo celular usando la técnica de azul de tripano en cdmara de Neubauer,
contando 5 cuadrantes, posteriormente se colocé en una placa de 96 pocillos muestras de
los controles negativos y positivos. Los controles consistieron en medio de cultivo, y
células provenientes del bazo, se usé como control positivo concanavalina A (Sigma
Aldrich) como agente mitégeno a 15 pg/mL (20uL), en cada pozo se colocarén 20 pL de
muestra, 130 pL de medio de cuitivo RPMI suplementado y 50 ul de células provenientes
del bazo. Las concentraciones de trabajo de las muestras del hidrolizado sucesivo fueron
a 15, 10, 5 pg/mL disueltas en amortiguador PBS pH 7.4. Posteriormente, las muestras se
incubaron a 37 °C por 48 horas y posteriormente se determindé el porcentaje de
proliferacion (Mosmann, 1983, Puebla et al., 1998).

(%) proliferaciéon = (DO 510nm muestra - DOs19nm control de céiulas) x 100

(DO 510nm Mitdégeno - DOs10 nm control de células)
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CAPITULO llI

3.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN LAS FRACCIONES PROTEICAS CON
CAPACIDAD DE CAPTACION DE RADICALES LIBRES OBTENIDAS DE LAS
SEMILLAS DE Bixa orellana

En este estudio se usaron dos meétodos diferentes para la determinacion de actividad
antioxidante; ABTS y ORAC, en las fracciones proteicas de B. orellana como albuminas
globulinas 7s y 11s y glutelinas; no se continu6é con la determinacién de las prolaminas
por su bajo contenido de proteinas, se usé Trolox como control y glutatién reducido como
estandar, debido a su alta capacidad donadora de electrones (elevado potencial redox
negativo) que genera un gran poder reductor intracelular (Shavan et al., 2005).

3.6.1. METODO DEL RADICAL CATIONICO ABTS™

Se monitore6 la capacidad captadora de radical libre durante 90 minutos en intervalos de
15 minutos donde la densidad Optica del radical se estabiliz6 una vez transcurrido los 30
minutos de reaccion, independientemente de la muestra ensayada. Este comportamiento
sugiri6 que las fracciones proteicas presentan una actividad antioxidante de efecto
prolongado. Pero para fines de comparacién, el tiempo de reaccién de 6 minutos fue
seleccionado para tener el porciento de atrapamiento de radicales libres. La maxima
capacidad atrapadora de radicales libres, expresada en TEAC, la obtuvo la fraccién
proteica correspondiente a glutelinas con una concentracion de 800 ppm, seguidamente
por las fracciones albumina y globulinas 11s y 7s, respectivamente, como se observa en
el cuadro 3.4.
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3.6.2. METODO DEL RADICAL OXIGENO USANDO FLUORESCEINA (ORAC-
FL)

Con el fin de confirmar que todos los compuestos antioxidantes presentes en la muestra
reaccionan con los radicales generados al final del proceso oxidativo, se desarrollé este
método ya que es el Unico método que combina y que determina la duracién de la
inhibicién de la accién de radicales libres con los compuestos antioxidantes en una sola
medicién, ambas de manera simple y sensible (Cao et al., 1996; Cao y Prior, 1998).
Considerando la caida de la curva de fluorescencia de fluoresceina (FL), con relacién al
componente APPH (2,2'azo-bis (2-methypropionamidine) dihydrochioride) [Sigma-Aldrich
N°440914] que fue observada en todas las fracciones ensayadas, cuya funcién de las
fracciones proteicas es proteger a la fluoresceina de la oxidacion causada por el APPH en
un tiempo de 200 minutos, 100 lecturas por cada 2 minutos. El mejor efecto fue mostrado
por la fraccién proteica albumina a 100 ppm que incrementé el tiempo de inhibicién de la
oxidacién en todo el periodo de andlisis, protegiendo a la fluoresceina contra la oxidacién
causada por el APPH superando el efecto de GHS a 100 ppm y acido ascérbico (vitamina
C) con una excitacién de 485 nm y un filtro de emisién de 538 nm.

La actividad total antioxidante total determinada como valores de ORAC-FL se expresé
como TEAC en las fracciones proteicas de las semillas de B. orellana cuyas fracciones
albumina tuvieron mejor efecto inhibidor de la oxidacién en comparacién con las
fracciones glutelinas y globulinas tipo 7s y 11s (Fig. 3.4). Sin embargo, hubo problemas
para alcanzar la temperatura de 37 °C de manera constante puesto que el equipo no
posee esta opcion, por lo cual se recomienda el uso de un equipo con esta opcion de
temperatura para lograr una curva sigmoidea.
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3.8. CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO DE
SEMILLAS DE Bixa orellana POR CROMATOGRAFiA LIQUIDA RAPIDA DE
PROTEINAS (FPLC)

Se realiz6 un patrén cromatografico entre las tres diferentes proteinas de almacenamiento
presentes en las semillas de B. orellana empleando una columna superdex hiload 200
16/60, columna de exclusion molecular para la separaciéon y purificacién de proteinas
(Figs. 3.5-3.7) correspondientes a albiminas, globulinas y glutelinas.

Usando estandares de peso molecular se pudo determinar el peso aparente de cada pico
del cromatograma. En cada fraccién proteica para el caso de la albimina se obtuvo el
pico maximo a un volumen de elucién de 110 mL; extrapolando estos datos con una curva
de estandares de peso molecular, se calcul6 un peso menor de 29 kDa (estandar
anhidrasa carbénica). Para: caso de globulinas se obtuvieron 3 picos, el primero con un
peso mayor a 669 kDa (es._ 1dar tiroglobulina, 669 kDa), el segundo con un peso de 300
kDa y otro menor a 29 kDa. Para la fraccidn proteica correspondiente a glutelinas su peso
fue menor a 29 kDa.

80



























CAPITULO Il

3.11. ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS FRACCIONES HIDROLIZADAS DE
ALBUMINA Y SU EFECTO SOBRE CELULAS TRANSFORMADAS DE
LINFOMA MURINO L5178Y

La actividad celular como un indicador de citotoxicidad fue determinada cuando las
células transformadas de linfoma murino L5178Y fueron tratadas con la fraccion albumina
y los hidrolizados purificados, con el FPLC usando la columna superdex G75 de exclusién
molecular a partir de hidrolizados con enzimas digestivas, mediante la reducciéon de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan, evaluando asi su

actividad metabdlica.

Al evaluar el efecto citotéxico de la albumina sin tratamiento enzimatico y albumina
hidrolizada, asi como las fracciones purificadas correspondientes a B5, B7, B8, C5, C7,
C12 y D10 con concentraciones de 2.5, 5 y 10 pg proteina/mL en las células
transformadas de linfoma murino L5178Y (Fig. 3.186).

Después de la incubacion por 24 h se determiné que el menor efecto citotéxico fue el de
la albumina sin tratamiento enzimatico, ya que no presentd efecto -citotoxico
estadisticamente significativo (p<0.05) al ser comparada con el control celular de linfoma
murino L5178Y con solamente 6.15% + 0.42 de inhibicién de crecimiento celular, mientras
que la albumina con tratamiento enzimatico si obtuvo inhibicién (p<0.05) con un 32.85% +
8.69, seguida de las fracciones B8 y C7 que presentaron efecto citotoxico (p<0.05) en
células transformadas con valores de 85.4 y 32.62%, respectivamente; asimismo, las
fracciones con mayor efecto citotdxico (p<0.05) correspondieron a B5, B7, C5, C12 y D10
con 99% de inhibicién a 10 pg proteina/mL siendo superior incluso a ciclofosfamina (CF).
Resultados similares se obtuvieron con hidrolizados con la enzima alcalasa (Fig. 3.17)
exceptuando que el hidrolizado no presentd inhibicién (p<0.05) con un 3.41% +4.87.

Con lo anterior, quedé de manifiesto que la hidrélisis enzimatica con enzimas digestivas
mejord el efecto citotdxico, presentando concordancia con el incremento de la capacidad
citotéxica de extractos proteicos sometidos a hidrélisis enzimatica, simulando la digestion
gastrointestinal en las semillas de amaranto (Barrio ef al., 2010).
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3.12. EFECTO DE LOS PURIFICADOS SOBRE LA PROLIFERACION DE
LINFOCITOS DEL BAZO DE RATON BALB/c

E! objetivo fue evaluar la citotoxicidad selectiva de las fracciones hidrolizadas mediante el
efecto de la proliferacién celular de linfocitos de bazo (esplenocitos) de ratén BALB /c.

En la evaluacién por la técnica MTT donde las células de linfocitos reducen el MTT a
formazan, se observé que la gran mayoria de los hidrolizados purificados por FPLC,
mostré un efecto citotoxico considerable sobre linfocitos de bazo de ratdn, exceptuando
las fracciones B5, C5 y D1 siendo la fraccion C5 la unica con efecto mitogénico
estadisticamente significativo (p<0.05) cuando se comparé con el grupo control, a 5 ug
proteina /mL con un 68% en la proliferaciéon celular de los linfocitos de bazo de ratdn
BALB/c (Fig. 3.18)

CONA r/////‘ ISLSS LSS S S S SSSSSSSSSSSSSYs

B5-5 ug/mL VLSS S A
B5-10 pg/mL |
B5-15 pg/mL M
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C5-5ug/mL k/////////////////////////—4 *
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Figura 3.18. Efecto de las fracciones hidrolizadas de albumina sobre la proliferacién de linfocitos
de ratén BALB/c. Donde CON A: concanavalina A y el resto las fracciones purificadas con FPLC a
diferentes concentraciones.

Cada barra representa el promedio + desviacion estandar realizados por triplicado.

*p<0.05 presentd efecto mitogénico cuando se comparé con el grupo control de linfocitos de bazo
de ratén BALB/c.
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CAPITULO IV
DISCUSION

En la cuantificacion de proteinas obtenidas por el método de Bradford (Bradford,
1976) se logré un nuevo conocimiento sobre este tema ya que no hay informacién
publicada sobre las proteinas de almacenamiento en semillas de achiote. En otros
estudios relacionados con las proteinas de almacenamiento en otras especies, tales como
Pachyrhizus erosus (jicama) (Grisel et al., 2001), se encontr6é un contenido de albuminas
de un 52.1%, de globulinas 7S un 20.1%, de globulinas 11S con un 10.6%, prolaminas
con 0.8%, glutelinas 3.0% y residuos de proteinas con un 13.3%. Estos resultados
presentan cierta homologia con los encontrados en las proteinas de reserva del achiote.
En otro trabajo realizado con Theobroma cacao (cacao) (Preza et al., 2010) los resultados
obtenidos fueron diferentes: albuminas con 24.37%, globulinas con 16.39%, prolaminas
con 3.21% vy glutelinas con 56.02%, que muestra mayor concentracién en glutelinas y
menor en albuminas en comparacién con las proteinas de las semillas de achiote. Estos
estudios muestran que la cantidad de proteinas de almacenamiento presentes en semillas
de achiote presentan una proporcién diferente a las ya analizadas en otras plantas como
las antes mencionadas. Esta diferencia es mas evidente en el contenido de albuminas,
que presentaron una mayor presencia en comparacion a otros modelos ya estudiados.

En la caracterizacién de las proteinas de almacenamiento por FPLC, la fraccién
denominada albumina obtuvo un pico de aproximadamente 20 kDa o menos de 29 kDa
(estandar: Anhidrasa Carbdnica) similar a las proteinas 2 Svedberg (S), que se componen
de dos pequefias cadenas de polipéptidos de 9 kDa y 12 kDa, que estan unidas por
puentes S-S, esto en las proteinas 2 S de colza (Brassica napus), La fraccién
correspondiente a las globulinas totales presenté tres picos con pesos aproximados para
el primer pico de 669 kDa, seguido del pico de 300 kDa y el tercero menor de 29 kDa. Hay
que recordar que las globulinas comunmente son oligbmeros hexaméricos con seis
subunidades y cada subunidad esta compuesta por dos polipéptidos, uno &cido y otro
alcalino unidos por puentes de disulfuro, de pesos moleculares de 50 a 60 kDa (Plietz et
al., 1987). En nuestro caso, la Figura 3.6 muestra que el segundo pico corresponde al que
se menciona en la literatura (Walter, 2005)., y el primer pico probablemente esté
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constituido por dos monémeros que hacen que el pico sea mayor a 669 kDa. Ejemplos de
esto son la Tiro-Globulina Humana (HTG) que es una glucoproteina de 660 kDa
compuesta de dos mondmeros idénticos de 330 kDa (Marino y McCluskey, 2000). Con
respecto a las glutelinas se obtuvé un pico de 6 kDa o menor a 29 kDa (anhidrasa
carbdnica). Estos resultados cromatograficos en condiciones nativas indican que las
albuminas, globulinas totales y glutelinas pudieran estar unidas por uniones no covalentes
o por puentes disulfuro (Preza et al., 2010).

En la secuenciacién de aminodacidos de las proteinas de almacenamiento de las semillas
de B. orellana se encontrd que los aminoacidos no esenciales predominantes son: acido
glutamico y aspartico, mientras que en aminoacidos esenciales predominan la leucina y
treonina, comparando esto con las leguminosas, donde predominan la lisina y treonina,
mientras que en los cereales predominan triptéfano, metionina, cisteina y treonina. Con
esto se puede deducir que el perfil de aa de las proteinas de almacenamiento de las
semillas B. orellana no es similar ni a leguminosas ni a cereales, pero sin embargo este
perfil si es similar a | semilla de amaranto silvestre (Subhra Chakraborty et al., 2000),
puesto que sus aa mayoritarios son leucina, acido aspartico y glutamico, respectivamente.

En la actividad antioxidante con los métodos de ABTS y ORAC-FL, las proteinas de
almacenamiento de achiote presentaron actividad antioxidante en atrapamiento de
cationes con la fracciéon de glutelina y por el método de ORAC FL, la fraccion albumina
presenté la mayor capacidad de absorcién del radical oxigeno causado por el AAPH ya
que protege a la fluoresceina contra el ataque de este radical libre. Con estos datos se
muestra que las fracciones proteicas en achiote si presentan actividad tanto en radical
peréxido como en radical catiénico. Esta capacidad antioxidante puede ser por su
secuencia de aminoacidos, ya que en estudios hechos en soya (Glycine max), cuya
actividad antioxidante en la fraccién B-conglicina o globulina 7S, se encontré que poseian
los aminoacidos hidrofébicos valina o leucina en su N-terminal; asi también, residuos de
histidina y tirosina en su secuencia, lo que le proporciona a la soya actividad antioxidante
mediante quelaciéon y atrapamiento de radicales libres; ademas de que varios
aminoacidos como: tirosina, metionina, histidina, triptéfano y prolina mostraron actividad
antioxidante, pero en concentraciones elevadas estos pueden actuar como pro-oxidantes
(Chen, et al., 1995; Chen, Muramoto et al., 1998; Wu, Chen et al., 2003; Pihlanto 2006). Si
bien no se encontré la presencia de triptéfano y prolina en semillas de achiote, si
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presentaron tirosina, metionina e histidina. La mayoria de estos aminoacidos pudieran
darle actividad antioxidante. Las proteinas y/o péptidos de la fraccion de albuminas que
presentd mayor actividad antioxidante pueden actuar impidiendo que otras moléculas se
unan al oxigeno, al reaccionar y/o interactuar mas rapido con los radicales libres, que con
el resto de las moléculas presentes en un determinado microambiente de membrana
plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular (Venereo et al., 2002).

Se evalué6 la actividad antitumoral en ratones BALB/c con la linea celular de linfoma
murino L5178Y, contra tres proteinas de almacenamiento (albuminas, globulinas y
glutelinas) de las semillas de B. orellana por via oral con 25 mg/kg/dia. La albumina
mostré la mayor actividad antitumoral con respecto al control de L5178Y (grupo de
ratones sin tratamiento) puesto que disminuyé el volumen de ascitis y masa tumoral en el
17.6% de los ratones BALB/c. Si bien, no se sabe la secuencia de los péptidos, si se sabe
el perfil de aminoécidos, por lo cual se puede deducir la actividad antitumoral con estudios
hechos en soya con una pequefia proteina con actividad inhibidora de proteasas conocida
como inhibidor Bowman-Birk (BBI). Este consiste en 71 aminoacidos y siete enlaces
disulfuro (Birk, 1985, Clemente et al., 2011, Farinaz et al., 2013). También en soya, en la
fraccién albumina 2S se encontré6 un péptido de 43 aminoacidos nombrado lunasin
(lunasina en espariol) que contiene en su extremo C-terminal nueve residuos de Asp (D)
responsable del efecto antimitético, que provoca la muerte celular. El péptido lunasina se
considera como el mejor candidato que se espera pudiera estar presente en B. orellana.

La BBl ya ha mostrado actividad antitumoral en cancer de colon, cancer de mama vy
cancer de préstata en ratones por su eficiencia contra carcinégenos quimicos, oncogenes
e inhibidores de proteinas supresoras de tumores (Galvez et al.,, 2001; Gonzalez et al.,
2004; Silva et al., 2008; Hernandez et al., 2009). Si bien, durante la determinacién de
aminoacidos de B. orellana se puede descartar la presencia de BBl por carecer de Cys
(C), y con esto carecer de los siete enlaces disulfuro, para lunasina no es el caso, puesto
que en B. orellana se encontraron los mismos aminoacidos con funciones conocidas que
se encuentran en la secuencia del péptido lunasina (ver Figura 1.1) como: los
aminoacidos que introducen a lunasina a las células, asi como los aminoacidos que
apuntan a las histonas y sobre todo la abundancia de Asp (D) caracteristico de lunasina
que unen a este péptido al nlcleo de las histonas causando la apoptosis (Hernandez et
al., 2009).
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En la hidrélisis enzimatica sucesiva con pepsina, tripsina y quimotripsina se obtuvieron
diferentes hidrolizados de la fraccion albumina visualizandolo en geles SDS-PAGE de
tricina, pero en el perfil cromatografico por FPLC se pudo apreciar mejor la hidrélisis de
estas enzimas, aunque se observé un pico que presentdé resistencia a la hidrolisis
enzimatica por enzimas digestivas, esto podria estar relacionado con sitios de unién a
ligandos (Mihalyi, 1972) o unién de dos atomos de hierro a una molécula de
ovotransferrina que hace a la proteina completamente resistente a la protedlisis
enzimatica (Azari y Feeney, 1958), o posiblemente a proteinas inhibidoras de proteasas,
que podrian encontrarse en achiote y que jueguen un papel importante en la resistencia a
hidrélisis enzimatica por enzimas digestivas. Se menciona también que con un simple
tratamiento con amilasa podria invertirse este fenémeno puesto que en soya el
tratamiento con amilasa ha mejorado significativamente la hidrélisis enzimatica (Boonvisut
y Whitaker, 1976); también con tratamientos con alcalasa en maiz (Jiang et al., 2013) se
logré la liberacion de péptidos con funciones bioldgicas sobre lineas celulares
cancerigenas.

Sobre el efecto citotéxico en las lineas celulares transformadas de linfoma murino L5178Y
se demostré que las fracciones B5, B7, C5, C12 y D10 poseen efecto citotdxico p< 0.05,
siendo la fracciones C5 liberadas por acciones de las enzimas digestivas, presentando
concordancia con el incremento de la capacidad citotoxica de extractos proteicos
sometidos a hidrélisis enzimatica, simulando la digestién gastrointestinal, de las semillas
de amaranto (Barrio et al., 2010).

En el resultado obtenido en la proliferacion celular de linfocito de bazo de raton BALB/c,
se observd que la fraccion C5, purificada por FPLC, tuvo un efecto mitogénico
estadisticamente significativo (p<0.05) comparado con el control de células, todo esto a
una concentracién de 5 ug proteina /mL y no mostré efecto significativo de la proliferacién
celular con ofras concentraciones superiores como 10 y 15 ug proteina /mL. Esto podria
explicarse como menciona Wagner (1990) argumentando que las moléculas de bajo peso
molecular pueden comportarse como agentes citotoxicos, las cuales son conocidas como
agentes antitumorales, recalcando esto en dosis altas, mientras que en dosis bajas
pueden ejercer actividad inmunoestimulante. Existen péptidos ampliamente estudiados
con actividad inmunoestimulante en lacteos (Korhonen et al., 2003). En arroz también se
observé que el péptido oryzatensin obtenido a partir de la fraccion de albumina, cuya
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secuencia es  Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr-Pro-Leu-Pro-Arg, posee una  actividad
inmunoestimulante como un mediador de la liberacién de histamina (Takahashi et al,
1996). También en respuesta anti-inflamatoria a bajas concentraciones (1 ng/mL) como
las lectinas desnaturalizadas de las semillas de Abrus precatorius presentaron actividad
inmunoestimulante produciendo la citocina interleucina-1 (IL-1), la cual esta relacionada
con la respuesta inflamatoria, asi también, la activacién de linfocitos promoviendo la
maduracién y expansién clonal de células B y aumentando la actividad de células NK
(asesinas naturales) (Tripathi y Maiti, 2003). En este estudio la dosis aplicada fue de 5 ug
proteina/mL, por lo que se puede suponer que la fraccibn C5 puede actuar como
inmunoestimulante en linfocitos de bazo de raton BALB/c.
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CAP{TULO YV

CONCLUCIONES

De las proteinas de almacenamiento presentes en las semillas de Bixa orellana
(achiote), se determindé que la fraccidn proteica de almacenamiento correspondiente a
albuminas fue la fraccién mayoritaria con un 49%, seguida por globulina tipo 7S con
24.78%, globulina tipo 11S con 10.20%, prolamina con 0.75% y glutelina con 15.20%. La
fraccién correspondiente a prolaminas fue muy reducida, siendo apenas de un 0.75%,
razdn por la cual no se continué trabajando con esta proteina de almacenamiento.

Las fracciones proteicas de albumina y glutelina mostraron la mayor actividad antioxidante
para ambos métodos ORAC-FL y ABTS, respectivamente.

La fraccién albumina mostré actividad antioxidante contra radical perdxido por el método
ORAC-FL, mientras que la fraccién correspondiente a glutelina mostré mayor actividad
antioxidante contra radical catiénico.

La fraccién correspondiente a albumina con una dosis oral de 25 mg/kg/dia en ratones
BALB/c con linfoma murino mostré la mayor tasa de inhibicion de 17.6%.

Las condiciones de hidrélisis enzimatica para albiminas fueron: concentracién enzima-
sustrato (E/S) de 1:50 y temperatura de 37 °C, cambiando Unicamente el pH de 1.5, 7.5, 8
y agregando amortiguador de HCI, Tris-HClI y CH;CONH, para las enzimas pepsina,
tripsina y quimotripsina, respectivamente, siendo éstas sus condiciones de activacién.

Se tuvieron perfiles cromatograficos mediante FPLC de los hidrolizados de albumina con
hidrélisis secuencial de pepsina-tripsina-quimotripsina, que fueron purificadas con este
tipo de cromatografia. El cromatograma mostré un pico que tuvo actividad inhibidora de
proteasas ya que no fue hidrolizado aun con el transcurso de un tiempo total de 5 h.

La albumina sin hidrolizar no mostré efecto citotdxico estadisticamente significativo
(p<0.05), mientras que la albumina hidrolizada con enzimas digestivas si mostré efecto
p<0.05 a 10 pg proteina/mL sobre células transformadas de linfoma murino L5178Y.
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El resultado de las albuminas hidrolizadas por enzimas digestivas de las fracciones B5,
B7, C5, C12 y D10, purificados por FPLC, mostrd un efecto citotéxico de 99% a 10 pg/mL
sobre células transformadas de linfoma murino L5178Y, resultados similares se
obtuvieron con los hidrolizados purificados con la enzima alcalasa a 10 ug proteina/mL.

Las fracciones antes mencionadas posiblemente lleguen a activar mas de una via de
muerte celular, provocando apoptosis, necrosis e incluso oncosis.

El efecto citotdxico selectivo de los hidrolizados de albimina, purificados por FPLC, con
un efecto mitogénico estadisticamente significativo (p<0.05) de la fraccién C5 a una
concentracion de 5 ug proteina/mL sobre la proliferacién de linfocitos de ratdn BALB/c.

Con todo esto, las proteinas y los péptidos de achiote, especificamente C5, podrian
establecerse como un nuevo nutracéutico preventivo contra especies reactivas de
oxigeno y el cancer, con estos resultados se podria establecer al achiote como un
alimento quimiopreventivo. Para esto es necesario llevar a cabo mas estudios que nos
conduzcan a la confirmacién de los resultados aqui obtenidos.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se plante6 una nueva aiternativa de aplicacién de Bixa orellana, ya que
tradicionalmente se utiliza como pigmento con aplicacién en la industria alimentaria. En
este caso las proteinas y péptidos prevenientes de B. orellana mostraron actividad
antitumoral y citotéxica en la linea celular de linfoma murino L5178Y, sin embargo, es
necesario explorar en otras lineas celulares como las de cancer de colon, pulmdn, mama,
cervico uterino, etc., para ver si las proteinas o péptidos de achiote pueden tener el mismo
efecto que con la cepa BALBI/c y células transformadas de linfoma murino L5178Y que se
probaron en este trabajo.

El mecanismo de accién en los péptidos de origen vegetal sélo se conoce para soya, sin
embargo, es importante conocer si para achiote es el mismo o diferente, por 10 que es
importante conocer la secuenciacién de los péptidos que presentaron actividad biologica
para achiote. Una vez definida la secuencia del péptido se podria trabajar en encontrar el
mecanismo de accién. También, una vez teniendo la secuencia del péptido, se pueden
generar anticuerpos que permitan detectar el péptido en los hidrolizados de la proteina de
diversos productos de aplicacién en la industria nutracéutica, asi como la absorcién de
estos péptidos en humanos.
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RECOMENDACIONES

En el analisis antitumoral con ratones BALB/c, se recomienda determinar la dosis letal via
oral de proteinas, para poder evaluar la dosis ICs, y con esto obtener una dosis mas
adecuada para futuros tratamientos quimopreventivos.

Durante la evaluacién de la actividad inhibitoria de la oxidacién, se recomienua un
fluorémetro con control de temperatura, asi como de inyeccion de muestras automatizada.

La obtencién de cantidades mayores de las fracciones peptidicas es primordial para estos
ensayos citotoxicos, ya que en la purificacion se obtienen cantidades muy bajas de
péptidos.

Se requiere de secuenciacién de los péptidos con actividad citotdxica para evaluar si es
un nuevo péptido bioactivo, 0 es una secuencia ya conocida.
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