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RESUMEN

Introduccién: El amaranto ha sido cultivado desde épocas prehispanicas, los aztecas lo
consideraban un alimento sagrado y lo usaban en ceremonias religiosas. Actualmente, el
amaranto sobresale por su valor nutricional, especialmente por su alto contenido de proteinas y
aminoacidos como la lisina, presente incluso en mayores concentraciones que en la leche. Una
especie relevante es Amaranthus cruentus L., por sus tonalidades rojo-violetas atribuibles a
betalainas y polifenoles, compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias. Sin embargo, la informacion sobre su metaboloma y su potencial farmacoldgico
aun es limitada. Objetivo: Determinar el perfil metaboldmico de las inflorescencias y hojas de A.
cruentus mediante técnicas de LC-MS/MS Orbitrap y HPLC-UV-DAD, asi como evaluar la
relacion de sus metabolitos con efectos antihipertensivos y antidiabéticos en modelos
farmacologicos experimentales. Metodologia: Se cultivaron plantas de A. cruentus en
invernaderos del CICY. Se recolectaron hojas e inflorescencias y se extrajeron metabolitos por
MSPD con C18. Los extractos fueron analizados por LC-MS/MS Orbitrap para identificar
betalainas, y por HPLC-UV-DAD para cuantificar polifenoles. Se evaluaron los extractos
metandlicos acuosos en modelos in vitro, in vivo y ex vivo para estudiar su efecto sobre la glucosa
y la presion arterial. Ademas, se aplico modelado in silico para analizar la interaccién de
metabolitos con enzimas clave. Resultados: Las betalainas se identificaron mediante una
metodologia analitica por LC-MS/MS HRMS Orbitrap desarrollada con materiales de referencia:
Beta vulgaris L. y Selenicereus sp. Se identificaron 86 betalainas (31 betacianinas, 36 derivados
y 19 betaxantinas). Por modelado in silico se generaron patrones de fragmentacion para 140
betalainas. En A. cruentus se identificaron 43 betalainas (30 betacianinas y 13 betaxantinas) y
12 polifenoles (7 flavonoides, 2 acidos benzoicos y 3 cinamicos). Las inflorescencias presentaron
mayor cantidad de betalainas y pocas cantidades de polifenoles, mientras que las hojas
mostraron el patrén inverso. Los ensayos in vitro evidenciaron inhibicion de enzimas relacionadas
con la glucosa y la presion arterial. En modelos murinos, los extractos mostraron efecto
antihiperglucémico y vasorrelajacion en aorta. EI modelado in silico confirmd la interacciéon de
betalainas y polifenoles con dianas terapéuticas. Conclusiones: Esta tesis presenta la primera
caracterizaciéon del metaboloma de A. cruentus, destacando su contenido en betalainas y
polifenoles y la relacion con su actividad farmacoldgica y su relacion como alimento funcional
para coadyuvar a la prevencién de enfermedades como la diabetes e hipertension. Estos
hallazgos permiten generar nuevas perspectivas y escenarios cientificos para su aplicacién en

formulaciones nutracéuticas y farmacologicas.
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ABSTRACT

Introduction: Amaranth has been cultivated since prior Spaniards’ arrival; the Aztecs considered
it sacred and used it in religious theophagic practices. In recent years, amaranth has drawn
attention due to its high nutritional value, notably its protein and amino acid content, especially
lysine, which exceeds that found in milk. Among the most studied species is Amaranthus cruentus
L., recognized for its red-violet coloration, attributed to betalains and polyphenols, bioactive
compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties. Despite known health benefits,
studies on its metabolomic profile and pharmacological interactions remain limited. Aim: This
study aimed to determine the metabolomic profile of A. cruentus inflorescences and leaves using
LC-MS/MS Orbitrap and HPLC-UV-DAD techniques and to evaluate the correlation between its
metabolites and antihypertensive and antidiabetic effects in experimental pharmacological
models. Methodology: A. cruentus plants were cultivated under controlled conditions at CICY.
Leaves and inflorescences were harvested, and metabolite extraction was performed using
MSPD with C18. Extracts were analyzed via LC-MS/MS Orbitrap for betalain identification and
HPLC-UV-DAD for polyphenol quantification. Aqueous methanolic extracts were then tested in
vitro, in vivo, and ex vivo in murine models to assess effects on glucose homeostasis and blood
pressure. In silico modeling was also conducted to examine interactions with key metabolic
enzymes. Results: An LC-MS/MS HRMS Orbitrap methodology was developed using Beta
vulgaris L. and Selenicereus sp. as references, identifying 86 betalains (31 betacyanins, 36
derivatives, 19 betaxanthins). In silico analysis generated fragmentation patterns for 140 betalains
(112 betacyanins, 28 betaxanthins), identifying conserved ion signatures. In A. cruentus, 43
betalains (30 betacyanins, 13 betaxanthins), and 12 polyphenols (7 flavonoids, 2 benzoic acids,
3 cinnamic acids) were identified. Inflorescences were rich in betalains and low in polyphenols,
while leaves showed the opposite pattern. In vitro assays confirmed enzyme inhibition relevant to
glucose and blood pressure regulation. In vivo models showed hypoglycemic effects; ex vivo tests
revealed vasorelaxation in murine aorta. In silico modeling supported metabolite-enzyme
interactions. Conclusions: This study presents the first comprehensive characterization of the
metabolome of A. cruentus, highlighting its betalain and polyphenol content and their relationship
with its pharmacological activity. These findings support the classification of A. cruentus as a
functional food with potential applications in preventing and managing diabetes and hypertension.
Furthermore, these results open new scientific perspectives for its incorporation into nutraceutical

and pharmaceutical formulations.
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CAPITULOI

INTRODUCCION

El amaranto (Amaranthus L.) ha sido reconocido como un cultivo de gran importancia desde
tiempos prehispanicos hasta la actualidad. Fue considerado sagrado por los aztecas, al utilizarse
en ceremonias Y rituales religiosos con practicas teofagicas (Araujo-Leodn et al., 2023a; Velasco,
2016). Entre las especies de mayor relevancia econdmica por la produccién de grano se
encuentran A. hypochondriacus L., A. caudatus L. y A. cruentus L. (Stetter et al., 2019), siendo
esta ultima de particular interés debido a su excepcional perfil nutricional. Amaranthus cruentus
destaca por su alto contenido en proteinas, aminoacidos esenciales, fibra, minerales, polifenoles
y betalainas, lo que ha impulsado su estudio como un potencial alimento funcional (Araujo-Ledn
et al., 2022, 2023a; Espitia Rangel et al., 2010).

En Yucatan, el amaranto es conocido como Xtes, y se han registrado 11 especies que son
consideradas maleza, con un consumo casi nulo. La propagacién de estas especies en la
peninsula de Yucatan ha ocurrido de manera natural, sin intervencién humana, ya que no poseen
un valor comercial reconocido en la regién. Esto ha llevado a que sean subvaloradas vy
subutilizadas, a pesar de sus propiedades nutricionales y medicinales (Garcia-Lopez et al., 2021;
Sanchez-del Pino et al., 2019).

Durante la recoleccion de especies en Yucatan, especificamente en el municipio de Peto,
observamos plantas de amaranto en floracion con tonalidades rojas en tallos, hojas e
inflorescencias. La comunidad local destacé su uso en ofrendas para altares durante el dia de
muertos, en la celebracién maya de Hanal Pixan. La poblacion yucateca tiene conocimiento de
los Xtes no solo en el ambito culinario, sino también en practicas religiosas y medicinales (Garcia-
Lopez et al., 2021; Sanchez-del Pino et al., 2019). Sin embargo, esta informaciéon no ha sido
claramente documentada, lo que resalta la importancia de la investigacion social y cientifica

sobre los amarantos en Yucatan.

Los amarantos contienen diversos fitoquimicos con propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas
antihipertensivas y antioxidantes (Araujo-Leén et al., 2022; Joshi et al., 2018; Tang y Tsao, 2017).
Estos ultimos son capaces de neutralizar las especies reactivas de oxigeno (EROs). Se conoce
que el estrés oxidativo es causado por el desequilibrio entre la produccion de EROs y la
capacidad antioxidante, lo que puede provocar dafio celular y contribuir al desarrollo de
enfermedades metabdlicas como diabetes e hipertension (Wang et al., 2018; Tang y Tsao, 2017).

Por lo tanto, el amaranto se posiciona como alimento prometedor para la prevencién de estas
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enfermedades. Sin embargo, los estudios relacionados con el perfil fitoquimico y la relacion con

sus propiedades farmacoldgicas son limitados en la literatura.

Las betalainas son pigmentos nitrogenados responsables de la coloracién de las inflorescencias,
hojas y tallos del amaranto. Las principales betalainas identificadas en A. cruentus son la
amarantina y su epimero isoamarantina. Estudios recientes han demostrado una diversidad aun
mayor de betalainas presentes en hojas en inflorescencias de A. cruentus (Araujo-Ledn et al.,
2023b). Ademas, se ha documentado que los amarantos contienen polifenoles, acidos
hidroxicinamicos, flavonoides, taninos y ligninas, compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes y farmacoldgicas (Tang y Tsao, 2017). La importacia de los polifenoles en la
actividad farmacoldgica y la caracterizacion fitoquimica especifica de A. cruentus no se
encontraba documentada en la literatura, hasta hace apenas que en estudios recientes, no sélo
se ha documentado la relevancia de los polifenoles, sino que también se ha demostrado la
heterogeneidad de las betalainas en hojas e inflorescencias y la relacion de ambos grupos en la
modulacion de enzimas claves en la diabetes e hipertension (Araujo-Ledn et al., 2024a). Estos
aportes respaldan el uso de A. cruentus como alimento funcional o en la formulacion de

nutracéuticos (Gresta et al., 2020).

La presente tesis tuvo como objetivo explorar el perfil metabolémico de las inflorescencias y hojas
de A. cruentus y su relacion con la actividad antidiabética y antihipertensiva. Para ello, se
desarrollé una metodologia por LC-MS/MS Orbitrap para la determinacién de betalainas; debido
a la falta de estandares analiticos, empleamos un modelo in silico para resolver las rutas de
fragmentacion de las betalainas y observar los iones conservados entre las betacianinas,
derivados de betacianinas y betaxantinas (Araujo-Leon et al., 2024b). Para la identificacion de
polifenoles, se desarrollé y validdo una metodologia por HPLC-UV-DAD que, junto con las
evaluaciones farmacoldgicas en modelos de murinos in vitro, in vivo, ex vivo e in silico, permitid
determinar el potencial terapéutico de A. cruentus y trazar una ruta farmacodinamica que modula

el mecanismo de accién en procesos metabdlicos y cardiovasculares (Araujo-Leon et al., 2024a).

Este trabajo contribuye al conocimiento sobre la composicion quimica y bioactividad de A.
cruentus, proporcionando evidencia cientifica que no se habia documentado previamente.
Ademas, permite proponer a A. cruentus como un alimento funcional auxiliar en el manejo
preventivo de la diabetes y la hipertensién. Finalmente, este trabajo sienta las bases para el
desarrollo de nuevas formulaciones nutracéuticas dirigidas a la prevencion de enfermedades

metabodlicas.
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Finalmente, la tesis se estructurd en capitulos que abordan de manera progresiva los objetivos
especificos planteados. En el Capitulo Il, se describe el desarrollo y validacién de un método
analitico basado en dispersion de la matriz en fase soélida (MSPD) para la extraccion e
identificacion de betalainas, lo cual permitié la creacién de una base de datos ampliada de estos
compuestos. El Capitulo Il aplica dicha metodologia al estudio de Amaranthus cruentus
(“amaranto rojo”), identificando 43 betalainas no reportadas previamente. El Capitulo IV
profundiza en la caracterizacién del metaboloma del amaranto rojo, incorporando flavonoides,
acidos organicos y cinamicos, y presenta su evaluacion farmacolégica mediante ensayos in vitro,
in vivo, ex vivo e in silico en modelos de diabetes e hipertension. Finalmente, el Capitulo V integra

la discusion general, las conclusiones y las perspectivas del trabajo.
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CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1. La familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae corresponde al orden Caryophyllales el cual es uno de los
ordenes mas naturales y claramente definidos dentro de las angiospermas. Amaranthaceae
pertenece a un clado junto con Chenopodiaceae. Este sustento se basa en un apoyo
monofilético, en el que han evolucionado a partir de una poblacién ancestral comun, en la alianza
“‘Amaranthaceae — Chenopodiaceae” que es consistente en los analisis filogenéticos moleculares
realizados hasta la fecha (Hernandez-Ledesma et al., 2015). Esta familia se encuentra distribuida
a lo largo del planeta. No obstante, la mayor diversidad se encuentra entre los tropicos y el
ecuador. Las regiones con mayor nimero de especies son: Africa, principalmente en la zona
cercana al sur del desierto del Sahara y la parte medular del continente; América del Norte,
principalmente en México; América Central y América del Sur, que es donde se encuentra la
mayor representatividad de esta familia en las zonas tropicales y subtropicales. La familia esta
formada aproximadamente por 174 géneros y alrededor de 2,050 a 2,500 especies, siendo la
familia Amaranthaceae la de mayor diversidad dentro del orden Caryophyllales, ademas de incluir
cerca del 50% de las especies de eudicotiledéneas con ruta C4 de la fotosintesis (Sandoval-
Ortega et al., 2017).

1.2. Evidencias arqueolégicas relacionadas con el uso del Amaranto en México

Existen evidencias arqueoldgicas encontradas en México que concluyen que habitantes
de Ameérica Prehistorica utilizaron hojas y semillas del género Amaranthus, incluso mucho antes
del proceso de domesticacion, determinando que el hombre ya cultivaba esta planta durante la
fase Coxcatlan que va desde los afios 5200 a 3400 a.C., apoyando asi que la domesticacion del
amaranto tuvo lugar en la misma época que el maiz. Algunos estudios arqueobotanicos
realizados en las cuevas de Valle de Tehuacan, Puebla, demostraron que nuestros ancestros
cultivaron, entre los anos 9000 a 5000 a.C., un mayor numero de plantas comestibles en

comparacion con sus contemporaneos europeos (Espitia Rangel et al., 2010).

Los probables progenitores silvestres de las especies cultivadas se distribuyen a lo largo
de extensos territorios por América, especificamente entre los tropicos y las zonas templadas.
La evidencia ceremonial de las civilizaciones prehispanicas propone que ademas del maiz, frijol,

calabaza, maguey, nopal y chile, el amaranto fue usado con dichos propésitos mas alla de un
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recurso basico. Con los datos arqueobotéanicos en el estudio del amaranto, se ha logrado concluir
que esta planta se ha cultivado extensamente antes de la llegada de los espafioles. La conquista
de los espafioles permitié la expansion de este cultivo en y al norte de Mesoamérica (Espitia
Rangel et al., 2010).

Los antiguos mesoamericanos encontraron en el amaranto (en nahuatl: huauhtli), uno de
los alimentos mas versatiles y nutritivos del continente americano. El huauhtli tiene una historia
de miles de afios como parte de la agricultura y la gastronomia, pero también de la ritualidad del
México antiguo. Los frailes espafioles documentaron en sus cronicas en el siglo XVI, la amplia
variedad de platillos que los mexicas elaboraban con huauhtli. Sin embargo, resalta el
protagonismo de las semillas de amaranto en las practicas religiosas, como base para la
elaboracion de las imagenes sagradas de los dioses. El cultivo del amaranto ha sido mantenido
y reivindicado por los pueblos indigenas actuales, dandonos una nueva oportunidad para su

estudio cientifico desde diferentes areas (Araujo-Leon et al., 2023a).

Para los mexicas, las montafias tenian un simbolismo muy importante dentro de la
cosmovisién y las practicas religiosas. Las montafias guardaban en su interior las aguas que el
dios Tlaloc hacia caer en forma de lluvia para la agricultura (Broda y Béz, 2001). Las montafas
poseian atributos especiales como el Tonacatépet! o montana de los mantenimientos, de la cual
surgian todas las cosas buenas y nutricias para el hombre (Matos, 2010). Los rasgos de la
orografia también eran considerados importantes para designar lugares sagrados por haber sido
escenario de eventos mitolégicos, como el nacimiento de los dioses o el surgimiento mismo de
la tierra firme durante la creacién del cosmos (Morante, 2001). Para venerar a las montanas
sagradas, los mexicas tenian dos festividades: 1) panquetzaliztliy 2) atemoztli, en las cuales se
elaboraban imagenes con pasta de amaranto, maiz tostado y miel de maguey, a lo que se le
denominaba tzoalli (Duran, 1948). En el mes de tepéilhuitl se veneraba a las montafias mas
importantes, para lo cual se preparaban imagenes de tzoalli con forma de serpiente, llamadas
ecatotonti, a las que se les ofrecian sacrificios de comida e incluso sacrificios humanos (Sahagun,
2013). Durante el mes de atemoztli, se realizaban las festividades del dios de la lluvia Tlaloc, el
rito central consistia en la veneracion de imagenes de montanas antropomorfizadas hechas de
tzoalli, a las cuales se les ponian pepitas representando los dientes y frijoles para representar a
los ojos. Estas imagenes eran literalmente “sacrificadas” ya que, utilizando el huso del telar de
cintura, se les extraia el corazon y se les cortaba la cabeza. Las piezas de las imagenes eran
repartidas entre los asistentes para ser ingeridas, con lo que se daba inicio al banquete con el

que finalizaba la festividad (Sahagun, 2013). Cabe mencionar que, estos rituales sobreviven
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hasta la actualidad en las practicas religiosas de los nahuas de la Sierra de Guerrero, quienes
aun hoy en dia realizan ceremonias con imagenes hechas de tzoalli como elemento central
(Villela, 2016).

Sin embargo, con la llegada de los colonizadores espafoles y la evangelizacion, los
rituales, los dioses y las idolatrias fueron lentamente desplazadas. Hecho que llevé a censurar y
subestimar algunos de los cultivos sagrados, entre ellos el amaranto, dejando de lado la
importancia simbdlica en la cosmovision de Mesoamérica (Garcia-Lopez et al., 2021). Los
espafoles llamaban “bledo” al amaranto, por considerarlo de poco valor e incluso una mala
hierba en los cultivos, ademas de su asociacion con los rituales paganos. Contrariamente a lo
que se podria pensar, la planta no fue prohibida, ya que no se ha encontrado ninguna disposicion
juridica de la época virreinal al respecto (Velasco, 2016). Los mexicas tenian conocimiento que
el huauhtli ademas de ser un alimento sagrado, podia ser preparado en diferentes
presentaciones como atoles (tzoalli), tamales (huauquiltamalli) y de otras maneras, ya que, de
manera empirica, demostraba ser un alimento con amplias propiedades nutricionales bastas para
satisfacer el hambre. También eran aprovechadas las hojas del amaranto nombradas quilit

(quelites) que denominaba a la hoja comestible como planta tierna (Garcia-Lopez et al., 2021).

Las muestras arqueoldgicas de amaranto mas antiguas en México proceden de la cueva
Coxcatlan, ubicada en el valle de Tehuacan, Puebla. Los restos de amaranto corresponden a
inflorescencias y semillas desecadas, datadas para el 5400 a.C., correspondiente a la fase “El
Riego”. En estas muestras se identificaron las especies de amaranto, Amaranthus cruentus,
Amaranthus hypochondriacus, las cuales corresponden a las especies modernas mas comunes,
asi como Amaranthus sp., cuya especie no pudo ser identificada (McClung, 2016). En el valle de
México la muestra mas antigua procede de Zohapilco Tlapacoya, datada para el 5000 a.C., sin
embargo, no se pudo identificar la especie, ya que se trataba de semillas carbonizadas. (McClung
et al., 2014). El amaranto se encontré en otros sitios arqueoldgicos del valle de México como
Teotihuacan, Tlatelolco, Itztapalapa, en ofrendas en el Templo Mayor de Tenochtitlan, entre
otros, abarcando todos los horizontes cronoldgicos de la historia mesoamericana (McClung et
al., 2014, McClung, 2016).

1.3. Género Amaranthus

El genero Amaranthus comprende hierbas anuales, monoicas o dioicas con tallos

postrados, erectos, ascendentes o infrecuentemente decumbentes, simples a muy ramificados,
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glabros a biliosos, tricomas pluricelulares, blanquecidos o amarillentos que pueden ser simples

o espiralados (Espitia Rangel et al., 2010; Sanchez del Pino et al., 1999).

Las hojas son alternas, suelen ser coriaceas a membranaceas y algunas veces
suculentas, glabras, vilosas o vilosas-glandulares en el envés. En el margen entero se observa
ligeramente sinuado y la base redondeada a deltoide o puede estar atenuada, en ocasiones este
puede ser asimétrico, sésiles a pecioladas. Las inflorescencias son de tipo espigas generando
racimos o paniculas; bractea floral y bractéolas amarillo-verdosas o con tonalidades pardo-
oscuras a rojizas. Las flores suelen ser imperfectas en su mayoria y sésiles (Espita Rangel et al.,
2010; Sanchez del Pino et al., 1999).

Amaranthus consiste en mas de 75 especies actualmente reconocidas (Hernandez-
Ledesma et al., 2015), de las cuales 40 crecen en América, y el resto se desarrolla en Australia,
Africa, Asia y Europa, las cuales tiene un origen monofilético y constituyen un linaje con
metabolismo C4. En América del Norte habita un total de 29 especies, de las cuales 16 son de
amplia distribucién y 13 endémicas de México. Por su valor comercial y nutricional, Amaranthus
caudatus, A. cruentus, A. hybridus, A. hypochondriacus, y A. retroflexus han sido las especies
del género mas estudiadas en México y consideradas en el Servicio Nacional de Inspeccion y
Certificaciéon de Semillas (SNICS). Sin embargo, la clasificacion taxonémica se ha basado
Unicamente en caracteristicas morfolégicas, debido a la falta de estudios taxondmicos y
filogenéticos moleculares exhaustivos, a pesar de la importancia econémica del género, que
contiene pseudocereales y cultivos verdes, plantas ornamentales populares y hierbas invasoras
y nocivas (Hernandez-Ledesma et al., 2015), ademas, ha sido dificil su circunscripcion a nivel de
especie debido a la alta variabilidad fenotipica (lamonico, 2015). A pesar de que la composicion
y la distribucién de los pigmentos es una de las caracteristicas fenotipicas mas afectadas por la
interaccion de la planta con el ambiente, no han sido estudiados en profundidad. Adicionalmente,
la busqueda de caracteristicas que permitan o faciliten la identificacion de las especies, ha
llevado a indagar en los caracteres reproductivos y vegetativos (Costea et al., 2001; Espita
Rangel et al., 2010).

1.4. Amaranthus hypochondriacus

Acerca del cultivo y usos: El cultivo y desarrollo de Amaranthus hypochondriacus se
remonta al Imperio Azteca, donde fue una de las principales especies cultivadas por su valor

alimenticio y ritual. Actualmente, su cultivo sigue vigente en diversas regiones del mundo,
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especialmente en América Latina y Asia. Ademas, su produccion para la generacién de biomasa
se ha extendido a regiones como India, donde se ha investigado su potencial como cultivo

alternativo para la produccion de grano y forraje (Das, 2016; Rastogi y Shukla, 2013).

Acerca del grano y semilla: Amaranthus hypochondriacus se distingue por la produccion
de granos mas robustos y un alto rendimiento en comparacion con otras especies del género
Amaranthus. Sus semillas, son de tamano pequefio y de alto valor nutricional, ademas, presentan
una excelente calidad y pueden ser utilizadas como ingrediente en la industria alimentaria,
destacandose por su contenido de proteinas, lipidos esenciales y compuestos bioactivos con

propiedades nutracéuticas (Das, 2016; Venskutonis y Kraujalis, 2013).

Distribucion: La especie presenta una amplia distribucion alrededor de los tropicos,
América Central y del Norte. También se han documentado su distribucién por Asia, en especifico
en paises como Nepal y la India. La especie es apta para el cultivo en areas tropicales de grandes

altitudes y condiciones secas (Figura 1) (Das, 2016; Stetter et al., 2019).
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Figura 1. Distribucion de Amaranthus hypochondriacus L alrededor del mundo (Das,
2016).
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Centro de domesticacion: Evidencias arqueobotanicas y genéticas indican que
Amaranthus hypochondriacus fue domesticado en el centro de México a partir de A. hybridus,

con registros de su uso desde hace mas de 4,000 anos (Sauer, 1967; Brenner et al., 2000).

Historia: El grano de amaranto fue llevado a Europa por medio de los espafoles durante
la conquista de América, en los siglos XVI y XVII. A la llegada de A. hypochondriacus a Europa
alrededor del afo 1700, fue aceptado y se expandié por Europa central y Rusia como un cereal
secundario o como planta ornamental. A principios del siglo XIX, fue llevado a Africa y Asia, y en
la actualidad se cultiva como cereales en regiones muy dispersas del mundo como las montafias
de Etiopia, las colinas del sur de la India, el Himalaya de Nepal y las llanuras de Mongolia (Das,
2016).

Nombre comun: Esta especie es conocida como “pluma de principe” (Das, 2016, Saur,
1967).

Caracteristicas morfolégicas: Es una planta herbacea anual, erecta, glabra o
moderadamente pubescente en la porcidon distal, que en la madurez a menudo se vuelve
glabrescente, alcanzando hasta tres metros de altura. Los tallos son de color verde o purpura en
tonos rojizos, ramificados, principalmente en la inflorescencia, hasta casi simples en la parte
proximal. Las hojas se caracterizan por ser simples, pecioladas, los peciolos de las hojas distales
son iguales o ligeramente mas cortos que la hoja, se alargan proximalmente. Las inflorescencias
son muy grandes, robustas, predominantemente en panicula o espigas erectas de color rojo
oscuro a tonos violetas, también es posible observarlas con coloraciones amarillas o tonalidades
verdosas, sin hojas al menos en la parte distal, espinosas y rigidas. Las bracteas son lanceoladas
a lineales-subuladas, espinescentes, el tamafio es dos veces mas largas que los tépalos y ramas,
con una textura rigida. Las flores pistiladas tienen cinco tépalos y los tépalos son ligeramente
recurvados, los proximales lanceolados, los distales estrechamente ovados-elipticos a elipticos,
desiguales a ocasionalmente subiguales; los tépalos internos son mas cortos que los tépalos
externos, con un apice agudo a acuminado; los tépalos son comparativamente mas grandes que
otras especies de granos. Las semillas son de color blanco, blanco rosado o negro a marrén
rojizo oscuro, subglobosas a lenticulares, de 1 a 1.4 mm de diametro, de textura lisa y brillantes
(Costea, 2012; Das, 2016).




CAPITULOI

1.5. Amaranthus hybridus

Acerca del cultivo y usos: Las hojas de A. hybridus se utilizan especialmente para los
dolores de estémago, la diarrea y la disenteria, asi como verdura, y para preparacion de
alimentos para pacientes convalecientes. El quelite es una especie poco valorada, a pesar de su
alto potencial, por ejemplo, comparado con otras especies comestibles de fuentes tradicionales,
el amaranto sobresale por contener concentraciones elevadas de acidos grasos omega 3 y
proteina total (Ogwu, 2020). La reproduccion de A. hybridus es generalmente por semilla, con un
ciclo de vida anual de verano, su ciclo lo lleva a cabo entre marzo y diciembre, pasando en los
meses de marzo a septiembre bajo un estadio vegetativo y entre mayo y octubre un estadio

reproductivo, para dar frutos entre julio y diciembre (Zea Ramos, 2016).

Acerca del grano y semilla: Las semillas de Amaranthus hybridus son negras y brillantes
o palidas, comprimidas, con un diametro de 0.75-1.25 mm. Presentan un espermoderma liso en
la parte central y débilmente reticulado en los margenes (Sauer, 1967; Costea et al., 2003; Das,
2016).

Distribucion: Esta especie habita zonas arvenses y ruderales, se distribuye en el valle de
México a una altitud de 3,000 m, en diferentes condiciones ambientales, pero esta mas
representada a una altitud de 2,500 m (Figura 2). Actualmente, se distribuye como una maleza
de campos agricolas y otros habitats alterados, y se encuentra entre las 18 malezas mas nocivas
del mundo (Das, 2016).
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Figura 2. Distribucion de Amaranthus hybridus L alrededor del mundo (Das, 2016).

Centro de domesticacion: Amaranthus hybridus es el progenitor silvestre de los
amarantos de grano (A. caudatus, A. cruentus y A. hypochondriacus). Estudios filogenéticos y
gendémicos han confirmado su estrecha relacion genética con las especies domesticadas,
evidenciando un proceso de seleccion y adaptacion desde poblaciones silvestres (Das, 2016;
Stetter et al., 2019).

Historia: Amaranthus hybridus se origind como una especie pionera de la ribera del este
de América del norte, con una distribucion previa que se expandié por regiones mas fértiles y
humedas de México, América central y el norte de América del sur. El registro mas antiguo de la
especie en Europa se remonta a aproximadamente 300 afos. La propagacion de A. hybridus en
Europa se produjo principalmente en la regién mediterranea, de manera lenta en comparacion
con otras especies de amaranto. También, se tiene registro de esta especie en el oeste de

América del norte, Asia oriental, Australia y Sudafrica (Das, 2016).

Nombre comun: A esta especie se le puede encontrar bajo el nombre comun de “Quelite”
o “Quintonil” y se ha considerado una planta comestible que se encuentra como arvense o ruderal

(Salazar-Zaragoza, 1998).

Caracteristicas morfolégicas: Amaranthus hybridus es una hierba erecta de hasta dos
metros de altura, glabra o pubescente, con tallos estriados, algunas veces estos suelen ser de

color rojizo y con frecuencia muy ramificadas. Las hojas son de forma lanceolada a ovada-
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rombica de tres centimetros de largo por 1-7 cm de ancho, a veces tefiidas de rojo,
prominentemente venosas. La inflorescencia terminal erguida en espigas paniculadas, y con

semillas de 1 mm de diametro de color café-rojizo o negro brillante.
1.6. Amaranthus palmeri S. Watson

Acerca del cultivo y usos: Amaranthus palmeri es una hierba dioica que se ha convertido
en una especie invasora por su capacidad de adaptacion y alta resistencia a herbicidas. Es
considerada una de las especies mas problematicas para el sector agricola. Esta especie se ha
documentado por primera vez en la Peninsula de Yucatan para tomar precauciones en esta
region de alta biodiversidad. La especie es una hierba anual nativa de América del norte, ha
tenido una gran relacion con el ser humano en los aspectos alimenticios por haber sido utilizada
como alimento (verdura o como grano) por diferentes tribus y civilizaciones. En los ultimos afos,
ha cobrado una gran importancia, puesto que afecta la productividad en los campos agricolas
(Sanchez-del Pino et al., 2019).

Acerca del grano y semilla: Las semillas de A. palmeri son redondas a ligeramente
obovadas, lenticulares, de colorpardo rojizo oscuro, brillantes, 0.7-1.4 mm diametro (Sanchez-
del Pino et al. 2019).

Distribucion: Amaranthus palmeri estd ampliamente distribuido en México, con registros
en mas de 20 estados, incluyendo Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Nuevo Leén y Veracruz. Se
desarrolla en diversos ecosistemas, desde selva baja caducifolia hasta bosques de Quercus,
adaptandose a suelos arenosos, fluvisoles y terrenos perturbados entre 0 y 2,092 msnm (Espitia
et al., 2010; Sanchez-del Pino et al., 2019). La distribucion de esta especie se ha documentado
por el transporte de semillas o el incremento de zonas agricolas que permitieron su expansion
territorial, porque, a pesar de ser una especie dioica, tiene ventajas que favorecen su desarrollo
y proliferacion en ambientes artificiales, con una gran capacidad adaptativa en ambientes hostiles

y con resistencia a herbicidas (Figura 3) (Sanchez-del Pino et al., 2019).
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Figura 3. Distribucion de Amaranthus palmeri L. alrededor del mundo (EPPO Global
Data Base).

Centro de domesticacion: Sin datos. Es considerado una hierba sin valor comercial e

invasora.

Nombre comun: Alegria, bledo, bledo blanco, quelite, quintonil espinoso y quintonil
(Sanchez-del Pino et al., 2019).

Caracteristicas morfologicas: La morfologia reportada para esta especie destaca como
una planta herbacea, anual, dioica, de hasta 160 cm de altura, con tallos erectos, ramificados,
glabros, de coloracion verde a rojiza. Sus hojas son entre 1.5-7.2 x 0.7-3.3 cm con estructura
laminar plana, oblanceoladas, lanceoladas a elipticas. Inflorescencias terminales, tipo espiga o
panicula, erectas, hasta 40.1 cm de largo y 1.5 cm de ancho, con flores pistiladas de 2.3-4.3 mm
de largo, y bractea 2.3-4.5 x 0.6-1.4 mm, nervadura central largamente decurrente y engrosada
(Sanchez-del Pino et al., 2019).

1.7. Amaranthus cruentus L.

Acerca del cultivo y usos: Amaranthus cruentus es una de las especies que junto con A.
hypochondiracus y A. caudatus, son productoras de granos y son consideradas pseudocereales,
con semillas con alta concentracion de proteinas y ricas en el aminoéacido lisina (Sunil et al.,
2014). Se adapta de manera favorable a diversos ecosistemas y climas gracias a su metabolismo
por la ruta de fijacion del carbono C4, resaltando la tolerancia al estrés hidrico (Sunil et al., 2014;
Espitia-Rangel, 2010). Las semillas se emplean en la produccion de harinas, cereales y

productos derivados. Sus hojas y tallos jévenes son consumidos como verdura por su alto
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contenido de minerales y antioxidantes. En la industria cosmética y farmacéutica, se ha utilizado
debido por su contenido de escualeno, flavonoides y polifenoles (Bressani et al., 2009; Achigan-
Dako et al., 2014).

Las hojas y semillas de A. cruentus han sido utilizadas en la medicina tradicional por sus
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas. Extractos de la planta han
demostrado actividad hepatoprotectora, hipoglucemiante y antihipertensiva, lo cual es atribuido
a la presencia de polifenoles, betalainas y compuestos fendlicos. Ademas, su consumo se ha
asociado con la reduccion del estrés oxidativo y la mejora de la funciéon inmune (Pasko et al.,
2009; Gorinstein et al., 2007).

Acerca del grano y semilla: Los granos de A. cruentus suelen ser de semilla blanca, los
cuales, se usan como pseudocerelaes y los granos de semilla marrén o negra son para verdura.
Las semillas de A. cruentus son lenticulares a eliptico-lenticulares, con variabilidad cromatica que
incluye blanco o marfil con tonalidades rojizas o amarillentas, y ocasionalmente marrén oscuro a
marrén rojizo oscuro. Presentan un diametro de 1.2-1.6 mm, con superficie lisa o indistintamente
punteada (Das, 2016).

Distribucion: Entre las especies de Amaranthus, A. cruentus es probablemente la mas
adaptable y se cultiva tradicionalmente como pseudocereal en paises latinoamericanos como
México, Guatemala, Ecuador y Colombia. También se cultiva con fines comerciales en regiones
secas y calidas de Estados Unidos, Argentina y China (Figura 4) (Das, 2016). A. cruentus en su
forma de hortaliza probablemente fue introducido en los tropicos y subtrépicos del Viejo Mundo
durante el periodo colonial. Actualmente, es un vegetal ampliamente cultivado en Africa tropical,
siendo el principal en Benin, Togo y Sierra Leona, y de gran importancia en regiones de baja
altitud como el sur de Nigeria, Republica Democratica del Congo, Kenia y Tanzania. Su cultivo
es mas frecuente en zonas humedas de tierras bajas que en areas altas o aridas. También es un
vegetal de relevancia en paises tropicales fuera de Africa, como India, Bangladesh, Sri Lanka y
el Caribe (Achigan-Dako et al., 2014; Das, 2016).
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Figura 4. Distribucion mundial de Amaranthus cruentus L. (Das, 2016).

Centro de domesticacion: La especie Amaranthus cruentus L. fue domesticada en
Centroamérica, lo que fue Mesoamérica como parte de México y Guatemala en la actualidad. Se
tiene registro que la domesticacion de esta especie fue mucho antes que A. hypochondriacus
(Das, 216; Stetter et al., 2019).

Historia: Los datos arqueobotanicos datan a esta especie desde 5500 A.C., por el fosil
encontrado en las cuevas de Tehuacan, Puebla, en el centro de México. En Guatemala y México,
existen culturas indigenas que aun conservan el germoplasma de A. cruentus tanto para fines

comerciales como ornamentales (Das, 2016; Sauer, 1969).

Nombre comun: Amaranthus cruentus es también conocido como amaranto de sangre o

rojo, amaranto morado y amaranto oruga (Das, 2016).

Caracteristicas morfolégicas: Amaranthus cruentus es una hierba anual que crece
erguida y casi sin vellosidades, aunque ligeramente pubescente en la parte mas distal,
especialmente durante su juventud, alcanzando una altura maxima de 2.0 m, siendo mas
pequefio en comparacion con A. hypochondriacus. Sus tallos son erguidos y ramificados en la
parte superior, principalmente en las inflorescencias, llegando casi a ser simples, y pueden
presentar un color verde o purpura rojizo. Sus hojas son pecioladas, con un peciolo que es

aproximadamente la mitad de largo que la lamina y de forma rémbica-ovada u ovada a lanceolada
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amplia, con dimensiones que pueden variar entre 3-14 cm de longitud y 1.5-8 cm de ancho; en
plantas robustas, pueden ser mas grandes. Las hojas tienen una base que va de cuneada a
ampliamente cuneada, son enteras y pueden presentar un apice que va de agudo a acuminado,

o de obtuso a ligeramente emarginado (Das, 2016).

Las inflorescencias de Amaranthus cruentus son terminales y axilares, creciendo
erguidas, y generalmente presentan un color rojo oscuro, aunque ocasionalmente pueden ser de
color purpura, verdes o rojo verdoso. Las inflorescencias, al menos en la parte distal, carecen de
hojas y son enormes y robustas, con las inferiores formando espigas laxas y suaves, y las
superiores formando paniculas. Las bracteas son espatuladas y miden entre 2 y 3 mm de largo,
iguales o ligeramente mas largas que los tépalos, con un apice espinoso corto y nervios que
alcanzan la misma longitud que las ramas del estilo. Las flores pistiladas tienen cinco tépalos
que son rectos, oblongos a oblongo-obovados o lanceolados, sin espinas, y son iguales o casi
iguales en longitud, con los tépalos internos siendo ligeramente mas cortos que los externos, y
miden entre 1.5y 3 mm de largo, con un apice agudo. El estilo de las flores pistiladas tiene ramas
delgadas y erectas, con estigmas en numero de tres. Las flores estaminadas se encuentran en
las puntas de las inflorescencias, presentando cinco tépalos y cinco estambres. Los frutos son
obovoides a alargados-obovoides, con un utriculo circunscisil que se estrecha en una torre en el
apice, midiendo entre 2 y 2.5 mm de largo, lisos o ligeramente rugosos en la parte distal, y
dehiscentes de manera regular. Las semillas son ampliamente lenticulares a elipticas-
lenticulares, presentando una variedad de colores que van desde el blanco o marfil con tonos
rojizos o amarillentos, hasta ocasionalmente un color marrén oscuro a marron rojizo oscuro, con
un diametro que oscila entre 1.2 y 1.6 mm, y una superficie lisa o ligeramente punteada (Das,
2016).

1.8. Metabolitos secundarios presentes en la familia Amaranthaceae

El analisis quimiométrico del amaranto ha documentado la presencia de una vasta gama
de metabolitos secundarios. A pesar de que estos componentes no sean esenciales para el
metabolismo fotosintético o respiratorio, tienen diferentes funciones para la supervivencia de la
planta en el medio ambiente de diferentes maneras, como compuestos de sefal y defensa o para
proteccion frente a la radiacion ultravioleta y los oxidantes del ambiente, lo que lleva a una mejor

adaptabilidad de la especie (Niveyro et al., 2013).
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La informacién acerca de los metabolitos secundarios en la familia Amaranthaceae es
limitada. Algunos de los metabolitos secundarios que se destacan en la familia Amaranthaceae
son los flavonoides y compuestos fendlicos o polifendlicos, los cuales generalmente se han
aislado de las hojas. La mayoria de dichos compuestos ha mostrado tener beneficios para la
salud humana debido a sus caracteristicas, principalmente antioxidantes y nutricionales. Algunas
investigaciones utilizando espectrometria de masas han reportado la presencia de algunos
flavonoides como rutina y quercetina, asi como acido galico en especies de Amaranthus cruentus
(Coelho et al., 2022; Nana et al., 2012). Por otra parte, algunas otras especies como A.
hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus se han aislado glucésidos de kaempferol, algunos
hidroxicinamatos y hidroxicinnamil amidas que se presentan en la Tabla 1 (Steffensen et al.
2011). Sin embargo, no sélo las propiedades antioxidantes y nutricionales son interesantes en
esta familia sino también por su papel en la interaccidon entre las plantas, los organismos
herbivoros y los patégenos. Se ha documentado que los grupos acidos y fendlicos de la familia
de compuestos presentan efectos negativos sobre los insectos, actuando como disuasivos o
incluso presentan una toxicidad frente a insectos no adaptados, generando una mayor tasa de
supervivencia de la familia de plantas. Sin embargo, en Amaranthus se sabe poco sobre los
mecanismos de defensa, ya sean constitutivos o inducibles, que las plantas podrian emplear

para reducir el dafio por insectos (Niveyro et al., 2013).
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Tabla 1. Metabolitos secundarios encontrados en la familia Amaranthaceae empleando
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (Steffensen et al.,

2011).
Metabolito secundario Tipo lon precursor lon producto Modo
(m/z) (m/z)

Rutina Flavonoide 609.5 [M-1] 300.7 Negativo

Isoquercitrina Flavonoide 463.3 [M-1] 3004 Negativo

Nicotiflorina Flavonoide 593.5 [M-1] 284.9 Negativo

Acido 4-hidroxibenzoico Acido 137.2 [M-1] 92.8 Negativo
hidroxibenzoico

Acido salicilico Acido 137.2 [M-1] 92.8 Negativo
hidroxibenzoico

Acido protocatéquico Acido 153.1 [M-1] 109.0 Negativo
hidroxibenzoico

Acido vanilico Acido 167.2 [M-1] 152.0 Negativo
hidroxibenzoico

Acido p-cumérico Acido 163.2 [M-1] 119.2 Negativo
hidroxicianamico

Acido cafeico Acido 179.0 [M-1] 135.0 Negativo
hidroxicinamico

Acido ferulico Acido 193.0 [M-1] 149.0 Negativo
hidroxicinamico

N-trans-Caffeoiltiramina Hidroxicinamil amida 298.0 [M-1] 135.2 Negativo

N-trans-Feruloiltiramina Hidroxicinamil amida 312.1 [M-1] 148.0 Negativo

N-trans-Feruloil-4-O- Hidroxicinamil amida 342.2 [M-1] 190.1 Negativo

metildopamina

Glicinbetaina Betaina 118.5 [M+1] 58.3 Positivo

Trigonelina Betaina 138.2 [M+1] 92.1 Positivo

Otro grupo de compuestos de interés cientifico y econémico en las especies de amaranto

son las betalainas, las cuales son pigmentos que varian en las tonalidades de rojo, violeta y

amarillo, y son exclusivas de plantas del orden Caryophyllales (Polturak y Aharoni, 2018). Las

betalainas derivan de la tirosina y se caracterizan por ser pigmentos nitrogenados y solubles en

agua. Ademas de tener un interesante espectro de propiedades como pigmentos, también

presentan una fuerte actividad antioxidante (Escribano et al., 1998; Kanner et al., 2001).

En funcion de sus caracteristicas estructurales y propiedades de absorcién de la luz, las

betalainas se clasifican generalmente en dos grupos (Polturak y Aharoni, 2018):

1. Betacianinas (rojo-violeta)

2. Betaxantinas (amarillas)
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Las betacianinas se pueden a su vez dividir en subgrupos que incluyen pigmentos de tipo
betanina, gomfrenina, amarantina y buganvilina (Figura 5). Todas las betalainas se basan en un
andamio estructural comun, el acido betalamico, que se condensa con derivados del ciclo-DOPA,
0 con varios aminoacidos y otras aminas, para formar betacianinas o betaxantinas,
respectivamente. Las diferencias estructurales obtenidas tras la condensacion del acido
betalamico con varios compuestos determina la absorcion aparente de los dos subgrupos de
betalainas. Las betacianinas muestran un maximo de absorcion entre los 535-538 nm, mientras
que las betaxantinas suelen mostrar la mayor absorcion en el rango de 460-480 nm, segun la

estructura molecular y el tipo de disolvente (Stintzing y Carle, 2007; Khan y Giridhar, 2015).
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Figura 5. Estructuras representativas de betalainas (Polturak & Aharoni, 2018).
1.9. Metabolédmica y estudios relacionados con el amaranto

El metabolismo juega un papel central en todas las areas de la biologia, desde la ecologia
hasta la bioingenieria y en salud, por ejemplo, enfocada en la busqueda para combatir el cancer.
Cada una de estas areas del conocimiento ahora tienen la posibilidad de examinar el
metaboloma, gracias a los esfuerzos y avances en las areas de la cromatografia, la resonancia
magneética nuclear y la espectrometria de masas. La metabolomica es una disciplina hermana de
las otras disciplinas llamadas “émicas” como la gendmica, transcriptomica y protedmica (Figura
6), la cual se ha definido como el estudio sistematico de las pequefias moléculas de naturaleza

organica (metabolitos) presentes en un sistema biolégico, y su analisis tiene como principal
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objetivo evaluar de forma cualitativa y cuantitativa todos los metabolitos en un organismo
(Hernandez Galicia, 2014).

2.-Transcriptoma

1.- Genoma

3.- Proteoma

Figura 6. Integracion de las disciplinas “Omicas” en una célula (Hernandez Galicia,
2014).

En el caso de la metaboldmica, los datos se generan por medio de tres lineas de

investigacion ya bien definidas y conocidas (Hernandez-Galicia, 2014; Heinrich, 2005):
o Técnicas cromatograficas.
o Espectrometria de masas, no dirigida y dirigida.
o Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (1D o 2D).

Lo mas importante y medular, es que en el uso de la metabolédmica puede no ser
imprescindible aislar metabolitos puros cuando se emplea validacion por fragmentacion
molecular y bases de datos, y con la ayuda de herramientas estadisticas multivariadas que
permite obtener un analisis robusto, preciso y con gran exactitud y veracidad en los resultados.

Lo cual, ofrece un avance tecnoldgico para comprender los sistemas bioldgicos (Heinrich, 2005).
De acuerdo con Jang et al. (2018) la metaboldmica implica tres pasos basicos (Figura 7):

1. Preparacion de la muestra.

2. Medicion del metaboloma.

3. Analisis de datos.
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Figura 7. Pasos indispensables en el analisis metabolémico (Jang et al., 2018).

La cromatografia de liquidos acoplada a un espectrémetro de masas (LC-MS, por sus

siglas en inglés) permite tener la soluciébn a uno de los desafios mas importantes en la

metabolémica que es elucidar los metabolitos presentes en un extracto. La Resonancia

Magnética Nuclear (RMN) por el contrario es menos sensible que LC-MS y aporta un perfil de

sefiales que podrian asignarse a ciertos grupos funcionales de algunas moléculas dentro del

extracto, aportando una mayor informaciéon sobre la estructura. La LC-MS permite validar la

anotacion de metabolitos ya que se puede separar un conjunto de moléculas presentes en un

extracto e ir analizando por el patron de fragmentacion para darle una identidad a cada sefal,

esto es debido a su capacidad incomparable para detectar metabolitos de baja abundancia sin

la interferencia de especies quimicas estrechamente relacionadas o inclusive llegando a resolver

epimeros o hasta compuestos isobaricos con estructuras quimicas similares, como se muestra

en la Figura 8 (Jang et al., 2018).
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Figura 8. (A) Separacion por LC para ingresar al proceso de ionizacion en MS, (B)
Resolucién en MS para distinguir metabolitos similares, (C) LC permite la separacion
de isdmeros o moléculas con similitud de afinidad o estructuras quimicas parecidas,
(D) Experimentos de MS/MS permiten aumentar la selectividad del analisis (Jang et al.,
2018).

En la literatura se encuentran reportados algunos trabajos que abordan el estudio del
amaranto desde una perspectiva metabolémica (e.g. Palmeros-Suarez et al., 2015; Guo et al.,
2018; Rocchetti et al., 2020; Manyelo et al., 2022). El trabajo de Rocchetti et al. (2020) describe
al amaranto entre las variedades mas populares de microvegetales por sus propiedades
nutrimentales, asi como por el contenido de betalainas y polifenoles, responsables del su
coloracién y potencial antioxidante. Los resultados que los autores reportaron fue la presencia
de 316 compuestos, principalmente polifenoles y lipidos, utilizando metabolémica no dirigida por

HPLC-MS con un detector de cuadrupolo con tiempo de vuelo (Q-ToF).

Un segundo estudio reportado por Guo et al. (2018) tuvo como objetivo investigar la
respuesta metabdlica de plantulas de amaranto comestibles bajo condiciones de estrés salino, y
documenté principalmente los metabolitos del ciclo de los acidos tricarboxilicos y la respuesta
ante este tipo de estrés. En general, este estudio aborda una perspectiva metabolémica
totalmente dirigida a determinar y conocer los metabolitos del ciclo de Krebs y como varian su
concentracion en respuesta al estrés. El estudio concluye que la salinidad cambio
significativamente los perfiles metabdlicos en la raiz, los exudados de la raiz y el suelo de la
rizosfera de los cultivares de amaranto. El ciclo de los acidos tricarboxilicos fue regulado al alza
en la raiz, aumenté directamente la liberacion de acido malico y acido fumarico e indirectamente
la liberacién de acido aspartico y acido glutamico posiblemente a través de su precursor, lo que

resultod en la acidificacion de la rizosfera.
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Guo et al. (2018) caracterizaron un total de cinco vias metabdlicas, incluidas la sintesis
de alanina; el aspartato y glutamato; glicina; serina y treonina; ademas el metabolismo de
glioxilato y dicarboxilato; metabolismo del ciclo del &cido tricarboxilico; y metabolismo de arginina
y prolina, demostrando que el ciclo de los acidos tricarboxilicos es regulado positivamente por el

tratamiento de estrés salino en los cultivares de amaranto (Figura 9).
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Figura 9. Visualizacién comparativa de los niveles de metabolitos (Guo et al., 2018).

En un tercer estudio realizado por Nkobole y Prinsloo (2021), los autores utilizaron RMN
y LC-MS para el analisis y comparacion metaboldmica entre especies silvestres y cultivadas de
A. cruentus y A. hybridus, donde investigaron el efecto del cultivo y el medio ambiente en el perfil
quimico. Sin embargo, sus resultados fueron dirigidos en su mayoria hacia metabolitos primarios
como glucosa, maltosa, diferentes aminoacidos y proteinas. Sélo algunos metabolitos
secundarios como la rutina, kaempferol y quercetina fueron incluidos. El estudio determiné que
la maltosa y la sacarosa aumentaron tanto para A. cruentus y A. hybridus, ademas que los
aminoacidos prolina y leucina fueron superiores en A. hybridus, cuando se exponen a
condiciones estresantes, teniendo una correlacion positiva entre la acumulacion de prolina y el
estrés de los amarantos. Los metabolitos secundarios encontrados fueron principalmente los
flavonoides, destacando el kaempferol, el cual es un polifenol antioxidante que aumenta su

concentracion en la planta cuando se somete a condiciones de estrés.
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Manyelo et al. (2022) investigaron el impacto en la composiciéon quimica y la variacion
metabolémica de la cosecha de granos en una fase temprana de la maduracion versus granos
maduros de A. cruentus cultivados en Sudafrica. En ese estudio, se determiné que la
concentracion de a-tocoferol, B-tocotrienol, y-tocotrienol y é-tocotrienol es mayor en los granos
maduros en comparacion con los granos cosechados prematuramente. En el andlisis de los
metabolitos secundarios (rutina, quercetina, kaempferol, acido ferulico, acido galico, acido
cafeico, acido p-cumarico) se observd un incremento drastico en la concentracion de dichos
metabolitos en los granos maduros en comparacién con los prematuros, aunque la composicion
de aminoacidos no se vio afectada por la madurez de la cosecha, concluyendo que el grano

cosechado maduro es de calidad nutricional sobresaliente

Los cuatro estudios mencionados son los Uunicos que abordan una perspectiva
metaboldmica en amaranto. Por otra parte, en la literatura se han reportado trabajos que
presentan cuantificaciones de metabolitos (metabolémica dirigida), generalmente la mayoria se
centra en los polifenoles y betalainas. Actualmente, no se encuentra reportado en la literatura un
trabajo integral en amaranto que explore el metaboloma completo en diferentes estadios del
crecimiento de la planta y tampoco un estudio comparativo del metaboloma entre especies del

género Amaranthus.
1.10. Efectos farmacolégicos reportados para metabolitos presentes en amaranto

El amaranto es una fuente de metabolitos secundarios, principalmente compuestos
fendlicos, betalainas y compuestos de naturaleza terpenoide, los cuales han demostrado tener
beneficios a la salud y han dado lugar a diferentes estudios en la ultima década. Se ha
demostrado que diferentes metabolitos secundarios poseen efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y de promocion a la salud, por estudios in vivo en modelos de murinos y en
estudios in vitro. También se document6 que dichos metabolitos juegan un papel importante en
la salud intestinal, evaluando su eficacia en cultivos de células Caco-2 del epitelio del colon, y en
la prevencion de la inflamacion inducida por obesidad en ratones, demostrando una mejoria ante

procesos inflamatorios generados por obesidad inducida (Tang y Tsao, 2017).

Muchos nutrientes no esenciales, como los compuestos fendlicos y los carotenoides,
tienen diversas actividades beneficiosas para la salud, incluidas propiedades antioxidantes,

antivirales y antiinflamatorias (Dziki et al., 2014). El estrés oxidativo, resultante del desequilibrio
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entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la defensa antioxidante puede

provocar dafo oxidativo (Figura 10).
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Figura 10. Los metabolitos secundarios del amaranto pueden ayudar a restablecer el
equilibrio entre el estrés oxidativo y la defensa antioxidante (Tang & Tsao, 2017).

Las semillas de amaranto son una excelente fuente de antioxidantes. Las actividades
antioxidantes, medidas por diferentes ensayos, han demostrado que el contenido total de
polifenoles esta correlacionado con dicha actividad. De manera similar, existen antioxidantes
lipofilicos tales como los tocoferoles, derivados de la vitamina E y carotenoides que contribuyen

significativamente para reducir las ROS (Tang & Tsao, 2017).

Se ha reportado que estos mismos metabolitos de naturaleza polifendlica pueden ser
reguladores y mediadores de los procesos inflamatorios en el organismo, regulando
negativamente las citocinas IL-1-B, IL-8 y TFN, lo cual previene la inflamacién inducida por la
obesidad (Noratto et al., 2015). Los compuestos bioactivos del amaranto como los flavonoides y
las betalainas han demostrado promover la expresién de la IL-10, una citocina de caracter
antiinflamatoria, y disminuir la acumulacién de citocinas y factores de transcripcion ligados a los

procesos inflamatorios, como se ilustra en la Figura 11.
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Figura 11. Efectos antiinflamatorios de los metabolitos secundarios en el amaranto
(Tang y Tsao, 2017).

Otras de las actividades farmacoldgicas en los metabolitos secundarios presentes en la
familia Amaranthaceae se relacionan con el tratamiento de obesidad y la diabetes. La obesidad
se define como la acumulaciéon anormal o excesiva de grasas que puede ser perjudiciales para
la salud; de acuerdo con la OMS, para que una persona sea considerada con sobrepeso debe
tener un indice de Masa Corporal (IMC) igual o por encima de 25 y con obesidad igual o superior
a 30. La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. El efecto
de la diabetes no controlada es la hiperglucemia lo que se traduce en el aumento de glucosa en

la sangre, generando un trastorno metabdlico drastico en el organismo (OMS, 2019).

Las enzimas glucosidasas Yy las lipasas pancreaticas son enzimas importantes para la
digestion de carbohidratos complejos y la absorcion de lipidos después de descomponer
triglicéridos. La inhibicién de estas dos enzimas por los alimentos bioactivos sugiere beneficios
potenciales en el control de la glucosa en sangre y el peso. Los compuestos fendlicos han
demostrado tener una fuerte actividad inhibitoria para dichas enzimas (Tang et al., 2016). Las
semillas del amaranto pueden actuar como un agente protector moderado contra la obesidad
inducida por la fructuosa y la diabetes (Pasko et al., 2011). El grano de amaranto y su fraccion
de aceite disminuyeron significativamente la glucosa en suero y aumentaron el nivel de insulina

en suero de ratas diabéticas, por tanto, las semillas de amaranto ofrecen beneficios para corregir
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la hiperglucemia, sin embargo, los componentes quimicos de los extractos del amaranto no se
han identificado claramente, por lo cual existe una laguna en dicho segmento de la investigacion

que plantea abordarse en el presente trabajo.

Los antecedentes presentados en este capitulo permiten establecer que el género
Amaranthus ha sido histéricamente subvalorado, en especifico, en términos de su
aprovechamiento farmacolégico, a pesar de su reconocida importancia nutricional y cultural.
Dentro del género, Amaranthus cruentus es una especie que sobresale por sus intensas
coloraciones rojo-violeta tanto en sus inflorescencias como en sus hojas, cuya elucidacion
quimica no ha sido completamente caracterizada. Aunque se ha documentado la presencia de
betalainas como pigmentos principales en algunas especies del género, la distribucion
especifica, abundancia y funcion biologica de estos compuestos en hojas e inflorescencias de A.
cruentus siguen siendo poco explorada y reportada en la literatura. Adicionalmente, las
betalainas y los polifenoles, no sélo cumplen funciones ecoldgicas, sino que también poseen un
creciente interés farmacoldgico por sus propiedades antioxidantes, antihipertensivas y
antidiabéticas. Esta combinacion de vacios de conocimiento en la literatura y su potencial
farmacoldgico, justifica debidamente la necesidad de estudiar el metaboloma de A. cruentus, asi
como su correlacion con actividades farmacolégicas en modelos experimentales de

enfermedades metabdlicas.
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JUSTIFICACION

El amaranto ha sido un alimento cultivado desde tiempos prehispanicos, destacandose
por su alto valor nutricional, principalmente en su composicion de proteinas con altos niveles en
lisina, y minerales, en comparacion con cultivos como el maiz y el sorgo. Ademas, existe
evidencia que el centro de domesticacion de dos de tres especies llamadas “de grano de
Amaranthus” fue en Mesoameérica, y tenia gran importancia en la cosmovision del imperio azteca.
Actualmente, Amaranthus hypochondriacus es la especie con mayor impacto comercial en
México, debido a su alta produccion de grano, que se utiliza de manera artesanal para fabricar
“alegrias”, que son dulces tipicos, y las hojas del amaranto que son utilizadas como “quelites” en

diferentes platillos gastronémicos.

De las especies de amaranto con mayor impacto comercial, principalmente por su
produccién de grano a nivel mundial, son A. hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus, este
ultimo, tiene escasa atencion cientifica, en donde la investigacion se ha centrado principalmente
en sus propiedades nutricionales. Sin embargo, A. cruentus es una de las especies mas
fascinantes en cuanto a tonalidades de sus inflorescencias y hojas, presenta coloraciones desde
tonalidades naranjas, rojas y moradas, y hasta la fecha se conoce poco sobre la naturaleza

fitoquimica que dé lugar a estos fenotipos y la variacion metabolémica entre los mismos.

Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo principal, comprender el metaboloma de una
accesion de amaranto rojo (A. cruentus), tanto en hojas e inflorescencias, las cuales son de gran
interés debido a sus efectos potencialmente benéficos en la salud en procesos como la
inflamacion, diabetes, hipertensién, obesidad y estrés oxidativo celular. Finalmente, entender el
metaboloma de esta accesion y su relacién con sus propiedades farmacolégicas permitira
elucidar esta relaciéon metaboloma/farmacodinamica, contribuyendo asi a su potencial uso

terapéutico y promoviendo su valor como super alimento.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cuales son los grupos de fitoquimicos que se encargan de dar la coloracién roja en A.

cruentus?

2. ;Son los extractos organicos de A. cruentus potencialmente activos frente a modelos

farmacoldgicos antidiabéticos y antihipertensivos?

3. Si presentan actividad biolégica en modelos de diabetes e hipertensién, ;Cuales son los
grupos de fitoquimicos que pudieran estar relacionados con el potencial antidiabético y

antihipertensivo?

4. ;Cual seria la aproximacion farmacodinamica al efecto farmacolégico de los extractos

activos de Amaranthus cruentus?

HIPOTESIS

Con base en la literatura, se ha reportado que la coloracion roja de Amaranthus cruentus podria
estar asociada a una elevada concentracion de betalainas y compuestos fendlicos, metabolitos
con reconocida actividad antioxidante. Las betalainas y los polifenoles presentes en el género
Amaranthus, podrian contribuir a efectos farmacoldgicos en modelos de diabetes e hipertension.
Por tanto, la caracterizacion cualitativa y cuantitativa del metaboloma de A. cruentus permitira
identificar fitoquimicos con estructuras quimicas privilegiadas que fundamenten dichas

actividades farmacolégicas (antihipertensivas y antidiabéticas) en estudio.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el metaboloma de las inflorescencias y hojas de Amaranthus cruentus y analizar su

posible relacion con la actividad antihipertensiva y antidiabética.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer, optimizar y validar las condiciones cromatograficas y espectrométricas para

determinar el perfil metabolémico en hojas e inflorescencias de amaranto.
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2. Desarrollar, optimizar y validar las condiciones de extraccion para los diferentes

metabolitos presentes en las hojas e inflorescencias de amaranto.
3. Determinar el metaboloma de Amaranthus cruentus (amaranto rojo).

4. Evaluacion de la actividad farmacoldgica en modelos de diabetes e hipertension de los

extractos de amaranto rojo.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La primera fase de la estrategia experimental fue obtener el tejido vegetal, la cual estuvo
a cargo del Dr. Andrés Xingu Lopez, postdoctorante en el grupo del Dr. Sergio Rubén Peraza
Sanchez de la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, el cual
se cultivd en sustrato y ambiente controlados en invernaderos y en cielo abierto. Las hojas e
inflorescencias colectadas en los invernaderos del CICY se almacenaron a -80 °C hasta el dia
de su analisis. Las metodologias para la obtencion de los extractos organicos, determinacion del
metaboloma y efectos farmacoldgicos y la aproximacion farmacodinamica se encuentren
descritas en los capitulos II, Il y IV de la presente tesis. En la Figura 12 se presenta la estrategia

experimental general para responder nuestras preguntas de investigacion:

¢Cudles son el grupo o grupos de Son los extractos organicos de A. cruentus potencialmente acnvos frente a modelos ¢Cudl seria la aproximacion
fitoquimicos que se encargan de dar la farmacolégicos y p farmacodinémica al efecto
coloracion roja en A. cruentus? farmacoldgico de los extractos activos
Sip actividad b en delos de diab: e hipertension, ;Cuéles son de Amaranthus cruentus?
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Figura 12. Estrategia experimental implementada en la presente tesis para la determinacién del
metaboloma, efecto in vitro e in vivo en un modelo farmacologico antidiabético, vasorelajante y
aproximacion farmacodinamica in silico
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BREVE RESUMEN DE LOS CAPIiTULOS

Esta seccion contiene un resumen de los capitulos incluidos en esta tesis, organizados y

asociados de acuerdo con los objetivos especificos:

El capitulo Il se centré en un grupo del metaboloma, las betalainas, compuestos de gran
interés biotecnoldgico por ser pigmentos naturales, que, hasta la fecha, son poco exploradas. En
la literatura, la informacién es poca y difusa, por ello, este capitulo tiene el objetivo de establecer
el proceso global analitico para identificar al grupo de las betalainas (betacianinas y

betaxantinas).

El capitulo Il se asocia a los objetivos especificos: 1) establecer, optimizar y validar las
condiciones cromatograficas y espectrométricas para determinar el perfil metabolémico en hojas
e inflorescencias, y 2) desarrollar, optimizar y validar las condiciones de extraccion para los
diferentes metabolitos presentes en las hojas e inflorescencias. El capitulo Il detalla el método
cromatografico y espectrométrico para el analisis de betalainas, donde se abordé una
metodologia denominada dispersion de la matriz en fase solida (Matrix Solid-phase dispersion.
MSPD, por sus siglas en inglés), la cual, es una técnica ampliamente utilizada en la preparacion
de muestras para la extraccion de constituyentes quimicos de frutas y plantas. Es una técnica de
preparacion de la muestra de vanguardia y en tendencia, ya que permite una extraccion selectiva
y particion de los metabolitos de interés contenidos en la matriz (tejido vegetal). Con la finalidad
de ampliar el catalogo de betalainas existente en la literatura, se decidié validar la metodologia
utilizando muestras de betabel rojo (Beta vulgaris) y pitaya morada (Hylocereus costaricensis),
identificandose un total de 86 betalainas (31 betacianinas, 36 derivados de betacianinas y 19
betaxantinas), superando el nimero de analitos reportados en la literatura, finalmente se integro
una base de datos compuesta por 140 betalainas (112 betacianinas y 28 betaxantinas). Esté

capitulo fue publicado como articulo original en la revista Molecules en el afio 2024.

El capitulo Il detalla el perfil de betalainas presentes en nuestra accesion de estudio que
hemos nombrado “amaranto rojo” (Amaranthus cruentus L.), aislada en Valladolid, Yucatan. Con
este capitulo se cubrié parte del objetivo especifico 3) determinar el metaboloma del amaranto
rojo, reportando 43 betalainas que hasta la fecha no se habian documentado en la literatura. En
este capitulo se aplico la metodologia detallada en el capitulo Il para la exploracion del perfil de
betalainas. Esté capitulo fue publicado como articulo original en la revista Journal of Mexican

Chemical Society en el afio 2023.
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El capitulo IV detalla el cribado farmacolégico y el perfil fitoquimico del amaranto rojo
(Amaranthus cruentus L.), donde se presenta evidencia cientifica (ensayos in vitro y modelos
murinos in vivo y ex vivo) que describe al “amaranto rojo” como un alimento funcional por poseer
fitoquimicos bioactivos. En este capitulo se amplio el metaboloma del amaranto rojo integrando
el perfil de flavonoides, acidos organicos y acidos cinamicos, completando el objetivo especifico
dos de la tesis. Ademas, se logré el objetivo especifico 5) evaluacion de la actividad
farmacologica en modelos de diabetes e hipertension del amaranto rojo, complementando
nuestra evaluacion farmacolégica con una aproximacion farmacodinamica in silico, con las
enzimas claves de los modelos mencionados. Esté capitulo fue publicado como articulo original

en la revista Journal Molecules en el afio 2024.

Finalmente, en el capitulo V se integran la discusion general, conclusiones y perspectivas

de la tesis.
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CAPITULOII

ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION IN SILICO POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS Y EL ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS ACOPLADA
CON ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (LC-MS/MS) PARA LA
DETERMINACION DEL PERFIL BETALAMICO: IDENTIFICACION DE
BETALAINAS EN PITAYA ROJA

2.1. Resumen

Las betalainas, pigmentos naturales derivados de la tirosina, contienen nitrégeno y
son solubles en agua. Se clasifican en dos grupos principales: betaxantinas (amarillas) y
betacianinas (rojas). Las betalainas presentan propiedades fisicoquimicas favorables,
como solubilidad en agua y estabilidad en diferentes intervalos de pH, lo que las hace
atractivas para la industria alimentaria. Para facilitar la identificacion de betalainas y ampliar
el conocimiento sobre fuentes naturales de estos pigmentos, se desarrolld un catalogo con
140 betalainas conocidas (112 betacianinas y 28 betaxantinas). Se utilizé el software
MassFrontier para generar picos fragmentados y determinar las estructuras quimicas y los
iones precursores protonados de cada betalaina. Los analisis de MS/MS y MS de betanina,
el extracto de remolacha y el extracto de pitaya roja permitieron establecer una huella
dactilar (fingerprint) distintiva de las betalainas, el cual es escaso en literatura y cuyo
analisis era importante para establecer los estandares comparativos a ser utilizados en
estudios de betalainas de cualquier otro grupo de plantas, revelando iones caracteristicos
de betacianinas, y derivados de betacianinas y betaxantinas. Ademas, se propuso un
método analitico por UHPLC-MS/MS con analizador Orbitrap, que permite la identificacion
de betalainas con alta resolucion espectrométrica. La preparacion de muestras se realizd
mediante dispersion de matriz en fase sdlida (MSPD), brindando una plataforma analitica
robusta para el analisis de extractos naturales. Se determinaron 86 betalainas (31
betacianinas, 36 derivados de betacianinas y 19 betaxantinas) en pitaya roja. Un hallazgo
clave fue la identificacion de un ion distintivo con m/z 211.07 en las betaxantinas.
Finalmente, se detectaron cuatro betalainas desconocidas que presentaban la huella
dactilar de betalainas, aunque se requiere mas investigacion para revelar su estructura
completa. En conjunto, consideramos que el uso continuo de la huella dactilar de las
betalainas ayudara a aumentar su identificacion en estudios enfocados en revelar la funcion
bioldgica de las betalainas o en el desarrollo de tecnologias basadas en estos colorantes

naturales.

33



CAPITULO I

2.2. Introduccion

Las betalainas son pigmentos naturales solubles en agua que contienen nitrégeno
y poseen interesantes propiedades de absorcion y emision; estas contienen dobles enlaces
conjugados y al menos un nitrogeno heterociclico. Los estudios sobre las propiedades de
las betalainas han revelado que, ademas de sus propiedades espectroscopicas y
fluorescentes, las betalainas tiene funciones ecoldgicas debido a que son esenciales para
atraer polinizadores y dispersores al proporcionar color a los tejidos vegetales; contribuyen
a la tolerancia a la sequia y al estrés luminico excesivo (Jain & Gould, 2015; Khan y Giridhar,
2015); adicionalmente, presentan actividades farmacoldgicas destacables, tales como
antiinflamatorias, antioxidantes, antihipertensivas, antidiabéticas e inmunomoduladoras, asi
como por sus propiedades quimioprotectoras contra el cancer (Miguel, 2018; Araujo-Ledn
et al., 2024a). Las betalainas también se han utilizado como pigmento alimentario natural,
lo cual ha sido aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EUA (FDA)
y por el Estandar Nacional de Seguridad Alimentaria en China (National Food Safety
Standard Use for Food Additive, GB2760-2011) (USDA Foreign Agricultural Service, 2013).
La industria alimenticia y biotecnoldgica desde hace mas de 20 afios ha buscado nuevos
pigmentos, con la finalidad de reemplazar los colorantes sintéticos por naturales, debido a
la constante demanda de la sociedad por productos naturales y amigables a la salud
(Fernandez-Lopez et al., 2013). En enero de 2025 la FDA revoco la autorizacion del
colorante FD&C Rojo No. 3 (eritrosina) en alimentos y medicamentos, debido a estudios
realizados en roedores, donde se observo el desarrollo de cancer a dosis altas (FDA, 2025).
Con base en esto, los pigmentos naturales surgen como una alternativa con menor riesgo

para la salud.

Se ha documentado que existen betalainas especificas derivado de las fuentes de
donde se extrajeron (Polturak y Aharoni, 2018), esto sugiere que los métodos analiticos
desempefan un papel crucial para su identificacion selectiva. Las betalainas se han
denominado cromo-alcaloides vacuolares solubles en agua (Gongalves et al., 2012); a
diferencia de los carotenoides, las clorofilas y las antocianinas que estan omnipresentes en
el reino vegetal, las betalainas se encuentran restringidas en su mayoria en el orden
Caryophyllales, sélo dos familias del orden Caryophyllales producen antocianinas:
Caryophyllaceae y Molluginaceae (Stafford 1994; Strack et al., 2003). Estudios bioquimicos,
genéticos y evolutivos han revelado que la produccién especifica de betalainas en el orden

Caryophyllales radica en la conservacion y eventos de duplicacion de los genes que
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codifican enzimas en la via biosintética de las betalainas (Timoneda et al., 2019); también
se han documentado betalainas en hongos del género Amanita y la bacteria
Gluconacetobacter diazotrophicus (Contreras-Llano et al., 2019; Stintzing & Schliemann,
2007; Stafford, 1994)

Las betalainas se clasifican en dos categorias: betacianinas (rojo-violeta) y
betaxantinas (amarillo-naranja) (Figura 13). En las plantas, durante la biosintesis de las
betalainas, el acido betalamico se condensa con ciclo-DOPA o con ciclo-DOPA glicosilado.
Los grupos de azucar pueden ser acilados con acidos organicos aromaticos, como los
acidos ferulico, p-cumarico, cafeico, sinapico y maldnico, para evitar la degradacion de las
betalainas por B-glucosidasas. Las betaxantinas resultan de la condensacion del acido
betalamico con un grupo imino o amino de aminoacidos (Figura 14). La diversidad quimica
de las betalainas aumenta debido a la epimerizacion en el centro quiral C-15 (Stintzing et
al., 2004).
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Figura 13. Esqueleto base de: (A) betacianinas y (B) betaxantinas.
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Figura 14. Ruta biosintética de betalainas ( Polturak y Aharoni, 2018).

Las betalainas, como se ha dicho, se producen a partir de un precursor de un
aminoacido aromatico (L-tirosina), este precursor ha sido poco estudiado en el papel de la
biosintesis de las betalainas, la L-tirosina es necesaria para la biosintesis de proteinas en
todas las células vivas y también sirve como precursor de una amplia gama de productos
naturales de plantas, que incluye plastoquinonas, tocoferoles, acido rosmarinico, alcaloides
de isoquinolina, catecolaminas y betalainas. La tirosina se sintetiza a partir del acido
prefénico, el subproducto de la ruta del acido shikimico. Se ha estudiado que la limitada
concentracién de tirosina puede explicar las diferencias entre las producciones de
betaxantinas (amarillas) y betacianinas (rojas); esto fue estudiado en dos variedades de
Beta vulgaris: remolacha roja y amarilla. Se encontré que la remolacha roja tiene un
conjunto completo de genes biosintéticos de betalainas (Figura 15A) y que las remolachas
amarillas son homocigoéticas recesivas en el alelo R que codifica CYP76AD1, que es
responsable de la oxidacion del L-DOPA a ciclo-DOPA vy, por lo tanto, deficiente en
betacianinas rojas (Figura 15B). Ademas, recientemente se descubrié que CYP76AD1 es
una enzima bifuncional y también desempefa el papel principal en la reaccion de la
hidroxilacion de tirosina a L-DOPA. Este estudio determind que las remolachas amarillas
no soélo son defectuosas en la oxidacion del L-DOPA, sino que también reducen
sustancialmente la oxidacion de tirosina a L-DOPA, que es el paso comprometido de la
biosintesis de betalainas y, por lo tanto, determina los niveles generales de pigmentos de
betalainas (Wang et al., 2017).
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Figura 15. Modelo propuesto de biosintesis de tirosina y betalaina en: A)
remolacha roja y B) remolacha amarilla (Wang et al., 2017).

La degradacién de las betalainas o sus derivados implica descarboxilacién mediante

la eliminacion de grupos carboxilo y deshidrogenacion oxidativa. Se ha sefialado que varios

factores impactan la estabilidad de las betalainas, lo que provoca efectos perjudiciales

sobre el pigmento. Estas causas incluyen la temperatura de almacenamiento de los

alimentos, el pH y la luz, entre otras, las cuales han sido ampliamente revisadas por

Sadowska-Bartosz y Bartosz (2021). La descarboxilacion de betanina puede conducir a la

formacion de 17-descarboxibetanina, mientras que la deshidrogenacion de betanina

provoca la formacion de neobetanina. La descarboxilacion y deshidrogenacion de betanina

también ocurre al mismo tiempo, por ejemplo, 2,17-bidecarboxi-2,3-deshidro-neobetanina

(Figura 16); estas modificaciones a la estructura base permiten conjuntamente generar

diferentes espectros de colores.
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Figura 16. Derivados quimicos de betanina producidos por (1) descarboxilacion
y (2) deshidrogenacion (Xie & Chen, 2021).

La fuente vegetal mas estudiada y comunmente conocida de betalainas pertenece
a la familia Amaranthaceae, en especifico, a la especie Beta vulgaris, que es comunmente
conocida como remolacha o betabel, la cual posee un color rojo intenso, de donde se aislo
por primera vez la betanina (Gengatharan et al., 2015). Sadowska-Bartosz & Bartosz (2021)
indican que las plantas comestibles del orden Caryophyllales que producen betalainas

incluyen:

Raices: Beta vulgaris (betabel/remolacha).
e Tubérculos: Ullucus tuberosus Caldas (ulluco o papalisa).
e Hojas: B. vulgaris ssp. cicla (acelga).

e Granos y vegetales de amaranto: Amaranthus cruentus, A. caudatus, A. hybridus'y

A. tricolor.
o Frutas de los géneros: Opuntia, Eulychnia 'y Selenicereus (Hylocereus).

En los frutos del género Selenicereus existen tres colores diferentes asociados con
betalainas (Le Bellec et al., 2006; Ortiz-Hernandez et al., 2012):

1. Frutas con piel roja y pulpa blanca (Selenicereus undatus (Haw.) D.R.Hunt).
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2. Frutas con piel roja y pulpa roja (S. costaricensis (F.A.C.Weber) S.Arias &

N.Korotkova y S. monacanthus (Lem.) D.R.Hunt).

3. Frutas con piel rosada y pulpa blanca o piel amarilla y pulpa blanca (S. megalanthus

(K.Schum. ex Vaupel) Moran).

Entre estas especies, S. undatus es la mas ampliamente distribuida y cultivada en
el mundo, incluyendo paises como Vietnam, China, Indonesia, Estados Unidos y México,
entre otros. En Selenicereus spp., al igual que en otras Caryophyllales, ante la falta de
estandares analiticos para la determinacion de betalainas se ha recurrido a la sintesis
quimica de estos compuestos, su purificacion y separacion, para elucidar sus actividades
bioldgicas (Cai et al., 2005; Cruz et al., 2024; Escribano et al., 2017; Esteves et al., 2022;
Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021; Minh Thu et al., 2019; Strack et al., 2003; Tuwalska et al.,
2014; Wybraniec & Stalica, 2016; Xu et al., 2024).

Se han documentado diversas actividades bioldgicas de las betalainas en
Selenicereus spp.: actividad antioxidante (Vaillant et al., 2005; Cunha et al., 2018;
Rodrigues Vieira et al., 2024), estabilidad térmica de las betacianinas en jugo (Herbach et
al., 2004; Wybraniec & Mizrahi, 2005; Wybraniec et al., 2006; Wong & Siow, 2015),
estabilidad de las betalainas tanto en su forma pura como en polvos de cascara de pitaya
secados por aspersion (Ee et al., 2014; Herbach et al., 2005; Gengatharan et al., 2015),
actividad antibacteriana (Nurmahani et al., 2012; Yong et al., 2018; Zambrano et al., 2019)
y actividad antiviral, particularmente contra el virus de la influenza A (IAV) en células A549
(Lim et al., 2024). Dado que multiples betalainas pueden coexistir dentro de una misma
especie, como ocurre en otras plantas de Caryophyllales, la identificacion y caracterizacion
de estas moléculas requiere de una cobertura metodoldgica analitica selectiva, que permita
evaluar de manera precisa la influencia del amplio espectro de betalainas presentes (Butera
et al., 2002; Mosshammer et al., 2007).

La caracterizacion estructural y la investigacion de las betalainas mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o espectrometria de masas (MS) no solo
proporcionan oportunidades para comprender la biologia de estos pigmentos, sino que
también permiten distinguir betalainas aun no identificadas. La HRMS puede definirse como
un analizador de masas en el que el poder de resolucion de masas es superior a 10,000, lo
que permite que los datos produzcan mediciones de masas de alta precision (Aydogan,

2020). En este trabajo utilizaremos un analizador de trampa de iones orbitrante, el Orbitrap,
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el cual, a diferencia de analizadores simples, permite diferenciar las interferencias
isobaricas en la matriz y poder aislar los iones objetivos debido al alto poder de resolucion
de las masas. Ademas, es posible predecir la férmula quimica de cada ion, aumentando la
potencia del analisis. La formula quimica, se puede derivar del ion precursor y su patron
isotopico; posteriormente, la estructura del compuesto candidato puede verificarse segun
los fragmentos obtenidos mediante los experimentos MS/MS. Para garantizar una
identificacion fiable de los compuestos, los resultados de la MS deben cumplir dos conjuntos
de criterios internacionales, es decir, la Decision de la Comision 2002/657/EC vy la iniciativa
de estandares de metabolémica (MSI). En primer lugar, es necesaria una alta precision de
la masa (error de masa inferior a 5 ppm) de los iones precursores y su ion producto para
identificar un compuesto (European Commision, 2002; Schymanski et al., 2014). Ademas,
el nivel 2 de identificacién de MSI requiere que los espectros de las estructuras probables
coincidan sin ambigliedades con la literatura y/o los fragmentos de MS/MS de diagndstico
y la informacion del compuesto original. Finalmente, cuando la HRMS es combinada con
una técnica rapida y eficiente como MSPD es posible el aislamiento de fracciones mas
puras de betalainas a partir de tejido vegetal. Esta técnica se basa en la homogeneizacion
del tejido vegetal con un adsorbente (generalmente suele ser C18) para provocar la
disrupcion celular y con ello poder extraer los metabolitos al adsorbente, y con ello iniciar el

proceso de particion para la purificacion de las fracciones (Jin et al., 2019).

Para enriquecer el catalogo de betalainas que existe en la literatura, se requiere
comprender la biologia de las especies productoras de betalainas, por ejemplo, el
fraccionamiento preparativo de betalainas extraidas de Phytolacca americana L. ha llevado
al descubrimiento de nuevas caracteristicas estructurales de (15S)-betanina y (15R)-
isobetanina, lo que ha contribuido a la expansion del catalogo de betalainas a 17
compuestos (Jerz et al., 2008; Minh et al., 2019). Este catalogo se ha ampliado aun mas
gracias a la combinacion de cromatografia liquida (LC) con espectrometria de masas (MS),
debido a los tiempos de retencién distintos entre los epimeros de betalainas durante el
analisis cromatografico, lo que ha permitido diferenciarlos con mayor selectividad. Aunque
se han identificado candidatos a betalainas en los cinco niveles de confianza propuestos
para la identificacion de metabolitos (Sumner et al., 2007; Viant et al., 2017), la mayoria se
ha determinado en el nivel 4, basandose en la férmula molecular, la determinacion del
estado de carga, la identificacion de iones aductos, la distribucién de abundancia isotdpica
y la absorcion en UV-Vis (Von Elbe, 2001; Xie & Chen, 2021; Araujo-Ledn et al., 2023b).
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Hasta la fecha, el catélogo de betalainas ha crecido significativamente, incluyendo:

e 22 betalainas (15 betaxantinas y 7 betacianinas) en betabel (Beta vulgaris) (Slatnar
et al., 2015).

e 24 betalainas (18 betaxantinas y 6 betacianinas) en 10 cultivares mexicanos de

nopal tunero (Opuntia spp.) (Castellanos-Santiago et al., 2008).

o 28 betalainas (19 betaxantinas y 9 betacianinas) en acelga suiza (Beta vulgaris ssp.
cicla) (Kugler et al., 2004).

e 43 betalainas (30 betaxantinas y 13 betacianinas) en amaranto (Amaranthus

cruentus) (Araujo-Leon et al., 2023b).

e 48 betalainas (22 betaxantinas y 26 betacianinas) en tres cultivares de betabel (Beta

vulgaris) (Kusznierewicz et al., 2021).

e 68 betalainas (34 betaxantinas y 34 betacianinas) en Djulis (Chenopodium
formosanum Koidz) (Xie & Chen, 2021).

e 146 betacianinas, la mayoria con un peso molecular superior a 1,000 Da, en

Bougainvillea glabra Choisy (Wybraniec et al., 2010).

Debido a que algunas betacianinas son especificas de ciertas especies, el numero
total de betacianinas identificadas en diversas fuentes botanicas supera las 200, lo que
evidencia la gran diversidad estructural de estos pigmentos naturales (Wybraniec et al.,
2010; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021).

Este capitulo tiene como objetivo examinar la huella dactilar de las betalainas en
muestras compatibles con espectrometria de masas mediante la preparacién de muestras
basada en dispersion en fase solida de matriz (MSPD, por sus siglas en inglés), analisis por
LC-MS/MS vy la interpretacion de espectros con la ayuda de bibliotecas espectrales in silico

de betalainas.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Reactivos quimicos

Se us6 como disolventes para la fase moévil en el HPLC metanol (MeOH), agua (H20)
y acido férmico, todos de grado espectrométrico (99.99%). Debido a la falta de un estandar
analitico, utilizamos el extracto estandarizado por Sigma-Aldrich de remolacha (Beta
vulgaris) que se proporciona disuelto en dextrina. Como adsorbente de extracciéon
utilizamos C18 con un tamafo de particula de 10 um y cartuchos de extraccion en fase
solida de 1,000 mg de C18.

2.3.2. Material vegetal

Para comenzar con la puesta a punto del método analitico y el método por HPLC-
MS, utilizamos dos extractos preparados en el laboratorio: uno de “remolacha roja” (Beta
vulgaris) y otro de pitaya roja (Hylocereus costaricensis (F.A.C. Weber) Britton & Rose).
Los materiales vegetales se prepararon con un molino electronico para extraer el jugo (la
fibra fue desechada). Se colectaron 50 mL de jugo de cada uno de ellos. Inmediatamente,
se congelaron con N liquido y se almacenaron a -80 °C. Posteriormente, se liofilizaron a
-55 °C y 0.1 mmHg durante 72 h. El extracto liofilizado se almacend en un recipiente ambar

para prevenir la fotodegradacion y se almacené a -20 °C, hasta el dia de su analisis.

2.3.3. Extraccion por MSPD (Matrix Solid-phase Dispersion)

Para el proceso de MSPD, se tomaron 100 mg tanto del jugo liofilizado
(remolacha/betabel o pitaya) o tejido vegetal de amaranto y se mezclaron de manera
independiente en un mortero con pistilo con 400 mg de adsorbente BondElut C18 con un
tamafio de particula de 40 um, hasta obtener un sdlido uniforme. La mezcla obtenida se
transfirid cuantitativamente a un cartucho de extraccion en fase sélida, el cual se coloco en
un sistema Visciprep con un vacio de aproximadamente -20 mmHg, que generd6 un caudal
de aproximadamente 1 mL/min. La primera elucién se realizé con H,O, pasando a través
del cartucho un volumen de 9 mL, los cuales se colectaron en un matraz Erlenmeyer. Una
vez finalizada esta etapa, se comenzd con la segunda elucidon con una mezcla de
MeOH:H-0 (1:1, v/v) y se paso a través del cartucho un volumen de 9 mL, que, de igual
forma, se colectaron en otro matraz Erlenmeyer para, finalmente, realizar el mismo
procedimiento con MeOH al 100%. La fraccion acuosa se congel6 a -80 °C vy se liofilizo. A

la segunda fraccion (MeOH:H20) se le evaporé el MeOH con un evaporador de centrifuga
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con vacio a 40 °C durante 60 min, posteriormente el agua residual se congelé a -80 °C y se
liofilizé. La tercera fraccion (MeOH) se evapor6 hasta sequedad y se almacené a -20 °C
para futuros estudios metaboldomicos en la busqueda de moléculas como flavonoides o

acidos organicos.

2.3.4. Anadlisis e identificacion de betalainas utilizando UHPLC_UV-Vis-MS/MS
Orbitrap

Las muestras liofilizadas de cada una de las fracciones se resuspendieron en 600
uL de H20 acidificada al 1% con acido féormico y se colocaron en viales ambar para
cromatografia grado HPLC-MS con septo. El sistema UHPLC tomé de manera automatica
una alicuota de 20 uL de muestra y se inyecto al sistema. Todas las muestras se analizaron
en un equipo UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific), el cual tiene una bomba
cuaternaria, un auto muestreador, un compartimiento de horno para columna y un modulo
de detector de UV-Vis. El proceso cromatografico se llevé a cabo con una columna de C18
Hypersil Gold de 100 mm x 2.1 mm y un tamafo de particula de 1.9 um, a 45 °C. El sistema
de elucion consistié en un gradiente con H20 (A) y MeOH (B), ambos disolventes fueron
acidificados al 0.1% con acido férmico con un caudal de 0.3 mL/min. Las condiciones del
gradiente fueron las siguientes: 0-2 min se mantuvo el sistema con una proporcién de 95%
A, posteriormente de 2-18 min la linea B tuvo un incremento del 5% al 100%. El tiempo total

del analisis fue de 40 min y se colectaron los datos espectrofotométricos a 480 y 540 nm.

El espectrometro de masas utilizado fue un Velos Pro — Orbitrap (Thermo Scientific),
utilizando una fuente de ionizaciéon ESI en modo positivo. Las condiciones de la fuente
fueron las siguientes: el voltaje del cono fue de 4.5 kV, la temperatura del capilar a 300 °C,
la temperatura del revestimiento a 180 °C y el gas de revestimiento (sheat gas en inglés) a
40 unidades arbitrarias y el gas auxiliar a 15 unidades arbitrarias. La HRMS se obtuvo
mediante dos experimentos, el primero fue una coleccién de los iones totales (MS1) en un
intervalo de masa de 100 a 1,000 umas o Da, con una resolucion de 60,000, y el segundo
experimento fue una adquisicién de datos dependientes con una colision en HCD a 50 eV

para obtener espectros MS2.
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2.3.5. Generacion de la biblioteca de fragmentacion In silico basada en
MassFrontier

Las estructuras quimicas conocidas de betalainas fueron dibujadas utilizando
ChemDraw Professional 16.0, siguiendo las directrices de la American Chemical Society
(ACS-1996) (Esteves et al., 2022; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021; Xie et al., 2021).
Posteriormente, estas estructuras fueron ingresadas en el Editor de Estructuras del
software MassFrontier 7.0 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para su analisis. Se
especificé la carga con el fin de generar las masas precursoras [M+H]" y los iones fragmento
de forma in silico. Para ello, se emplearon las bibliotecas HighChem ESI Pos 2008 y
HighChem Fragmentation Libraries. Los parametros de fragmentacién fueron configurados
en modo estérico Optimo, permitiendo reacciones de resonancia para la comparticion de
electrones, la estabilizacion de carga y la isomerizacion de radicales. Finalmente, los picos
de fragmentacion y las masas precursoras obtenidas se encuentran en el material

suplementario del trabajo reportado por Araujo-Leén et al., 2024b.

2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Diseno de la libreria in silico de betalainas utilizando el software
MassFrontier

Con la finalidad de entender la diversidad de las betalainas, generamos una
biblioteca de espectros a partir de los iones precursores. Se inicié realizando un analisis de
todas las betalainas reportadas (Esteves et al., 2022; Xie & Chen, 2021; Wybraniec et al.,
2010; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021) y luego creamos estructuras quimicas y masas
precursoras, a las cuales se les realizé su fragmentacion in silico utilizando el software
MassFrontier 7.0 (Kind & Fiehn, 2010). En la base de datos se identificaron 140 betalainas,
que pueden agruparse en betacianinas y betaxantinas (Figura 17). Nuestra base de datos
contiene 112 betacianinas y 28 betaxantinas, lo que corresponde al 80 y 20%,
respectivamente. Posteriormente, cuando las betacianinas se clasificaron en sus diferentes
tipos, de acuerdo a lo reportado por Xie & Chen (2021) y Kumorkiewicz-dJamro et al. (2021),
se observo que el grupo mas amplio fue de tipo betanina, representando el 39.4% del total
de betacianinas, seguida por los tipos amarantina, melocactina, apiocactina, gomfrenina y
glabranina. En cuanto a las clases de betaxantinas, segun lo informado por Esteves et al.
(2022), la clase predominante fue la de tipo hidrofébico con un 39.3%, seguida de casos

especiales que incluyen a las betaxantinas de acido y-aminobutirico-bx, dopamina-bx, L-
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DOPA-bx, tiramina-bx, 3-metoxi-tiramina-bx, 5-hidroxinorvalina-bx, sulféxido de metionina-

bx, seguidas por betaxantinas con carga positiva, sin carga y con carga negativa.

[ 28 Betaxantinas
H 112 Betacianinas

Total=140

c

W 44 de tipo Betanina

Il 18 de tipo Amarantina
B 13 de tipo Melocactina
[E 12 de tipo Apiocactina
B 12 de tipo Gomprhenina
Il 13 de tipo Glabranina

[l 4 de tipo con carga positiva
] 4 de tipo polar sin carga

[ 2 de tipo con carga negativa
[ 11 de tioo hidrofobico

[ 7 casos especiales

Total=28
Total=112

Figura 17. Grafica de las clases de betalainas utilizadas en la biblioteca
espectral. (A) Tipos de betalaina; (B) tipos de betacianina; y (C) tipos de
betaxantina (Araujo-Ledn et al., 2024b).

Con la base de datos generada se analiz6 la distribucién de la masa molecular de
las betalainas; las masas del ion molecular [M+H]" de las betalainas oscilaron entre 250 y
1,350 Da. Se observo que existen diferencias entre las betacianinas y betaxantinas, la masa
del ion molecular [M+H]" no se superponen (Figura 18). Las betaxantinas, que tienen masas
mas pequefas [M+H]*, alcanzan hasta 400 Da, mientras que las betacianinas no solo
presentan masas moleculares mas grandes, sino que también se observan isémeros en C-
15 de la estructura principal de las betacianinas (Figura 19-A). Las diferencias entre las
masas de las betacianinas y betaxantinas se debe a la presencia de grupos glicosidicos
unidos en las betacianinas, mientras que las betaxantinas contienen grupos amino o
derivados de aminoacidos. La base de datos presentada en el material suplementario del
trabajo reportado por Araujo-Leodn et al. (2024b) muestra la estructura quimica, la formula
quimica, la masa monoisotépica, el ion [M+H]" y la lista de masas de los iones producto del

aducto [M+H]" para cada betalaina. En esta biblioteca se compila una lista de masas de
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iones tanto compartidos como especificos para betacianinas y betaxantinas. Ambas
comparten la estructura molecular del acido betalamico, y la estructura de la aglicona con
un m/z de 389.0979, excepto en el caso de betacianinas descarboxiladas o
deshidrogenadas. Los iones especificos para cada uno de los tipos de betacianinas fue el
siguiente: tipo betanina con m/z 551.1508, tipo amarantina con m/z 727.1829, tipo
melocactina con m/z 713.2036, tipo apiocactina con m/z 683.1930, tipo gomfrenina con m/z
551.1508, tipo glabranina con m/z 713.2036, ademas de los iones especificos para las
clases de betaxantinas. En las betacianinas, los cambios adicionales en la m/z estan
asociados con la adicion de sustituyentes o la pérdida de un grupo H, o carboxilico.
Actualmente, hasta donde sabemos, contiene la coleccion mas grande de betalainas
disponible (Araujo-Ledn et al., 2024b).
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Figura 18. Distribucién de las masas de los aductos [M+H]" de las betaxantinas
y betacianinas (Araujo-Leodn et al., 2024b).
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Figura 19. Identificacion de la betanina y su epimero isobetanina. (A) Estructura
quimica de la betanina y la isobetanina. (B) Extracto del cromatograma obtenido
para el ion m/z 551,1495 (Araujo-Leodn et al., 2024b).

2.4.2. Huella dactilar por espectrometria de masas (MS) de las betalainas
utilizando betanina y betanidina

Con la finalidad de respaldar los principales fragmentos en la biblioteca de
fragmentacion in silico de betalainas (material suplementario, Araujo-Ledn et al., 2024b)
que pueden ayudar en la definicion de la huella dactilar de las betalainas, utilizamos una
plataforma de metabolémica no dirigida previamente reportada (Araujo-Ledn et al., 2023b)
donde identificamos la betanina y su isomero isobetanina en un extracto de remolacha,
adquirido en Sigma (Cat. 901266) (Figura 19). La betanina se diferencia de la isobetanina
en el centro quiral C-15, y sus tiempos de retencién fueron de 3.46 y 6.25 min,
respectivamente, segun lo mostrado en un cromatograma (XIC) con m/z 551.1495 (Figura
19B).
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La resolucién cromatografica de los enantidmeros en betalainas no requirié el uso
de columnas con una fase estacionaria quiral. Por ejemplo, se ha informado en numerosos
estudios que la isobetanina tiene un tiempo de retenciéon mas prolongado que la betanina
en cromatografia de fase reversa de C18 (Xie & Chen, 2021; Araujo-Ledn et al., 2023b;
Gongalves et al., 2012; Schliemann et al., 1999). La diferencia en el tiempo de retencion
cromatografica entre la betanina y la isobetanina se ha atribuido a su estereoquimica unica
en la posicion C-15, lo que afecta su interaccion con la columna cromatografica (Stintzing
et al., 2004).

Para estudiar con mayor detalle la betanidina, que es la aglicona de casi todas las
betacianinas con m/z 389.09, realizamos una adquisicion de MS/MS mediante
fragmentacion con HCD de alta energia a 50 eV en un experimento de adquisicion
dependiente de datos y la comparamos con un analisis en MS de multiples etapas con
disociacion inducida por colision (CID) (Figura 20). En el analisis se identificaron
caracteristicas clave de fragmentacion, incluyendo iones producto comunes como m/z
345.10 debido a la pérdida de un grupo carboxilo y m/z 343.09 debido a la pérdida de un
grupo carboxilo mas H,, asi como los iones con m/z 150.05, 194.04, 178.05, 132.04 y
106.06.
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Figura 20. Espectro de masas MS/MS de la betalaina. (A) Espectro MS/MS del
ion m/z 551.1495 fragmentado con HCD de alta energia a 50 eV. (B) Espectro
MS3 obtenido con el ion con m/z 389.09 fragmentado con CID a 35 eV (551,1495
CID35 — 389 CID35 —) (Araujo-Leon et al., 2024b).

La betanidina descarboxilada sigue la estructura del 5,6-dihidroxi-indol, y las dos
cetonas unidas al anillo de piridina fueron asignaciones estructurales destacadas. Ademas,
para elucidar otros iones de betalainas y facilitar su identificacion, se examinaron los
espectros MS2 de la betanina en busca de iones con una abundancia relativa superior al
5% y con coincidencia estructural (Anexo I). Se descubrieron 23 iones con m/z entre 389.09
y 106.06. Trece de estos iones, con m/z mayor o igual a 253.09, y los iones con m/z 176.07
y 150.05, coincidieron con secciones estructurales exclusivas de las betacianinas, mientras
que ocho iones distintos con m/z 211.07, 194.04, 179.08, 178.05, 166.05, 138.05, 132.04 y
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106.06 coincidieron con la estructura central de las betalainas que contienen el anillo de
piridina. La informacién estructural deducida de estos iones sugiere que son fragmentos

esenciales para la identificacion de betalainas, revelando su huella dactilar.

2.4.3. Identificacion de betalainas en el extracto de betabel

Utilizando el método previamente reportado (Araujo-Ledn et al., 2023b), basado en
la dispersién en fase soélida de matriz (MSPD, por sus siglas en inglés), se selecciono el
analisis de extracto de betabel como material de referencia, ya que permitiria examinar un
amplio numero de betalainas. Los datos de espectrometria de masas, obtenidos a partir de
una adquisicion dependiente de datos con fragmentacion HCD de alta energia a 50 eV,
fueron analizados mediante XIC, seleccionando aquellos iones conservados en las
betalainas como iones producto (Anexo 1), incluidos los iones con m/z 211.07, 194.04,
179.08, 178.05, 166.05, 138.05, 132.04 y 106.06. En total, se identificaron 39 betalainas
(Anexo Il). Ademas, 26 betacianinas de las betalainas observadas fueron identificadas
utilizando los iones con m/z 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09
y 389.09, que corresponden a la aglicona de la mayoria de las betacianinas, excepto los
derivados de betacianinas que estan descarboxiladas y deshidrogenadas. Los iones con
m/z 389.09 y 150.05 también se han observado en el andlisis de betalainas de
Chenopodium formosanum 'y Amaranthus cruentus (Xie & Chen, 2021; Araujo-Le6n et al.,
2023).

Para el caso de los derivados de betacianina, no producen un ion producto con m/z
389.09, debido a que la aglicona ha perdido al menos un grupo carboxilo o ha sido
deshidrogenado. La identificacion de los derivados de betacianina se llevo a cabo utilizando
los iones caracteristicos de las betalainas (Anexo ). Sin embargo, la confirmacién de los
carbonos sometidos a descarboxilacion requerira una mayor investigacion, ya que la
espectrometria de masas no puede identificar los carbonos que han sufrido estas
reacciones de descarboxilacién u oxidacion. Existen datos que respaldan la hipotesis de
descarboxilacion en los carbonos C-2, C1-5 o C-17, donde se ha purificado por

cromatografia de fase reversa C18 (Jerz et al., 2008; Sumner et al., 2007; Viant et al., 2017).

En el extracto de betabel se observaron nueve derivados de betanina y cuatro
derivados de neobetanina (Anexo Il). Los derivados de betacianina descarboxilados
mostraron la pérdida de un grupo carboxilo en su estructura; por lo tanto, la masa del ion

precursor era menor que la de su contraparte no modificada. Por ejemplo, la masa del ion
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precursor de la betanina era m/z 551.1483, mientras que la masa del ion precursor de la
17-descarboxi-betanina era m/z 507.1594.

Los derivados de betacianina descarboxilados mostraron la pérdida tipica de una
fraccion glucosidica con un m/z de 162.053 [M + H — 162.053], lo que explica, por ejemplo,
el ion producto con m/z 345.10 o m/z 343.09 en las betaninas descarboxiladas (2-
descarboxi-betanina, 15-descarboxi-betanina y 17-descarboxi-betanina) y en la
neobetanina descarboxilada (por ejemplo, 2-descarboxi-neobetanina), respectivamente
(Figura 21). La deteccion de estos iones coincidié con informes previos sobre el analisis de
betalainas (Wybraniec & Mizrahi, 2005; Xie & Chen, 2021; Wybraniec, 2005; Kumorkiewicz
& Wybraniec, 2017). Al igual que los derivados de betacianina descarboxilados, los
derivados de betacianina deshidrogenados mostraron la pérdida de H, en su estructura; por
lo tanto, la masa del ion precursor fue menor que la de la betacianina no modificada, como
se describié anteriormente (Herbach et al., 2004). Las betacianinas y los derivados de
betacianina deshidrogenados incluyen a la neobetanina con m/z 549.13, 2-descarboxi-2,3-
deshidro-betanina con m/z 505.1435, 2-descarboxi-2,3-deshidro-isobetanina con m/z
505.1429, 2,17-bidescarboxi-2,3-deshidro-betanina con m/z 461.1538, 2-descarboxi-2,3-
deshidro-neobetanina con m/z 503.1281 y 2,17-bidescarboxi-2,3-deshidro-neobetanina con
m/z 459.134.
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Figura 21. Espectros de masas de derivados de betacianina con HCD a 50
eV. (A) Espectro MS/MS de 2-descarboxi-betanina. (B) Espectro MS/MS de
2-descarboxi-neobetanina. Los iones centrales estan resaltados en negro
(Araujo-Leon et al., 2024b).

El analisis de las betaxantinas se realizé basandose en la hipétesis de que se puede

generar una huella dactilar de betalainas a partir de la fragmentacion del ion molecular en
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un espectrémetro de masas, ya que las betacianinas y las betaxantinas comparten la
estructura del acido betalamico. Con base en este supuesto, se lograron identificar 13
betaxantinas en el extracto de betabel, incluidas 10 betaxantinas de tipo hidrofébico y 3
betaxantinas de tipo polar sin carga (Anexo Il). Se observé un ion producto con m/z 211.07
en las betaxantinas, el cual se asocia estructuralmente con el acido betalamico, que porta
un grupo nitrogenado unido al aminoacido correspondiente de las betaxantinas. Ademas,
se identificaron iones estructuralmente relacionados con el anillo heterociclico de pirimidina,
tales como: m/z 194.04, 166.05, 138.05, 132.04, 130.05 y 106.06. Estos hallazgos fueron
observados en los iones en los espectros de masas de glutamina-bx y triptéfano-bx (Figura
22). Debido la heterogeneidad de aminoacidos conjugados en las betaxantinas, definir
iones especificos con valores de m/z que se ajusten a una estructura fuera del ion con m/z
211.07 no fue posible.
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Figura 22. Espectros de masas de dos betaxantinas con HCD a 50 eV. (A)
Espectro MS/MS de glutamina-bx. (B) Espectro MS/MS de triptéfano-bx. Los
iones centrales estan resaltados en negro( Araujo-Leon et al., 2024b).

2.4.4. Identificacion de betalainas en el extracto de pitaya roja

Asumiendo que las caracteristicas de betalainas identificadas en el extracto de
betabel, junto con los iones caracteristicos de betalainas determinados (Anexo I), se utilizd
esta informacion para analizar betalainas en la pitaya roja. Evaluamos el extracto de pitaya
roja siguiendo el método previamente reportado basado en MSPD, compatible con la
espectrometria de masas (Araujo-Leodn et al., 2023b). Se identificé un total de 86 betalainas
en el extracto de pitaya roja, distribuidas en un tiempo de resolucion cromatografica de 12
minutos con diferentes niveles de abundancia (Tabla 2; Figura 23). Las betalainas que

observamos en el extracto ya habian sido identificadas previamente por otros
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investigadores mediante LC-MS/MS o RMN (Esteves et al., 2022; Xie & Chen, 2021; Araujo-
Ledon et al, 2023b; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021; Spoérna-Kucab et al. 2020;
Kumorkiewicz et al., 2019; Piattelli et al., 1965), con excepcion de cuatro betalainas
desconocidas. La abundancia de cada betalaina se determin6 midiendo el area debajo del
pico base del ion m/z correspondiente a cada betalaina analizada. En la identificacion de
betaxantinas y betacianinas en el extracto, se observaron 19 betaxantinas, las cuales
representaron una baja abundancia en comparacion con las 67 betacianinas identificadas,
ademas este grupo de betacianinas se ubicé en un intervalo de m/z superior a 450. Con la
identificacion de las 86 betalainas, en comparacién con estudios previos reportados,
logramos reportar el catalogo mas extenso de betalainas, dado que en la literatura previa
unicamente se han identificado 8 betalainas en la pitaya rojo-purpura Hylocereus polyrhizus
(Weber) Britton & Rose (Stintzing et al., 2002); 11 entre las variedades de pulpa roja y
naranja de Stenocereus pruinosus (Otto ex Pfeiff.) Buxb., y Stenocereus stellatus (Pfeiff.)
Riccob. (Garcia-Cruz et al., 2017); 20 en la pulpa roja de Hylocereus costaricensis, |la pulpa
blanca de Hylocereus megalanthus (K.Schum. ex Vaupel) Ralf Bauer y Hylocereus undatus
(Haw.) Britton & Rose (Barkociova et al., 2021); y 23 en la pulpa roja de Hylocereus
polyrhizus (F.A.C.Weber) Britton & Rose y Hylocereus undatus (Suh et al., 2014).
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Figura 23. Resolucion de las betalainas observadas en la pitaya roja. (A) La
escala del circulo de color indica el cambio en el area medida del pico en la base
del ion parental ((M+H]*) para las betalainas. (B) Cromatograma de la pitaya roja
a 540 nm. El pico muestra el tiempo de retencion y el numero de etiqueta de la
betalaina. La Tabla 2 contiene la lista completa de betalainas identificadas
(Araujo-Leon et al., 2024b).
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Tabla 2. Datos cromatograficos y espectrométricos de las betalainas observadas en el extracto de Hylocereus costaricensis.

£ C Tiempo de Tlempo. ’de Formula m/z teérico m/z observado Exactitud de
ompuesto L . retencion o " - Fragmentos
retencion relativo Quimica [M+H] [M+H] masa (ppm)
1 Acido betaldmico  3.23 0.94 CoHoNOs 212.0553 212.0545 -3.77 194.04, 166.05, 148.04, 138.05, 120.04, 106.03
Betaninas
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
2 Prebetanina 3.19 0.93 C24H26N2016S 631.1076 631.1052 -3.8 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
3 Betanina 3.43 1 C24H26N2013 551.1508 551.1483 -4.54 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
4 Betanidina 3.44 1 C1sH16N20s 389.0979 389.0964 -3.86 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
2-Descarboxi-
2,3-deshidro-
’ : 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
5 Dbetanina (2- 3.62 1.06 C23H24N2011 505.1453 505.1429 -4.75 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
descarboxi-
xanbetanina)*
17-Descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
6 betanina 5.83 1.7 C23H26N2011 507.1609 507.1591 -3.55 176.07, 150.05, 138.05, 132.04. 106.06
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
7 Isoprebetanina 6.01 1.75 C24H26N2016S 631.1076 631.1047 -4.6 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
8 Isobetanina 6.59 1.92 C24H26N2013 551.1508 551.1481 -4.9 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
2-Descarboxi-
2,3-deshidro-
. ; 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
9 isobetanina .(2- 6.6 1.92 C23H24N2011 505.1453 505.1433 -3.96 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
descarboxi-
isoxanbetanina)*
2,17-
Bidescarboxi-
2,3-deshidro- 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
10 petanina (2,17- 781 222 CaHzaN:0s 4611555 461.1534 -4.55 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
bidescarboxi-
xanbetanina)*
1 17-Descarboxi- 769 204 CasHasN2O11 507 1609 507 1587 434 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,

isobetanina
*Identificados tentativamente

176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
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Tabla 2 (continuacion)

. Tiempo de m/z m/z .
# Compuesto Iﬁ?{fgédne reten?ién (':2?1:2:‘;: tedrico observado E::::t(:gl:? Fragmentos
relativo [M+H]  [M+H]'

Betaninas
w oo T 7 oo 2w P e s
13 17-Descarbort 204 CuMaNiOuSG31613 5031591 a7 451029910, 297.08, 261,09, 255.11, 253,09, 194.04, 7805, 176,07, 15005
14 15-descaDOR 5 g 242 CoMaNOwSOT1600 So71so1  ass  4510,209.10,267.06, 26109, 255.11, 256,09, 194,04, 176,05, 17607, 150.05
15 Neobetanina  8.31 242 CuMuN:0n 5401351 5491336 273 7O AT O O s o, 12008 13204 1060, 1 22309
jo 17-Doscarboxi- g 5 245 CubuN:Oy 5051453 5051438 g7 34309.209.10,297.08, 261,00, 256,00, 255,08, 25303, 194.04, 178.05, 17607,
7 ZDescamox g, 245 CuMuN:OnS051453 5051432 4t 94309,299.10,207.08 261 00, 25009 255 08, 265,09, 194.04, 176,05, 176,07,
W o 535 245 s o oo w00 B BT B e o o
oot 561 25 Cwossmivs s 2o PSS B S s o
T s e SRR I R
21 17-Descarbox g 7, 254 CoMuNiOw6512002 Gstoor 3o 45-10,299.10,297.08 261,09, 25511, 253,09, 194.04, 78,05, 176,07, 15005
22 ZDeSCaIDON- g g 267 CoMaNiOnSO71609 5071596 255 451029910, 207.08, 261,09, 255:11, 253,09, 194.04, 78,05, 176,07, 15005
ARSI gy as counonsorims sriss om0 USI000m S S et amon o
o 5 255 coon i worom oz OSSR B A e A A s
25 .lzpaiﬁﬁiéﬁ’.ﬁ'a 9.21 269 CuHaN:0u503.1613 5931588  -421  O4010,299.10,267.08, 28109 28541, 205,08, TAI.04, 178,05, 176,07, 150.05,

17 Doscarboxt g 0 CoboNaOns 6512032 6512000 353  345.10,299.10,207.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 150.05,

26 isohylocerenina

138.05, 132.04, 106.06

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

# Compuesto Tiempo Tiempo de Formula m/z m/z Exactitud Fragmentos
de retencion Quimica tedrico observado de masa
retencion relativo [M+H]* [M+H]* (ppm)
Betaninas
27 2-Descarboxy- 9.38 2.73 C26H28N2014 593.1613 593.1587 -4.38 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04,
phyllocactina 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
28 2-Descarboxy- 9.41 2.74 Ca26H28N2014 593.1613 593.1589 -4.05 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04,
isophyllocactina* 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
29 2-Descarboxi-2,3- 10.06 2.93 C23H22N2011 503.1296 503.1277 -3.78 341.07, 327.06, 313.08, 295.07, 277.07, 267.07, 253.06,
dehidro- 251.08, 221.07, 195.09, 132.04, 106.06
neobetanina*®
30 Neophyllocactina* 10.13 2.95 C27H26N2016 635.1355 635.1327 -4.41 387.07, 341.07, 313.08, 299.10, 299.06, 287.08, 281.09,
269.09, 255.08, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 166.05,
150.05, 132.04, 106.06
31 2,15,17- 10.43 3.04 C21H2aN207 417.1656 417.1648 -1.92 417.17, 349.11, 271.09, 255.11, 159.04, 130.03
Tridescarboxi-
neobetanina*®
32 17-Descarboxi- 10.52 3.07 C26H26N2014 591.1457 591.1432 -4.23 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09,
neophyllocactina* 194.04, 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
33 Neohylocerenina 10.89 3.17 CsoH32N2017 693.1774 693.1758 -2.31 387.07, 341.07, 313.08, 299.10, 299.06, 287.08, 281.09,
269.09, 255.08, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 166.05,
150.05, 132.04, 106.06
34 17-Descarboxi- 11.04 3.22 C29H32N2015 649.1875 649.1852 -3.54 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09,
neohylocerenina* 194.04, 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
35 2,17-Bidescarboxi- 11.14 3.25 C22H22N209 459.1398 459.1383 -3.27 297.08, 269.09, 251.08, 223.08, 195.09, 133.08
2,3-dehidro-
neobetanina*®
36 Lampranthin Il 11.01 3.21 C34H34N2016 727.1981 727.1956 -3.44 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09,
255.11, 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05,
150.05, 138.05, 132.04, 106.6
37 Isolampranthin Il 11.34 3.31 C34H34N2016 727.1981 727.1948 -4.54 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09,
255.11, 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05,
150.05, 138.05, 132.04, 106.6
38 2-Descarboxi- 11.45 3.34 C29H32N2015 649.1875 649.1848 -4.16 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09,
neohylocerenina 194.04, 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
39 2-Descarboxi- 11.62 3.39 C26H26N2014 591.1457 591.1438 -3.21 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09,
neophyllocactina* 194.04, 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
40 Neolampranthin || 11.64 3.39 C34H32N2016 725.1825 725.1794 -4.27 387.07, 341.07, 313.08, 299.10, 299.06, 287.08, 281.09,
269.09, 255.08, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 166.05,
150.05, 132.04, 106.06
41 Deshidro- 11.94 3.48 C21H22N207 415.1499 415.1497 -0.48 415.14, 355.12, 347.09, 285.09, 185.04, 143.02
tridescarboxi-

neobetanina*®

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

Tiempo m/z m/z
Tiempo de de Formula - Exactitud de
# Compuesto L L. P tedrico observado Fragmentos
retencion retencion Quimica + + masa (ppm)
X [M+H] [M+H]
relativo
Melocactinas
. 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
42  Melocactina 4.81 1.4 CaoH36N201s 713.2036 713.2005 -4.35 166.05, 178.05, 176.07. 166.05, 150.05, 138.05. 132.04, 106.6
. 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
43 Isomelocactina 7.18 2.09  CsoH3sN201s 713.2036 713.2009 -3.79 166.05. 178.05. 176.07. 166.05. 150.05, 138.05. 132.04. 106.6
Apiocactinas
. . 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
44  Apiocactina 7.21 2.1 C20H34N2017 683.193  683.1904 -3.81 166.05, 178.05, 176.07. 166.05, 150.05, 138.05. 132.04, 106.6
. . 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
45 |soapiocactina 7.91 2.31  C29H3:aN2047 683.193 683.1911 -2.78 166.05. 178.05. 176.07. 166.05. 150.05, 138.05. 132.04. 106.6
2'-O-Apiosil- 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
46 L hyllocactina* 831 242 CoHaoN2Oz0 769.1934  769.1912 -2.86 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04, 106.6
2'-O-Apiosil- 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
isophyllocactina* ~ &7© 2585 CazHauN:O 769.1934  769.1903 -4.03 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04, 106.6
17-Descarboxi-2'-
48 O-apiosil- 9.89 288  CaiHasN2Ors 725.2036 725.2011 .3.45 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 150.05,
- 138.05, 132.04, 106.06
phyllocactina
17-Descarboxi-2'-
49 O-apiosil- 1019 297  CaiHasN2Ors 725.2036 725.2007 -4.00 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 150.05,
. - 138.05, 132.04, 106.06
isophyllocactina
Gomphreninas
. 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
50 Gomphrenina-| 4.06 1.18  Ca2sH2sN2013 551.1508 551.1481 -4.9 166.05. 178.05. 176.07. 166.05. 150.05, 138.05. 132.04. 106.6
2-Descarboxy-2,3-
dehidro-
51 gomphrenina (2-  6.71 196  CasHaNzO11 505.1453 505.1431 -4.36 34309, 29910, 297.08, 281,09, 209,09, 29908, 29309, 194.04, 178.05, 176.07,
descarboxi- T o o ’

xangomphrenina)*

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

Tiempo Tiempo de m/. m/:
de 1empo Formula wz z Exactitud de
# Compuesto retencié retencion Quimica teérico observad masa (ppm) Fragmentos
pl relativo [M+H]* o [M+H]* PP
Gomphreninas
52 lIsogomphrenina-l  6.87 2 CuhN:Ors 551.1508 5511486 -3.99 000934510, 343 08, 23910, 287,08, 28108, 269,08, 200 10, 20009, 194.04,
53 Neogomphrenina 858 25  CaHaN:Ors 549.1351 549.1327  -4.37 20707, 341.07, 313.08, 299,10, 299,00, 267.08, 281,09, 269,09, 205.08, 253.09,
54 GomphreninaV 1091  3.18  CusHwN:Or 757.2087 757.2065 291 0000931510, 34309, 299 10, 25708, 281109, 209 08, 200 1, 2o0-09: 194.04,
55 lIsogomphrenina-IV 1116 325  CsHN:Orr 757.2087 757.2071  -2.11 000934510, 343 09, 209 10, 257 06, 281 09, 200 00, 200 10, 2o 00 194.04,
56  Gomphrenina-lll 1133 33  CaHauN:Ow 727.1981 727.1949 44  989.09,35.10, 343 05, 29910, 297 08, 281 09, 269,09, 200.11, 253 09, 194.04,
57 Isogomphrenina-lll 1162 339  CasHauN:Ow 727.1981 727.1957 33 989.09,35.10, 343 05, 23910, 297 08, 281 09, 200,00, 200-11, 253 09, 194.04,
58 NeogomphreninalV 1159 338  CuHuN:On 755193 7551914 212 o0/ 0734107 313,08 29910, 299,00 267.08, 26109, 20909, 205.08, 253.09,
59 Neogomphrenina-lll 1192  3.48  CuHuN:Owe 725.1825 7251798 -3.72 o010, 341.07, 313.08, 299,10, 299,06, 267.08, 261,09, 269.09, 205.08, 253.09,
Glabraninas
. 389.09, 345.10, 343.09, 299,10, 207.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
60  Glabranina 315 092  CaoHaoN:Ow 7132036 7132015  -2.94 o 05 1705 176107 106.05 158005 43505 195 04 1056
- 389.09, 345,10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
61 Coumglabranina® 1059  3.09  CuHiN:Ox 859.2403 8592377  -3.03 o 0 A7 08 176 07 106 05 1005 435,06 235,04 06.6
- 389.09, 345,10, 343.09, 299.10, 297.08, 28109, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
62 Isocoumglabranina 10.85 3.16 CaoH42N2020 859.2403 859.2371 -3.72 166.05, 178.05, 176.07. 166.05. 150.05, 138.05, 132.04. 106.6
63 Neocoumglabranina* 11.20 329  CsoHuNzOz 857.2247 857.2208 455  987.07,341.07, 313.08, 299.10, 299.06, 287.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09,

194.04, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 132.04, 106.06

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

Tiempo m/z
Tiempo de de Formula m/zteédrico Exactitud de
# Compuesto L L. L + observado Fragmentos
retencion retencion Quimica [M+H] [M+H]* masa (ppm)
relativo
Nuevas
. 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
64 Nueva-1 8.83 2587  CusHeNOxn 8272353 8272316 447 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04, 106.6
. 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11, 253.09, 194.04,
65 Nueva-2* 923 269  CusHeNOxn 8272353 8272328 -3.02 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04, 106.6
. 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 150.05,
66 Nueva-3 10.27 2.99 CasHa2N2019 783.2455 783.2422 -4.21 138.05. 132.04, 106.06
67 Nueva-d* 10.54 307 CauHiNoOr  783.2455 783.0428 345 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 150.05,

138.05, 132.04, 106.06

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

Tiempo m/z
Tiempo de Formula m/ztedrico Exactitud de
# Compuesto L L . L + observado Fragmentos
retencion retencion Quimica [M+H] [M+H]* masa (ppm)
relativo
Betaxantinas
Con carga positive
Histamina- 287.12, 261.13, 256.89, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05,
68 bx* 9.04 2.64 C14H16N404 305.1244 305.1232 -3.93 132.04, 130.05, 106.06
Polares sin carga
Glutamina- 323.08, 277.08, 249.08, 233.09, 231.07, 211.07, 194.04, 166.05,
69 bx* 1.2 0.35 C14H17N307 340.1139 340.1129 -2.94 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
Treonina- 269.09, 267.09, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
70 bx* 1.52 0.44 C13H16N207 313.103 313.1022 -2.56 130.05, 106.06
71 Serinabxt 477 139 CrHuN20;  209.0874 299.0861 -4.35 258.09, 263.09, 211.07, 194.04, 168.05, 150.05, 138.05, 132.04,
130.05, 106.06
Hidrofébicas
- . 331.12, 239.11, 285.12, 283.10, 239.11, 211.07, 194.04, 166.05,
72 Glicina-bx 6.49 1.89 C11H12N206 269.0768 269.0758 -3.72 150.05. 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
Metionina- 315.09, 269.09, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
73 bx* 7.3 2.13 C14H18N206S ~ 343.0958 343.0943 -4.37 130.05, 106.06
. . 267.13, 265.11, 237.12, 221.12, 219.11, 211.07, 194.04, 166.05,
74 Valina-bx 7.97 2.32 C14H18N20s 311.1238 311.1229 -2.89 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
75 Alanina-bx*  8.16 2.38 CrHuNOs  283.0925 283.0915 -3.53 237.08, 21107, 194.04, 166.05 150.05, 138.05, 132.04, 130.05,
. . 265.11, 263.10, 235.1, 219.11, 217.09, 211.07, 194.04, 166.05,
76 Prolina-bx 9.02 2.63 C14H16N20s 309.1081 309.1068 -4.21 150.05. 138.05, 132.04. 130.05, 106.06
Isoleucina- 279.13, 251.13, 235.14, 233.12, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05,
77 bx* 9.87 2.88 C15H20N206 325.1394 325.1384 -3.08 138.05, 132.04. 130.05, 106.06
. . 281.14, 279.13, 251.13, 235.14, 233.12, 211.07, 194.04, 166.05,
78 Leucina-bx 10.01 2.92 C15H20N206 325.1394 325.1385 -2.77 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
Triptofano- 269.07, 223.07, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
79 bx* 10.12 2.95 C20H19N306 398.1347 398.1331 -4.02 130.05, 106.06
Fenilalanina 315.13, 313.11, 269.12, 267.11, 223.12, 211.07, 194.04, 166.05,
80 bx* 10.15 2.96 C1sH18N20s 359.1238 359.1225 -3.62 150.05. 138.05, 132.04, 130.05, 106.06

*Identificados tentativamente
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Tabla 2 (continuacion)

Tiempo m/z
Tiempo de de Formula m/z teérico Exactitud de
# Compuesto L . L. L + observado Fragmentos
retencion retencion Quimica [M+H] [M+H]* masa (ppm)
relativo
Special case
Acido g- 253.11, 251.10, 233.09, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05,
81 aminobutirico-bx* 2.82 0.82 C13H16N20s 297.1081 297.1069 -4.04 138.05, 132.04, 130.05. 106.06
82 Dopamina-bx*  7.67 2.24 CiHiNOs  347.1238 347.1226 346 29511, 211.07, 194.02, 106.05. 1°0.05, 138.05, 132.04,
— . 287.13, 285.12, 239.11, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05,
83  Tiramina-bx 8.64 2.52 C17H18N20s 331.1288 331.1274 -4.23 138.05, 132.04, 130.05. 106.06
3-Metoxi- 315.13, 269.12, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05,
84 tiramina-bx* 8.98 2.62 C18H20N206 361.1394 361.1383 -3.05 132.04, 130.05. 106.06
5-
. . . 283.15, 237.15, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05,
85 H|drOX|S)(()*rvaI|na- 9.89 2.88 C1aH18N207 327.1187 327.1179 -2.45 132.04, 130.05. 106.06
Sulfoxido de 267.11, 223.12, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05,
8 metionina-bx* 10.09 2.94 C14H18N207S 359.0907 359.0893 -3.9 132.04. 130.05, 106.06

*Identificados tentativamente
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2.4.4. Identificacion de betalainas desconocidas en el extracto de pitaya roja

Logramos identificar dos betalainas desconocidas en la pitaya roja durante el analisis de
los datos de espectrometria de masas. Estas betalainas, referidas aqui como Nueva-1y Nueva-
2, no se encontraban en nuestra base de datos ni habian sido reportadas previamente, hasta
donde la busqueda de literatura exhaustiva lo reporta, mediante los siguientes parametros de
estricta coincidencia: caracterizacion por la formula molecular CssH42N2021 y por los espectros
obtenidos por MS/MS que contenian los iones distintivos de betalainas con m/z 389.09, 345.10,
343.09, 297.08, 194.04, 150.05 y 106.06. La betalaina Nueva-1 presenté un m/z de 827.2316 y
eluy6 a 8.83 min, mientras que la Nueva-2 tuvo un m/z de 827.2328 y eluy6 a 9.23 min. Dado
que las betalainas pueden tener formas isoméricas, sospechamos que Nueva-1 es una forma
isomérica de Nueva-2. Por lo que decidimos utilizar espectrometria de masas en multiples etapas
(MSn) con CID para revelar la identidad de las pérdidas neutras en las betalainas desconocidas
y compararlas con la fragmentacion MS/MS con HCD (Figura 24). El espectro obtenido con HCD
mostro los iones tipicos de las betalainas con m/z 389.09, 194.04, 150.05 y 106.06. Luego, al
fragmentar el ion precursor con m/z 827.2316 mediante CID, se detectd una pérdida neutra de
134.0423 Da, correspondiente a un pentdsido o acido glutarico. Posteriormente, la fragmentacion
del ion producto con m/z 695.1930 mediante CID mostré una pérdida neutra de 162.0528 Da,
coincidiendo con un glucosido. También, la fragmentacion del ion producto con m/z 551.1508
revelo otra pérdida neutra de 162.0528 Da, correspondiente a un glucésido. Aunque estos datos
proporcionan informacion sobre los grupos funcionales presentes en la estructura de las
betalainas desconocidas, se necesita mas investigacion para determinar completamente la
estructura de Nueva-1 y Nueva-2. Finalmente, observamos que ambas betalainas desconocidas
presentaron formas descarboxiladas en el extracto, que eluyeron a 10.27 y 10.54 min con un m/z
de 783.2455.
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Figura 24. Espectros de masas de la betacianina Nueva-2. (A) Espectro MS/MS
obtenido con fragmentacion del ion m/z 827.23 con HCD. (B) Espectro MS/MS obtenido
con el ion m/z 827.23 fragmentado con CID a 35 eV. (C) Espectro MS3 obtenido con el
ion m/z 695.19 fragmentado con CID a 35 eV (827.23 CID35 — 695.19 CID35 —). (D)
Espectro MS4 obtenido con fragmentacion del ion m/z 551.15 con CID a 35 eV (827.23
CID35 — 695.19 CID35 — 551.15 CID35—). Los iones conservados de las betalainas
estan resaltados en negro (Araujo-Leon et al., 2024b).

2.5. Conclusiones

En conclusion, nuestra base de datos de betalainas y las huellas dactilares de

espectrometria de masas de betanina, el analisis del extracto de betabel y el extracto de pitaya

roja, fueron relevantes para evidenciar la fragmentacion de betalainas. Estos datos pueden

ayudar a interpretar los espectros de masas de betalainas, con ello se mejora la identificacion de

betalainas, y ademas puede servir como base para la identificacion de espectros de masas.

Existen iones particulares para las betalainas, como m/z 389 para betacianinas, m/z 345 para

derivados de betalaina y m/z 343 para variantes de neobetanina, estos pueden utilizarse para la

identificacion rapida de betalainas descarboxiladas y deshidrogenadas. El ion con m/z 211.07

fue caracteristico de las betaxantinas.
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Se lograron identificar 86 betalainas en el extracto de pitaya roja, este numero de
betalainas es el mas extenso que brinda datos experimentales reportado en la literatura, y que
con el conjunto del analisis in silico permite que futuras investigaciones se beneficien en la
identificacion de betalainas. Finalmente, se han reportado cuatro betalainas desconocidas y se
ha propuesto una ruta de fragmentacion con base en una estructura quimica tedrica. Para
establecer con claridad las formulas y estructuras quimicas de las betalainas propuestas se
requiere profundizar en la investigacién con técnicas analiticas como RMN que permitan

complementar esta informacion.
2.6. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este capitulo abren perspectivas prometedoras en diferentes
areas del conocimiento. En particular, en la industria alimentaria, quimica de alimentos y quimica
analitica. En la industria alimentaria la demanda de pigmentos naturales esta en constante
aumento debido a la necesidad de reemplazar colorantes artificiales que pueden tener impactos
negativos en la salud humana. Como ya sucedio con la reciente prohibicion del colorante artificial
rojo-3 (anunciada durante la conclusion de esta tesis) el 15 de enero de 2025 por la FDA por ser
cancerigeno. Las metodologias experimentales y computacionales propuestas en este capitulo,
que permiten la identificacion y clasificacion precisa de las betalainas, brindan una herramienta
invaluable para futuras investigaciones sobre estos pigmentos en diversos modelos de estudio
de plantas. Para mejora de la investigacion, se requiere una mayor automatizacion en estudios
metabolémicos para optimizar la calidad de la identificacion. Ademas, es importante continuar la
investigacion en nuevas matrices que permitan nutrir la base de datos generada y enriquecer y
aumentar su volumen estudiando otras especies vegetales del orden Caryophylalles, por

ejemplo, variedades de pitaya con colores distintos de pulpa y piel.

En perspectiva, los resultados y la metodologia presentados en este capitulo abren un
amplio abanico de posibles aplicaciones en la industria alimentaria, la quimica de los alimentos
y la investigacion en plantas. Estos hallazgos contribuyen al avance del conocimiento cientifico
en la busqueda de soluciones mas saludables y sostenibles en el ambito de los pigmentos
naturales y su aplicacion en diversas areas de la ciencia y la tecnologia, que favorezcan el

desarrollo y la salud humana.
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CAPITULO llI

DETERMINACION DEL PERFIL DE BETALAINAS EN AMARANTO ROJO
(Amaranthus cruentus L.) POR LC-MS

3.1. Resumen

Las betalainas son pigmentos naturales responsables del color de las flores, bracteas,
tallos y hojas del género Amaranthus y también son considerados compuestos bioactivos. Debido
a su diversidad y complejidad quimica, la determinacion e identificacion con seguridad de estos
compuestos sigue siendo un reto y desafio de gran interés, ya que dichos pigmentos presentan
beneficios para la salud humana. En este capitulo analizamos, el perfil de betalainas en amaranto
rojo (Amaranthus cruentus L.), mediante cromatografia liquida de alta resolucion (LC, por sus
siglas en inglés) acoplada a espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) en tandem.
Se lograron identificar 30 betacianinas y 13 betaxantinas mediante las mediciones del ion
molecular y sus fragmentos, con un error menor a 5 ppm, con lo cual, se cumplen los criterios
recomendados para la identificacion de compuestos mediante MS de alta resolucion. El objetivo
de este capitulo fue definir las principales betalainas en el “amaranto rojo” con la finalidad de
valorizar la importancia de los pigmentos presentes en sus hojas e inflorescencias que hasta

ahora no se han estudiado ni reportado como fuente natural de pigmentos betalainicos.
3.2. Introduccién

Las betalainas son pigmentos naturales que estan presentes en la mayoria de las familias
del orden vegetal Caryophyllales (Stafford, 1994), hongos del género Amanita (Stintzing &
Schliemann, 2007) y proteobacterium Gluconacetobacter diazotrophicus (Contreras-Llano et al.,
2019), y son responsables del color rojo violeta y amarillo anaranjado que se encuentra en flores,
bracteas, frutos, tallos, hojas y raices (Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021). El género Amaranthus
pertenece a la familia Amaranthaceae y al orden Caryophyllales y al clado de eudicotiledéneas
mas grande con especies de rutas fotosintéticas basadas en C4. Este género consta de casi 75
especies que se encuentran en todo el mundo (Sauer, 1967; Kadereit et al., 2003; Hernandez-
Ledesma et al., 2015). En el México prehispanico, el amaranto era sagrado y comido por los
aztecas (Sauer, 1967). Ademas, evidencias arqueobotanicas ha demostrado que el examen de
semillas e inflorescencias de amaranto encontrado en la cueva de Coxcatlan en Puebla, México,
ha revelado que Amaranthus hypochondriacus L. y Amaranthus cruentus L. fueron cosechados

durante miles de afios (Sauer, 1969). A pesar de la diversidad genética entre el gran numero de
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especies del género Amaranthus, A. hypochondriacus es el principal amaranto cultivado en

México en la actualidad.

Estudios recientes han demostrado que el amaranto posee un alto contenido en proteina,
minerales esenciales como hierro, calcio, magnesio, fésforo y potasio, y acidos grasos
insaturados que superan a otros cereales como el trigo, el maiz o el arroz, estos hallazgos
hicieron esencial el poder introducir al amaranto y sus productos derivados en el mercado (Joshi
et al.,2018; Szaboova et al., 2020). Ademas, actualmente en México el amaranto es utilizado
como alimento tradicional, un ejemplo es la "alegria”, la cual es un dulce de semillas de amaranto
reventado. Existe una variedad de productos alimenticios de consumo que incluyen cereales para
el desayuno, productos horneados, y pigmentos de betalainas (Schnetzler, 1994). Por lo tanto,
la caracterizacion molecular de las especies de amaranto puede facilitar el cultivo de amaranto

para satisfacer la creciente demanda de amaranto y sus derivados por parte de los consumidores.

La betanina es una betalaina del grupo de las betacianinas, la cual, fue aislada por
primera vez de la "remolacha roja" (Beta vulgaris L.) en 1918 por Schudel (Pucher et al., 1938) y
aprobada como colorante alimentario natural con el cédigo E162 por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés). Asimismo, las betalainas de amaranto
también fueron aprobadas como colorantes alimentarios naturales en China (Norma nacional de
seguridad alimentaria para uso de aditivos alimentarios, GB2760-2011). Las betalainas se
dividen en dos grupos, las betacianinas y las betaxantinas. Las betacianinas rojo-violeta son una
variedad de compuestos que aparecen como acido betalamico condensado con ciclo-DOPA o
ciclo-DOPA glicosilada que puede poseer grupos glucosilo o glucuronosilo agregados o
someterse a acilacion en los hidroxilos de las azucares, también pueden presentar reacciones
de descarboxilacion y deshidrogenacién, mientras que las betaxantinas de color amarillo
anaranjado son compuestos con esqueletos que se basan en el andamio del acido betalamico
condensado con un grupo imino o amino de aminodacidos (Khan & Giridhar, 2015; Sadowska-
Bartosz & Bartosz, 2021; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021).

Las betacianinas se han organizado en al menos siete grupos distintivos que difieren en
la unién de los grupos glucosilo a los atomos de oxigeno en la posicion orto en el resto ciclo-
DOPA, asi como en la posicion de los restos de enlace glucosilo o glucuronosilo (Belhadj Slimen
et al., 2017; Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021): tipo betanina, tipo gomphrenina, tipo amarantina,
tipo melocactina (tipo Bougainvillea-r-1), tipo oleracina, tipo apiocactina y tipo glabranina (tipo

Bougainvillea-v) (Figura 25). La amarantina es la principal betacianina del género Amaranthus.
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Ademas del uso de las betacianinas como pigmentos, se han reportado que poseen actividades
biologicas, como actividades antiinflamatorias, antioxidantes e inmunomoduladoras vy

propiedades quimioprotectoras contra el cancer (Tang & Tsao, 2017; Fu et al., 2020).

Gomphreninas Glabraninas

Figura 25. Clasificacion integral de los pigmentos de betacianinas (Kumorkiewicz-
Jamro et al., 2021).

La mayoria de los esfuerzos para la cuantificacion de betacianinas y betaxantinas se ha
centrado mediante analisis espectrométrico multicomponente en extractos crudos, los cuales
posiblemente posean sustancias interferentes (Khan, 2016). Una de las desventajas del uso de
métodos espectrofotométricos es que multiples betacianinas y betaxantinas estan presentes en

las muestras de tejido vegetal, y la concentracion de betalainas unicamente es basada en los
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coeficientes de extincion molar de betanina para las betacianinas, y para las betaxantinas en
vulgaxantina-l (Cai et al., 1998). La cromatografia liquida con detector de arreglo de diodos (DAD,
por sus siglas en inglés) se ha simplificado para estudiar diferentes betacianinas y betaxantinas,
y la LC junto con MS en tandem ha sido la técnica lider ya que puede registrar el valor m/z del
ion molecular o los aductos y los fragmentos de la molécula para distinguir entre diferentes
betacianinas y betaxantinas y sus derivados. En este capitulo se expone el uso de LC-MS/MS
con el método propuesto en el capitulo Il para definir la composicion de betalaina en “amaranto
rojo” (A. cruentus) para valorizar las hojas e inflorescencias como fuente de pigmentos del tipo

betalainas.

3.3. Metodologia

3.3.1. Material vegetal

Ejemplares botanicos de A. cruentus fueron colectados en Valladolid, Yucatan, México.
Estos fueron identificados por la Dra. lvonne Sanchez del Pino. Las plantas de A. cruentus se
cultivaron en el jardin e invernaderos experimentales del CICY en exterior. Las hojas e
inflorescencias fueron colectadas de las plantas con 60 dias de cultivo. Los tejidos obtenidos se
colectaron en campo e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido y se secaron en frio
por liofilizacién a -51 °C durante 72 h. Finalmente, los tejidos fueron triturados con un molino de

cuchillas y se almacenaron en obscuridad a -20 °C hasta el dia de sus analisis.

3.3.2. Reactivos quimicos

Se utilizé como disolventes de extraccion metanol (MeOH) y agua (H20) grado HPLC de
la marca Tedia (Fairfield, USA). Para el analisis por LC-MS se utiliz6 MeOH y H20 grado LC-MS
de la marca Tedia (Fairfield, USA), la fase movil fue acidulada con acido acético de grado LC-
MS de la marca Fisher Scientific (Waltham, USA). Como material de referencia se utilizd un
extracto de remolacha roja de Sigma-Aldrich (Cat. # 901266, St. Louis, MO, USA). Para la
extraccion por MSPD se utilizé como fase estacionaria BondElut-C18 que se adquirié de la marca

Agilent Technologies con tamafio de particula de 40 um (Santa Clara, CA, USA).
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3.3.3. Extraccion de las betalainas de las hojas e inflorescencias de A. cruentus

Las betalainas se extrajeron por MSPD como se ha propuesto en el capitulo Il. Se utilizd
100 mg de tejido y se molieron a temperatura ambiente con 400 mg de fase estacionaria en un
mortero hasta obtener un polvo homogéneo. La mezcla sdlida obtenida se colocé en cartuchos
para Extraccion en Fase Solida (SPE, por sus siglas en inglés) y con ayuda de un Viciprep para
extraccion a vacio a -15 mmHg se eluyeron con 9 mL de H->O acidulada al 0.1% con acido acético
y posteriormente se eluyd con una mezcla de MeOH:H20 (1:1, v/v) acidulada al 0.1% con el
mismo acido. Ambos eluyentes se colectaron y se evaporaron hasta sequedad. El extracto
obtenido se resuspendié en H2O acidulada al 0.1% con acido acético y se transfirid a un vial

ambar de grado MS para el analisis por LC-MS.

3.3.4. Andlisis por LC-MS con analizador LTQ-Orbitrap

El analisis por LC-MS Orbitrap se realizé utilizando un equipo Ultimate 3000 UHPLC
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado a un detector UV/Vis (Ultimate 3000 UV/VIS
detector, Dionex), y a un detector de masas LTQ-Orbitrap Elite espectrometro (Thermo Fisher
Scientific, San José, CA) equipado con una interfaz de ionizacion por electrospray (HESI-II,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se inyecto6 una alicuota de 20 uL de la muestra,
se transfirid a un loop de acero inoxidable y luego a una columna Hypersil Gold C18 (100 x 2.1
mm, tamafo de particula de 1.9 um) a un caudal de 300 puL/min. La muestra se eluy6 de la
columna a un caudal de 300 pL/min utilizando un gradiente binario compuesto por H,O acidulada
con acido aceético al 0.1% (disolvente A) y MeOH acidulado con acido acético al 0.1% (disolvente
B). Los ajustes del gradiente fueron los siguientes: 0-30 min del 5 al 100%, isocratico durante 10
min, luego volviendo al 5% e isocratico durante 10 min para el reacondicionamiento de la
columna. Los datos de los espectros UV/Vis se colectaron a 480 y 540 nm. Los datos de los
espectros de MS se adquirieron en modo positivo: resolucion MS1 60,000, intervalo de
exploraciéon de 100-1500 m/z; MS2 resolucion de 60,000, rango de escaneo de 100-600 m/z. La
disociacion por colision de mayor energia (HCD) se utiliz6 como método de fragmentacion
mediante la aplicacion de 50 €V. Las areas de pico de cada compuesto basadas en el modo MS1
utilizando los cromatogramas de iones extraidos se determinaron con el software Xcalibur 4.1
(Thermo Scientific, USA). Los graficos se obtuvieron utilizando GraphPad Prism version 9.0
(GraphPad, San Diego, CA, USA).
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3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Determinacion de betalainas en el material de referencia de remolacha roja

Debido a la falta de estandares analiticos de betalainas, utilizamos el material de
referencia de Sigma-Aldrich de extracto de remolacha roja para identificar con precision los picos
cromatograficos de betanina y con base en su tiempo de retencion y datos espectrométricos
comprender el posible comportamiento de otras betalainas. El cromatograma obtenido a 540 nm
con el detector UV/Vis mostré dos picos de alta absorcion con tiempos de retencion de 3.93 y
6.76 min, respectivamente (Figura 26-A). Ambos picos se encuentran separados con una
resolucion mayor a 1.5 con respecto a la linea base y mostraron un ion del aducto [M+H]" con
una m/z 551.1482, lo cual era esperado para los epimeros de betanina. Ademas, los espectros
en MS2 con una colision por HCD a 50 eV son similares. Los dos picos produjeron el ion MS2
m/z 389.09, lo que sugiere la presencia de hexosido (Figuras 26-B y 26-C). En las betalainas de
tipo betanina, el glucosido se une a través del oxigeno del carbono C-5 (Xie & Chen 2021). La
isobetanina es el epimero de la betanina en el centro quiral de C-15, y se ha informado un mayor
valor de tiempo de retencion (fr) para la isobetanina que para la betanina que se explica en cierta
medida por una isobetanina ligeramente menos polar que la betanina segun la estimacién del
momento dipolar (Stintzing & Carle, 2004; Schwartz & von Elbe, 1980). La separacion de la linea
base de los dos picos y los datos de los espectros MS1 y MS2 conducen a una identificacion

segura de betanina e isobetanina.
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Figura 26. Analisis por LC-MS del material de referencia de remolacha roja. A)
Cromatograma a 540 nm. Espectros MS2 obtenido a 50 eV en HCD del B) pico a 3.93
min (betanina) y C) pico a 6.76 min (isobetanina) (Araujo-Leon et al., 2023b).

3.4.2. Identificacion y cuantificacion relativa de 43 betalainas por LC-MS

Para la identificacion y cuantificacion relativa de las betalainas presentes en los tejidos
de “amaranto rojo”, usamos betanina como referencia para establecer los tiempos de retencién
relativos, graficando los cromatogramas con la absorbancia a 540 nm acoplado con analisis LC-
MS. La accesioén de A. cruentus que estudiamos era un fenotipo con hojas e inflorescencias rojas
(Figura 27). También se us6 como referencia un catélogo de betalainas que consta de 68
betalainas separadas cromatograficamente e identificadas con confianza por Xie y Chen (2021)
(Gongalves et al., 2012) de cultivares de Chenopodium formosanum, ya que en este trabajo
también se us6 una columna C18. En general, la altura de los picos de absorcion en las hojas
fue menor que en el par de picos en las inflorescencias, y los picos de absorcion mas altos
coincidieron con los picos 1y 2, que son los compuestos principales en ambos cromatogramas,
correspondientes a amarantina e isoamarantina (Figuras 28A y 28B). El ion [M+H]" a m/z

727.1803 y los iones MS2 después de ser fragmentados a 50 eV en HCD que observamos en
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las Figuras 28C y 28D fueron similares a los datos de la literatura para amarantina aislada de
tallos e inflorescencias de plantas de Amaranthaceae incluyendo el género Amaranthus (Cai et
al., 2001; Xie & Chen, 2021; Howard et al., 2022), en los pétalos de Gomphrena globosa (Kugler
et al., 2007) e inflorescencias de Celosia argentea var. cristata y Celosia argentea var. plumosa
(Schliemann et al., 2001). La amarantina e isoamarantina presentaron menor retencion relativa
con respecto a la betanina, lo cual concuerda con los datos reportados anteriormente (Cai et al.,
2001; Gongalves et al., 2012). El hecho de que el valor de tr de la amarantina sea menor que el
de la betanina puede explicarse por el acido glucurénico adherido al resto de glucosa. En las
betalainas de tipo amarantina, el acido glucurénico se une a través del oxigeno en el carbono C-

2 de la fraccion de glucosa.

Figura 27. Amaranthus cruentus L., accesion “amaranto rojo” (Araujo-Leén et al.,
2023b).
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Figura 28. Analisis por LC-MS de muestras de “amaranto rojo”. A) Cromatograma a
540 nm de hojas y B) inflorescencias. C) Espectros de MS1 obtenidos para el primer
pico. D) Espectro de MS2 obtenido para el segundo pico con una colision a 50 eV por
HCD (Araujo-Leon et al., 2023b).

De acuerdo con la precision de la medicion de masa en Orbitrap Elite, se identificaron 43
betalainas con errores de medicion de masa menores a 5 ppm (Tabla 3). Los datos obtenidos en
el espectro MS2 se usaron para confirmar la identificacion precisa de betanina en muestras de
amaranto y para comparar con los datos de espectros MS2 informados previamente para
muestras de cultivares de Chenopodium formosanum (Gongalves et al., 2012), especies de
Melocactus (Sutor & Wybraniec, 2020), cultivares de Beta vulgaris (Slatnar et al., 2015;
Kusznierewicz et al., 2021), y especies de Amaranthus (Cai et al., 2001). Entre las betalainas en
las muestras de amaranto rojo se detectaron seis de tipo amarantina, dos de tipo gomphrenina,
22 de tipo betanina y 13 betaxantinas. El tipo amarantina incluye amarantina, isoamarantina, que
es el epimero de amarantina, y derivados de amarantina. El tipo gomphrenina incluye
gomphrenina-l y su epimero. Los de tipo betanina incluyen prebetatina, betanina, betanidina,
isobetanina, phyllocatina, isophyllocactina, lamprantina Il, isolamprantina 1l y derivados de

betanina (Figura 29). Se ha reportado que las reacciones de descarboxilacion y la oxidacion de
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betacianinas producen derivados de betacianina, generalmente generados por altas
temperaturas (Wybraniec, 2005; Kumorkiewicz & Wybraniec, 2017). Al comparar los derivados
de betacianina, encontramos un numero menor de derivados de amarantina que de derivados de
betanina. Las betaxantinas que se identificaron en el amaranto rojo incluyen betaxantinas
derivadas de aminas, por ejemplo, histamina, tiramina y dopamina betaxantinas. Betaxantinas
derivadas de aminoacidos no polares, por ejemplo, triptofano, fenilalanina, leucina, alanina y
prolina-betaxantina, y betaxantinas derivadas de aminoacidos polares como serina, treonina y

glutamina-betaxantina también fueron identificadas.
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Figura 29. Estructuras quimicas de las principales betalainas encontradas en el
“amaranto rojo” (Amaranthus cruentus L.) (Araujo-Ledn et al., 2023b).
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Tabla 3. Datos cromatograficos y espectrométricas de las betalainas en “amaranto rojo”.

Tiempo m/z
# Compuesto de . Tr relativo For’myla [M+H]* m/z [M+H] Error Fragmentos
retencion Quimica - obervado
tedrico
(Tr)
Amarantinas

1 Amarantina 1.85 0.53 C30H34N2019 727.1826 727.1843 -2.3 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
2 Isoamarantina 2.70 0.78 C30H34N2019 727.1826 727.1841 -2.0 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
17-Descarboxi- 389.09, 343.09, 297.08, 194.04,

3 amarantina 3.07 0.89 C20H34N2017 683.1930 683.1922 1.2 150.05
17-Descarboxi- 389.09, 343.09, 297.08, 194.04,

4 isoamarantina 6.05 1.76 C20H34N2017 683.1930 683.1920 1.5 150.05
Descarboxi- 389.09, 343.09, 297.08, 194.04,

5 isoamarantina 7.68 2.23 C20H34N2017 683.1930 683.1925 0.8 150,05
6 Neoamarantina 7.25 2.11 C30H32N2019 725.1672 725.1641 4.3 389.09, 343'(1)2’020957'08’ 194.04,

Gomphreninas
7 Gomphrenina-I 4.06 1.18 C24H26N2013 551.1508 551.1526 -3.26 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
8 Isogomplhrenlna- 6.87 200 CoaHasN2O13 551.1508 5511527 353 389.09, 343.(1)2,020957.08, 194.04,
Betaninas

9 Prebetanina 3.19 0.93 C24H26N2016S 630.1003 630.1030 -4.24 389.09, 343'(1)2’020957'08’ 194.04,
10 Betanina 3.93 1.00 CoHazN:Ors 5511508  551.1522 251 38909, 343,09, 20708, 194.04,
11 Betanidina 3.44 1.00 C1sH16N20g 389.0979 389.0994 -3.77 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
12 Isoprebetanina 6.01 1.75 C24H26N2016S 630.1003 630.1018 -2.39 389.09, 343'?2’020957'08’ 194.04,
13 Isobetanina 6.76 1.92 C24H26N2013 551.1508 551.1523 -2.69 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
14 Phyllocactina 7.71 2.25 C27H29N2016 638.1596 638.1610 217 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
15  Isophyllocactina 8.46 2.47 C27H29N2016 638.1596 638.1610 -2.23 389.09, 343'?2620957'08’ 194.04,
16 Lampranthin Il 11.00 3.21 C34H34N2016 727.1989 727.2020 -4.31 389.09, 343'?2620957'08' 194.04,
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Tabla 3 (continuacion)

Tiempo m/z
de . Formula + m/z [M+H]*
# Compuesto retencion Tr relativo Quimica [M’+I_-I] obervado Error Fragmentos
tedrico
(Tr)
Betaninas
17 'So'amrﬂa”th'”a 11.34 3.31 CaHuN2O1s  727.1989  727.2020 -4.29 389.09, 343'?2620957'08'194'04’
18 17'52;%?220"" 5.83 1.70 Ca3H26N201 1 507.1609  507.1627 _3.52 345.10, 299.10, 194.04,150.05, 106.06
19 1752325:;31‘;"' 7.69 224 CasH26N201 1 507.1609  507.1620 224 34510, 299.10, 194.04,150.05, 106.06
20 15‘52&%?&20"" 8.29 2.42 CasHzN201  507.1609  507.1627 357 345.10, 299.10, 194.04,150.05, 106.06
2-Descarboxi-
21 " Vlooncting 9.21 2.69 C26H20N2014 593.1613  593.1634 ~3.51 345.10, 299.10, 194.04,150.05, 106.06
g9 2-Descarboxi- 9.41 2.74 Ca26H20N2014 593.1613  593.1627 —2.43 345.10, 299.10, 194.04,150.05, 106.06
isophyllocactina
o3 17Descaboxi- 54, 1.06 CosHaN,Oy1 5051453  505.1470 331 343.09, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
neobetanina
24 ~ Neobetanina 6.6 1.92 CasHzNO11 5051453 5051472 -3.83 343.09, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
descarboxilada
2-Descarboxi-
25 6.71 1.96 Ca3H24N2011 505.1453  505.1469 _3.24 343.09, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
Bidescarboxi-
26 deshidro- 7.61 2.22 C22H24N209 461.1555  461.1577 —4.71 299.10, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
betanina
27  Neobetanina 8.31 2.42 C24H24N2013 549.1351 549.1376 —4.50 387.07, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
2-Descarboxi-
28 8.39 2.45 Ca3H24N2011 505.1453  505.1478 ~4.90 343.09, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
2—-Descarboxi-
29 2,3-Deshidro— 10.06 2.93 C23H23N201 1 503.1296  503.1309 —2.50 341.07, 297.08, 194.04,150.05, 106.06
neobetanina
2,17-
Bidescarboxi- 297.08, 269.09, 251.08, 223.08,
30 55 techidro. 11.14 3.25 C22H2:N;09 4591398  459.1418 —4.41 19509

neobetanina
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Tabla 3 (continuacion)

# Compuesto Tiempo Tr Formula m/z m/z [M+H]* Error Fragmentos
de relativo Quimica [M+H]* obervado
retencio teodrico
n (Tr)
Betaxanthins

31 Histamina-bx 0.04 264 CiHNsOs 3051244 3051255  -3.76  287.12, 261.13, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
32 Triptofano-bx 10.12 2.95 CaoHiNsOs  398.1340  398.1349  -219  269.07, 223.07, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
33 Fenilalanina-bx 10.15 2.96 CigHisN:Os 3591230  359.1241 315  315.13, 313.11, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
34 Leucina-bx 10.01 2.92 CisHaoN2Os 3251387 3251395  -2.56  281.14, 251.13, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06

(Vulgaxanthina 1V)
35 Alanina-bx 2.02 0.59 CioHiuN,Os  283.0920  283.0929  -3.30 237.08, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
36 Prolina-bx 3.04 0.89 CuHigN2Os  309.1075  309.1084  -2.82 265.11, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06

(Indicaxanthina)
37 Serina-bx 477 1.39 CioHiuN,O;,  299.0869 2000880  -3.84  255.09, 253.09, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
38 Treonina-bx 1.52 0.44 CiHiN,O; 3131022 3131028 -1.83  269.09, 267.09, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
39 Glutamina-bx 1.20 0.35 CuHiNsO; 3401134 3401145  -320  323.08, 277.08, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06

(Vulgaxanthina 1)

Glicina-bx
40 (Portulacaxanthina  6.49 1.89 CiHiN:Os  269.0756  269.0761 _1.78  331.12,239.11, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
Iy

41 Metionina-bx 7.30 213 CiHisN:OsS  343.095 3430962  -3.36  315.09, 269.09, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06
42 Tiramina-bx 8.64 2,52 CiHigN2Os  331.1281 331.1295  -421  287.13,239.11, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06

(Miraxanthina III)
43 Dopamina-bx 7.67 2.24 Ci7H1sN206 347.123 347.1236 ~1.75 255.11, 211.07, 194.04, 150.05, 106.06

(Miraxanthina V)
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Para determinar las betalainas mas abundantes en el “amaranto rojo”, se realiz6 una
cuantificacion relativa debido a que no se disponia de estandares analiticos comerciales para
betalainas. Se midieron las areas de los picos de cada betalaina en el modo MS1 usando los
cromatogramas de iones extraidos basados en el ion precursor [M+H]" y se transformaron en
log1o (Figura 30). En el mapa de calor destacan las betacianinas y betaxantinas mas abundantes
(cuanto mas oscuro es el color, mayor es la concentracion). La amarantina, la cual se identifico
como la betacianina con mayor abundancia en las muestras de “amaranto rojo”, concuerda con
estudios previos (Xie & Chen, 2021; Howard et al., 2022; Sarker et al., 2022). La amarantina fue
cuatro veces mas abundante en las inflorescencias que en las hojas y fue casi el 70% de la
composicion de betacianina. También se detectd isoamarantina, que es el epimero de la
amarantina, pero es menos abundante en comparacion con la amarantina, tanto en las
inflorescencias como en las hojas del “amaranto rojo”. La amarantina y su epimero isoamarantina
se reportaron como betacianinas abundantes y ampliamente distribuidas en treinta y siete
especies de ocho géneros de Amaranthaceae (Cai et al., 2001). Entre las cuarenta accesiones
estudiadas por Cai et al. (2001), amarantina e isoamarantina se presentaron hasta en 91.5 y
2.8% en promedio de la composicion de betacianina, respectivamente. La abundancia de
derivados de amarantina fue mayor que la de derivados de betanina; encontramos tres y diez
veces mas derivados de amarantina que derivados de betanina en inflorescencias que en hojas,
respectivamente. Este hallazgo concuerda con el hecho de que los derivados de betacianina se
generaron espontaneamente a partir de betacianinas, por lo que una mayor abundancia de
amarantina que de betanina puede resultar en una mayor abundancia de 17-descarboxi-
amarantina, descarboxi-isoamarantina y neo-amarantina que de derviados de betanina . Las
principales betaxantinas en las hojas e inflorescencias del amaranto rojo fueron histamina-
betaxantina, betaxantinas derivadas de aminoacidos no polares (triptofano-, fenilalanina-,
leucina-, alanina-, prolina-betaxantina) y betaxantinas derivadas de aminoacidos polares (serina-
, treonina-, glutamina-betaxantina), que forman aproximadamente el 90% de la composicion de
las betaxantinas. Una comparacién de la abundancia de las betaxantinas individuales revel6 que
habia una mayor abundancia en las hojas que en las inflorescencias. Estos hallazgos sugieren

que tanto las betacianinas como las betaxantinas se pueden producir en el “amaranto rojo”.
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Figura 30. Abundancias relativas de las principales betalainas observadas en “amaranto rojo”. A) betacianinas y B) betaxantinas
determinadas bajo una transformacion log+o del area de los picos (Araujo-Leon et al., 2023b).
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Dado que la accesion de amaranto utilizado en este estudio era de color rojo en todos los
tejidos, incluidos los tallos, las hojas y las inflorescencias, podria sugerir que la ruta de las
betacianinas es favorecida, sin embargo, los resultados demuestran la presencia de betacianinas
y las betaxantinas, lo cual implica que el “amaranto rojo” posee la capacidad de sintetizar ambas
betalainas respaldado por su via biosintética. Se han realizado estudios centrados en mejorar la
produccién de betalainas en plantas que han revelado el uso de L-tirosina y genes clave
responsables de la sobreacumulacion de betacianinas y betaxantinas (Wang et al., 2017;
Polturak & Aharoni, 2018). Las betalainas se sintetizan a partir de L-tirosina que se hidroxila a L-
DOPA por un grupo de tirosina hidroxilasas redundantes (CYP76AD1/5/6/15). El L-DOPA se
convierte en 4,5-seco-DOPA mediante la L-DOPA 4,5-dioxigenasa (DODA), y luego en acido
betalamico después de que se produzca una condensacion intramolecular espontanea para la
formacion de la especie quimica 4,5-seco-DOPA (Polturak & Aharoni, 2018; Timoneda et al.,
2019). L-DOPA se puede oxidar paralelamente a ciclo-DOPA por CYP76AD1/3. Cuando el acido
betalamico se conjuga con ciclo-DOPA, se generan betacianinas de color rojo violeta, mientras
que la conjugacion con el grupo de aminoacidos imino o amino genera betaxantinas amarillas.
Wang et al. (2017) utilizaron variedades de remolacha roja que se caracteriza por producir un
alto rendimiento de betacianinas y variedades de remolacha amarilla que producen un alto
rendimiento de betaxantinas, encontraron que la acumulacion de betacianinas necesita una alta
concentracién de L-tirosina, mientras que las betaxantinas requieren una reduccion para convertir
L-DOPA en ciclo-DOPA. Como la mayor parte de la investigacién sobre el amaranto se ha
centrado en los valores de los nutrientes, nuestro analisis LC-MS de las hojas y las
inflorescencias permitié la caracterizacion de las 43 betalainas en el amaranto rojo. Estos datos
amplian la informacién sobre el contenido de betalaina en A. cruentus que hasta ahora sélo ha
sido obtenida con técnicas espectrofotométricas (Khan, 2016). Esta informacion ayudara a
comprender los pigmentos que recientemente se han generado para nuevos productos y

tecnologias basados en el uso de A. cruentus (Avila-Nava et al., 2022; Coelho et al., 2022)
3.5. Conclusiones

En este capitulo, nuestros resultados delimitan las principales betalainas en hojas e
inflorescencias de “amaranto rojo” (A. cruentus). Ademas, es el primer reporte en la literatura
para esta especie. Consta de seis betacianinas de tipo amarantina, dos betacianinas de tipo
gomphrenina, 22 betacianinas de tipo betanina y 13 de betaxantinas. La identificacién por LC-

MS de alta resoluciéon permitié identificar las betalainas con errores de medicién de masa de
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menos de 5 ppm; también fue posible identificar a los derivados de betacianinas procedentes de
reacciones de descarboxilacion y oxidacion. La composicion de betalainas en “amaranto rojo” y
la estrategia metodoldgica que se ha propuesto en este trabajo brindan una plataforma analitica
para la espectrometria de masas en alta resolucion (HRMS, por sus siglas en inglés),
proporcionando el ion molecular [M+H] y los fragmentos de MS/MS, que pueden permitir en el
futuro la caracterizacion de betalainas en otras especies de amaranto o especies productoras de

betalainas de la familia Amaranthaceae y el orden Caryophylalles.
3.6. Perspectivas

La determinacion del perfil de betalainas en la accesion roja de A. cruentus no sélo
proporciona informacién valiosa sobre estos metabolitos en esa accesion en particular, sino que
también proporciona las bases para investigar la presencia de betalainas en otras especies o
accesiones de amaranto. Los avances en la comprension del perfil de betalainas en diversas
especies de amaranto abren perspectivas prometedoras en la industria alimentaria. Por un lado,
se pueden explorar nuevas fuentes de pigmentos naturales para su uso como alternativas a los
colorantes artificiales en la industria alimentaria. Esto contribuiria a satisfacer la creciente
demanda de pigmentos naturales y a promover alimentos mas saludables y sostenibles. Ademas,
comprender y estudiar el perfil de betalainas en amarantos impulsara nuestra investigacion en el
desarrollo de alimentos funcionales, debido a las propiedades benéficas para la salud humana
que este grupo de metabolitos especializados presenta como posibles auxiliares en el manejo,
atencion y prevencion de la diabetes e hipertension, enfermedades de atencion regional, nacional

e internacional.
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CAPITULO IV

ANALISIS METABOLOMICO POR HPLC PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
EXTRACTOS DE HOJAS E INFLORESCENCIAS DE Amaranthus cruentus L. Y SU
POTENCIAL ANTIDIABETICO Y ANTIHIPERTENSIVO

4.1. Resumen

El objetivo de este estudio fue investigar el potencial de los flavonoides (quercetina,
kaempferol, catequina, hesperetina, naringenina, hesperidina y naringina) de Amaranthus
cruentus, derivados del acido cinamico (acido p-cumarico, acido ferulico y acido cafeico) y acidos
benzoicos (acido vainilico y acido 4-hidroxibenzoico) como agentes antioxidantes, antidiabéticos
y antihipertensivos. Se desarroll6 un método analitico con HPLC-UV-DAD para la cuantificacion
simultanea de flavonoides, derivados del acido cinamico y acidos benzoicos para el analisis
metabolémico de hojas e inflorescencias de A. cruentus. La validacién del método analitico se
realizé evaluando la linealidad, el limite de deteccion, el limite de cuantificacién, la precision y la
recuperacion. En las hojas se encontraron los mayores contenidos de flavonoides totales (5.2
mg/g de material liofilizado) y de derivados del acido cinamico (0.6 mg/g de material liofilizado).
Utilizando espectrofotometria UV-Vis, se detectaron los maximos contenidos de betacianinas
totales (74.4 mg/g de material liofilizado) y betaxantinas (31 mg/g de material liofilizado) en las
inflorescencias. El extracto de hoja demostr6 la mayor actividad en la eliminacién de radicales
DPPH. La actividad antidiabética in vitro de los extractos se realiz6 con a-glucosidasa pancreatica
y a-amilasa intestinal, y se compard con la acarbosa. Ambos extractos mostraron una reduccion
de la actividad enzimatica del 57 al 74%. Ademas, las pruebas in vivo en modelos murinos
normoglucémicos mostraron una mejor homeostasis de la glucosa después de la carga de
sacarosa, que fue significativamente diferente del control. La actividad antihipertensiva in vitro de
los extractos se realizd con la enzima convertidora de angiotensina y se contrastd con captopril;
ambos extractos mostraron una reduccion de la actividad enzimatica del 53 al 58%. El extracto
de hoja indujo una relajacion del 45% en un modelo ex vivo de aorta. En el analisis de
acoplamiento molecular, la isoamarantina y la isogomphrenina-l mostraron afinidad predictiva de
union para las a-glucosidasas (maltasa-glucoamilasa humana y sacarasa-isomaltasa humana),
mientras que la catequina mostro afinidad de unién por la enzima convertidora de angiotensina

humana. Los datos de este estudio resaltan el potencial de A. cruentus como alimento funcional.
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4.2. Introduccion

En la ultima década, el amaranto se ha convertido en un importante tema de investigacion
debido a su alto valor nutricional y su potencial como pseudocereal (Caselato-Sousa y Amaya-
Farfan, 2012). Amaranthus cruentus L., también conocido como amaranto rojo, es una de las
muchas especies que ha recibido atencion por su excepcional perfil nutricional, que incluye ser
libre de gluten, bajo en calorias y grasa por porcion, con proteinas de alta calidad y polifenoles,
y por las comidas basadas en amaranto que incorporan las hojas en la dieta de medicina
tradicional (Gresta et al., 2020; Araujo-Leodn et al., 2023a).

El alto contenido de lisina en el grano de amaranto lo distingue de fuentes de alimentos
convencionales, como la soja, el trigo y el arroz, proporcionando aminoacidos esenciales,
proteinas de alta calidad y contenido mineral que desempefian un papel crucial en la nutricion
global (Pisafikova et al., 2005; Mlakar et al., 2009; Caselato-Sousa y Amaya-Farfan, 2012; Sunil
et al., 2014; Joshi et al., 2018). Ademas de su bien equilibrado perfil de aminoacidos y contenido
mineral (Juan et al., 2007; Joshi et al., 2018), el amaranto tiene un metabolismo fotosintético C4
distintivo que ofrece ventajas en el rendimiento de la materia seca y la adaptacion al estrés
ambiental (Sunil et al., 2014; Gresta et al., 2020).

Oftra caracteristica distintiva del amaranto son los compuestos naturales acumulados,
como las betalainas, que dan color a las inflorescencias, hojas y tallos de la planta. Las
principales betalainas en amaranto son la amarantina y su epimero isoamarantina (Tekieli et al.,
2023). Sin embargo, hasta hace muy poco, se ha evidenciado la diversidad de betalainas
(Kumorkiewicz-Jamro et al., 2021). Compuestos bioactivos como polifenoles, acidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxibenzoicos, flavonoides, taninos y ligninas también se han
reportado en el amaranto. Estos compuestos han sido identificados como la causa de las
potenciales propiedades antioxidantes y diversas actividades farmacoldgicas, incluyendo
antidiabéticas, antibacterianas o antihelminticas, asociadas al amaranto que involucran la
reduccion del estrés oxidativo (Saker y Oba, 2019; Saker et al., 2020). La mayoria de los estudios
sobre polifenoles y su impacto en la actividad antioxidante se han centrado en otras especies de
Amaranthus, diferentes de A. cruentus (Bang et al., 2021). Se ha informado la relacion entre las
betalainas y actividades farmacoldgicas como antioxidante, antibacteriana y antiinflamatoria en
especies de la familia Amaranthaceae como Chenopodium formosanum y Gomphrena globosa
(Xie y Chen, 2021; Silva et al., 2021; Xu et al., 2022).
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El amaranto ha sido utilizado durante mas de 6,000 anos desde la civilizacion Azteca, que
le atribuia propiedades medicinales y magicas (Sauer, 1967). En México, las semillas de
Amaranthus hypochondriacus todavia se utilizan para hacer tamales y una confitura de semillas
infladas con miel llamada “alegrias” (Espitia, 1992). En la medicina Ayurveda y Unani, la planta
de amaranto tiene multiples usos. Las semillas son espermogénicas y ténicas. La decoccién de
la planta se utiliza para reducir la intensidad del sangrado menstrual, y las flores se consideran
remedios para la diarrea, la disenteria y la tos (Kumar y Goel, 1998; Michael, 2002; Gupta et al.,
2004; Khare, 2004; Bi Fong et al., 2005; Rastogi y Shukla, 2013). En Pakistan, las hojas cocidas
de A. cruentus se utilizan como laxante (Wali y Bussmann, 2019). A pesar de su significado
tradicional, aun son escasos los estudios detallados que revelen sus propiedades farmacolégicas
especificas y perfil fitoquimico, particularmente para enfermedades metabdlicas como la diabetes
y la hipertension (Tang y Tsao, 2017). Gran parte de la informacién sobre las propiedades
farmacologicas del amaranto se basa en el analisis de hidrolizados proteicos, que ha revelado
péptidos bioactivos que actuan como antidiabéticos, antihipertensivos vy

antihipercolesterolémicos (Soares et al., 2015; Fisayo et al.,2021; Kamal et al., 2021; Zhu, 2023).

Abordando esta brecha, nuestro estudio examiné el extracto metandlico acuoso de A.
cruentus para determinar su influencia en enzimas criticas relacionadas con la diabetes y la
hipertension, asi como su capacidad antioxidante. Se utilizaron HPLC-UV-DAD y acoplamiento
molecular para identificar los compuestos predominantes y dilucidar sus interacciones con las

enzimas objetivo.

4.3. Metodologia

4.3.1. Material vegetal

Las semillas de amaranto rojo (A. cruentus) fueron recolectadas en Valladolid, Yucatan,
México. Los materiales recolectados fueron identificados por la Dra. lvonne Sanchez del Pino.
Las plantas de Amaranthus cruentus se cultivaron en los jardines al aire libre y en los
invernaderos experimentales del CICY. Las hojas e inflorescencias se cosecharon de las plantas
después de 60 dias de cultivo. Una vez recolectados en el campo, los tejidos fueron congelados
en nitrégeno liquido y liofilizados a -51 °C durante 72 hs. Una vez secos, los tejidos se molieron

utilizando un molino de cuchillas y se almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta su analisis.

85



CAPITULO IV

4.3.2. Reactivos quimicos

Se utilizaron metanol (MeOH) y agua (H20) de grado HPLC (Tedia, Fairfield, CT, EE. UU.)
como disolventes de extraccion. Para el analisis con HPLC-UV-DAD, se emplearon MeOH,
acetonitrilo (ACN) y H.O de grado HPLC (Tedia, Fairfield, CT, EE. UU.), con la fase mouvil
acidificada usando acido acético de grado HPLC (Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se
utilizé un extracto de remolacha (Sigma-Aldrich, Cat. # 901266, St. Louis, MO, EE. UU.) como
material de referencia. Para la extraccion mediante dispersion de fase sélida en matriz (MSPD),
se utilizé BondElut-C18 como fase estacionaria, adquirida de Agilent Technologies con un
tamano de particula de 40 um (Santa Clara, CA, EE. UU.).

Para la cuantificacion por HPLC-UV-DAD de flavonoides y acidos organicos, se
adquirieron los siguientes estandares analiticos de Sigma-Aldrich con una pureza superior al
99%: hesperidina, hesperetina, naringina, naringenina, quercetina, catequina, kaempferol, acido
vanilico, acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido cafeico y acido ferulico. Para las

betalainas, se utilizdé betanina de un extracto de remolacha.

4.3.3. Extraccion de los fitoquimicos de las hojas e inflorescencias de A. cruentus

Los fitoquimicos, incluyendo las betalainas, fueron extraidos mediante el método de
dispersion de fase sélida en matriz (MSPD) publicado por Araujo-Ledn et al. (2023b). Se obtuvo
un polvo uniforme moliendo 100 mg de tejido liofilizado a temperatura ambiente en un mortero
con 400 mg de fase estacionaria C18 (BondElut-C18). La mezcla sélida se colocd en cartuchos
para la extraccion en fase solida. Con la ayuda de un colector de vacio (Visiprep, SUPELCO,
Bellefonte, PA, EE. UU.), se eluyeron 9 mL de agua con acido acético al 0.1%, seguido por una
mezcla de agua con acido acético al 0.1% y metanol (1:1, v/v) a -15 mmHg. Ambos eluatos se
recogieron y se evaporaron hasta sequedad. El extracto resultante se resuspendié en una mezcla
de agua con acido acético al 0.1% y metanol (1:1, v/v) y se transfirié a un vial ambar para su
analisis por HPLC-UV-DAD.

4.3.4. Analisis por HPLC-UV-DAD

El analisis por HPLC-UV-DAD se realizé utilizando un equipo Ultimate 3000 UHPLC
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado a un detector UV/Vis (Ultimate 3000 UV/VIS
detector, Dionex). Se inyect6 una alicuota de 20 uL de la muestra, se transfirié a un loop de acero

inoxidable y luego a una columna Hypersil GOLD C18 (100 x 2,1 mm, tamafio de particula de
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1,9 um) a un caudal de 300 uL/min. La muestra se eluyo de la columna a un caudal de 350 pL/min
utilizando un gradiente con H>O acidulada con acido acético al 0.1% (disolvente A), MeOH
acidulado con acido acético al 0.1% (disolvente B) y ACN acidulado con acido acético al 0.1%
(disolvente C). El sistema de elucion en la columna inicié con 100% disolvente A durante 2
minutos, y posteriormente del minuto 2 al 16 se incrementé la proporcion de disolvente organica
hasta un 80% disolvente B y 20% disolvente C. Finalmente, la columna se purgd durante 8
minutos y se estabilizé a la proporcion inicial de la corrida. Los datos de los espectros UV/Vis se
colectaron a 230, 280, 360, 480 y 540 nm. Las areas de cada pico se determinaron con el
software Chromeleon 7.1 (Thermo Scientific, USA). Los graficos se obtuvieron utilizando
GraphPad Prism versién 9.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

4.3.5. Validacion del método de HPLC-UV-DAD

El método fue validado de acuerdo con los criterios establecidos en la guia ICH Q2A

evaluando precision, exactitud, linealidad, rango, y los limites de deteccion y cuantificacion.
Linealidad

La prueba de linealidad fue realizada de manera intradia (n=3) e interdia (n=9). Se
prepararon 5 disoluciones multi componente con todos los estandares analiticos en un intervalo
de 0.5-5.0 yg/mL y fueron analizadas por HPLC-UV-DAD. La ecuacion de la recta fue generada
mediante el modelo de regresion lineal por minimos cuadrados, tomando en cuenta el area bajo

la curva del analito frente a la concentracion.

La determinacion de la pendiente (b), término independiente (a), coeficiente de
correlacion (r) y la varianza residual (Sj ), fue realizada utilizando las siguientes férmulas (ICH
Q2A):

PP
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Donde

X: la variable independiente

Xm: media total de la variable independiente
y: la variable dependiente

ym: media total de la variable dependiente
n: numero total de ensayos realizados

Limite de Deteccion y Cuantificacion
La determinacion del limite de deteccién y el limite de cuantificacion fue realizada

mediante la prueba de disolucion en un intervalo de 80 a 120%. Para esto, se elabord una curva

de calibracién con el punto mas bajo (0.5 pg/mL) que fue evaluado en la linealidad instrumental.

Para calcular los limites, se utilizd la desviacion estandar residual (Sy,x),

estableciéndose la siguiente formula (ICH Q2A):

38
LD ==
b
108
LC=—222
b

Syn= Desviacion estandar residual o ruido
b = Pendiente
LD = Limite de deteccién

LC = Limite de cuantificacion

Precision y exactitud

La evaluacion de la precision se llevo a cabo de manera intradia (n = 3) e interdia (n = 9),
en tres puntos de la curva de calibracion (0.5, 2.5y 5.0 yg/mL). Con los datos obtenidos del area
bajo la curva (ABC) de cada analito se calculé las Desviacion Estandar Relativa (DER),

evaluando el porcentaje de desviacién con respecto a la media para cada ensayo.

La determinacion de la exactitud se llevd a cabo mediante el método de afadido-
recuperado (ICH Q2A), evaluando 9 determinaciones a diferentes concentraciones (0.5, 2.5y 5.0
pg/mL). Con los datos obtenidos del area bajo la curva se calculé el porcentaje de sesgo (% Bias)
intradia e interdia, evaluando el porcentaje de desviacion con respecto a la media para cada

ensayo.

4.3.6. Cuantificacion de betalainas y betaxantinas por espectrofotometria
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El contenido de betalainas y betaxantinas se determin6 mediante el método
espectrométrico propuesto por Cai et al. (1998). Se tomaron 100 mg de tejido seco (hojas e
inflorescencias) y se extrajeron con una mezcla H,O:MeOH (80:20, v/v) acidulada al 0.1% con
acido acético. El material vegetal se coloco en un tubo de 50 mL para centrifuga y se adicion6
25 mL de la mezcla de extraccion, se agitdé con ayuda de un voértex durante 10 min y
posteriormente se centrifugd a 9,000 rpm a 20 °C. El sobrenadante se transfirié a viales ambar

para su analisis por espectrofotometria.

La cuantificacién de betacianinas y betaxantinas se determiné utilizando las siguientes

formulas:

m
Contenido de Betacianinas (7‘9) = (Az36)(PM)(V)(FD)/eLW

m
Contenido de Betaxantinas (7g) = (A4g0)(PM)(V)(FD)/eLW

Donde para betalainas A3, €s la absorbancia medida a 536 nm para el contenido de
betacianinas, PM es el peso molecular de la amarantina (726.6 g/mol), y € es el coeficiente de
extincién molar para la amarantina (5.66 x 10* cm'mol'L). Para betaxantinas, A5, €s la
absorbancia medida a 480 nm para el contenido de betaxantinas, PM es el peso molecular de la
indicaxanthin (308 g/mol), y ¢ es el coeficiente de extincion molar para la indicaxanthin (4.81 x
10*cm™mol'L). V es el volumen total del extracto en mL, FD el factor de dilucion. y W es el peso

seco del tejido vegetal utilizado en g.

4.3.6. Cuantificaciéon de compuestos fendlicos

Se utilizaron los respectivos estandares analiticos para determinar la concentracion de
acidos organicos (acido vinilico, acido 4-hidroxi-benzoico, acido salicilico, acido p-cumarico,
acido cafeico y acido ferulico) y flavonoides (hesperidina, hesperetina, naringina, naringenina,
quercetina, catequina y kaempferol). Para ello, se elaboraron curvas de calibracion mediante un
estandar externo en el intervalo de 0.5 a 5 yg/mL. La determinacion se realizé utilizando las
caracteristicas espectrales de UV de cada fitoquimico, tiempos de retencién y cromatografia con
muestras fortificadas con los estandares disponibles. Finalmente, se reportaron los contenidos
totales de acidos organicos y flavonoides, sumando todas las concentraciones individuales de

cada compuesto.
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4.3.7. Ensayo DPPH in vitro

Para evaluar la capacidad de captacion de radicales libres de los extractos, se siguid la
metodologia que establecié Shimada et al. (1992), utilizando el radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH). En primer lugar, se disolvieron los extractos metandlicos acuosos de hojas e
inflorescencia del amaranto rojo (A. cruentus). Luego, se tomaron alicuotas de 150 uL y se
combinaron con 1,350 uL de DPPH (0.1 mM en etanol). Se agitd la mezcla en un vortex y se
permitié una reaccion durante 30 min a 25 °C en viales ambar para protegerla de la luz. Una vez
que la reaccion finalizd, se midié la absorbancia utilizando un espectrofotémetro (Thermo
Scientific Evolution 220 UV-VIS) en una longitud de onda de 517 nm. Como testigo, se empled
acido ascorbico y se realizaron todas las determinaciones en triplicado. Como testigo positivo de

la reaccion se utilizé acido ascoérbico (vitamina C), por su alta capacidad antioxidante.
El porcentaje de captacion de radicales DPPH se calculé empleando la siguiente férmula:

AC — AE

% Captacion de radicales = 100 * | 1C |

Donde: AC es la absorbancia del testigo y AE es la absorbancia en presencia del extracto.

4.3.7. Ensayo de inhibicion de la actividad de la a-amilasa in vitro

Para determinar la actividad de la enzima a-amilasa de los extractos metanol acuosos de
hojas e inflorescencias de amaranto rojo, se utilizo la metodologia descrita por Tamil et al. (2010)
con ciertas modificaciones. En tubos de 200 uL, se suspendieron 2 mg de almidén en Tris-HCI
0.5 M (pH 6.9) y CaCl; 0.01 M. La disolucién se hirvié durante 5 min y luego se incub6 a 37 °C
por 5 min. A continuacion, se afiadieron 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) al 50% (v/v), 200 pL
de los extractos a una concentracion de 1,000 ug/mL, 200 uL de a-amilasa pancreatica porcina
(2 U/mL) y 500 uL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) al 0.1%. Esta mezcla se dejo reaccionar
por 10 min a 37 °C, y la reaccion se detuvo anadiendo 0.5 mL de acido acético al 50% a cada
tubo. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 4,500 rpm a 4 °C durante 10 min y el sobrenadante

se analizé mediante espectrofotometria.

La absorbancia del sobrenadante se determiné a una longitud de onda de 540 nm. Como

testigo positivo se utilizd el medicamento acarbosa. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

La actividad inhibitoria se calculé empleando la siguiente ecuacion.
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Actividad inhibitoria = (Ac+) - (Ac-) - (As - Ab) / (Ac+) - (Ac-) x 100

Ac+, es la absorbancia cuando la enzima actua sin interferencia (disolvente con enzima).
Ac-, es la absorbancia cuando la enzima no actua (disolvente sin enzima). As es la absorbancia

cuando la enzima actua en presencia de muestra. Ab, es la absorbancia del blanco.

4.3.8. Ensayo de inhibicion de la actividad de la a-glucosidasa in vitro

Basandose en la inhibicion de la a-amilasa, 2 U/mL de a-glucosidasa se disolvio en buffer
fosfato y se incub6 durante 5 min a 37 °C. Una vez concluido el tiempo, se afiadieron 100 pL de
p-nitrofenil-glucopirandsido, previamente disuelto en buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.8), para dar
inicio a la reaccién. La mezcla se dejo reaccionar a 37 °C por 1 h. Posteriormente, para detener
la reaccion, se agregaron 250 pL de carbonato de sodio 1.0 M a cada tubo. Después, los tubos
se centrifugaron a 4,500 rpm a 4 °C durante 10 min y el sobrenadante se sometio a analisis
espectrofotométrico. La absorbancia de la mezcla resultante se determiné a una longitud de onda
de 405 nm. Como referencia, se empled el medicamento acarbosa. Todos los analisis de los
extractos metanol acuosos de hojas e inflorescencias de “amaranto rojo” se llevaron a cabo en
triplicado, usando una concentracion de 1,000 pg/mL. La actividad inhibitoria se determino

utilizando la ecuacion propuesta:
Actividad inhibitoria = (Ac+) - (Ac-) - (As - Ab) / (Ac+) - (Ac-) x 100

Ac+, es la absorbancia cuando la enzima actua sin interferencia (disolvente con enzima).
Ac-, es la absorbancia cuando la enzima no actua (disolvente sin enzima). As es la absorbancia

cuando la enzima actua en presencia de muestra. Ab, es la absorbancia del blanco.

4.3.8. Ensayo de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) in
vitro

La actividad inhibitoria de la ECA de los extractos acuosos de hojas e inflorescencia de
“amaranto rojo” fue determinada a una concentracion de 1 mg/mL. El ensayo se realiz6 siguiendo
el método de Hayakari et al. (1978), en el que la ECA hidroliza la hippuril-L-histidil-L-Leucina
hasta producir acido hipurico e His-Leu. Este método se fundamenté en la reaccién colorimétrica
del acido hipurico con TT (2,4,6-tricloro-triacina) (Tehreem et al., 2021). A 20 pL de disolucion de
ECA (100 mU/mL) se les adicionaron 40 pL de muestras a concentraciones de 1 mg/mL y fueron
incubados en un bafio maria (VWR® Heating circulator modelo 1130-2S) a 37 °C por 5 min.

Posteriormente, se afadieron 100 uL de HHL (hippuril-L-histidil-L-Leucina) al 0.3% en buffer de
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fosfato de potasio 40 umol y buffer de cloruro de sodio 300 umol, previamente ajustados a pH
8.3. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 45 min. La reaccion fue detenida mediante la adicion
de 360 pL de disolucién TT en dioxano (3%, p/v) y 720 uL de buffer de fosfato 0.2 M (pH 8.3).
Después, se centrifugdé a 10,000 rpm durante 10 min y del sobrenadante se midio la absorbancia
a 382 nm mediante espectrofotometria (Thermo Scientific Evolution 220 UV-VIS). Como
referencia, se empleé el medicamento captopril a una concentracion de 0.05 mg/mL. Todos los

ensayos se realizaron en triplicado.

4.3.9. Ensayo de tolerancia a la sacarosa in vivo

Se obtuvieron ratas Wistar macho de alrededor de 250 g del bioterio de la Universidad
Juarez Autonoma de Tabasco. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de
laboratorio con un ciclo de luz y oscuridad de 12 h a 25 °C y humedad alrededor del 65%, con
dieta certificada y agua ad libitum. Todos los experimentos cumplieron con las normas de la
Norma Federal Mexicana para la Experimentacion y Cuidado de Animales (NOM-062-Z00-1999)
y la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de 2010 (No. 85-23, edicion
revisada). Un comité de ética aprobo este protocolo de experimentacion animal en octubre de
2017 con el cadigo de certificacion 2017-001.

Para el ensayo de tolerancia a la sacarosa se sigui6é el método descrito por Araujo-Ledn
et al. (2023c), utilizando ratas normoglucémicas con un ayuno durante 16 h previos a la
experimentacion. Los grupos experimentales constaron de cinco animales y todas las
administraciones se realizaron via intragastrica. El primer grupo fue el testigo al cual se le
administré unicamente disolucion salina de NaCl al 0.9% (p/v), el segundo grupo fue el testigo
de acarbosa a una dosis de 5 mg/Kg, el tercer grupo fue el testigo con glibenclamida a una dosis
de 10 mg/Kg, el cuarto grupo fue el extracto metanol acuoso de hojas de “amaranto rojo” a una
dosis de 200 mg/Kg, y finalmente el quinto grupo fue el extracto metanol acuoso de
inflorescencias de “amaranto rojo” a una dosis de 200 mg/Kg. De acuerdo con el protocolo de
Ortiz-Andrade et al. (2017), la medicion de la glucosa comenzd posterior a administrar una
disolucion de sacarosa (2 g/Kg) a los tiempos 0, 0.5, 1, 2 y 4 h. Para la medicion de la glucemia
en sangre se utilizd un glucémetro comercial (Accu-Check Active, Roche, Basilea, Suiza), con
los datos obtenidos se graficd la variacion de glucosa (% VG) para cada grupo, considerando el
valor inicial a las 0 h, de acuerdo con la siguiente formula:

Go

G, —
0

* 100
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Donde G, es la glucemia inicial en el tiempo 0 h, y G, es el valor de la glicemia en los

tiempos 0.5, 1, 2 y 4 h, respectivamente.

4.3.10. Estudio de acoplamiento molecular

Preparacion de ligandos

Las estructuras de los ligandos, incluyendo amarantina, betanina, catequina,
gomphrenina-I, hesperetina, isoamarantina, isobetanina, isogomphrenina-l, kaempferol,
naringenina y quercetina, fueron optimizadas utilizando el campo de fuerza MMFF94x,
implementado en el software MOE (v2022.02; MOE 2022). Primero, los ligandos fueron
protonados y se calcularon sus cargas parciales, empleando el algoritmo de gradiente conjugado,
con el gradiente RMS establecido en 0.0001 Kcal/mol/Az.

Preparacion del blanco

Las estructuras cristalinas de rayos X del ACE humano (PDB id: 1086, resolucion de 2 A),
maltasa-glucoamilasa humana (PDB id: 2QMJ, resolucion de 1.9 A), sucrasa-isomaltasa humana
(PDB id: 3LPP, resolucion de 2.15 A) y alfa-amilasa pancreatica humana (PDB id: 3BAJ,
resolucion de 2.1 A) fueron descargadas de la base de datos RCSB (Berman et al., 2000). Las
estructuras proteicas fueron preparadas eliminando moléculas extrafias y agua utilizando el
software MOE.

El cribado virtual se realizé utilizando AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010; Eberhardt et
al., 2021), se evaluaron once inhibidores potenciales (amarantina, betanina, catequina,
gomphrenina-lI, hesperetina, isoamarantina, isobetanina, isogomphrenina |, kaempferol,
naringenina, quercetina) y las respectivas moléculas co-cristalizadas (lisinopril, acarbosa y
kotalanol). Las dimensiones de las cajas de la cuadricula para el receptor ACE humano fueron
24 x 22 x 22, con centro de cuadricula x = 40.89, centro y = 32.39 y centro z = 47.28; para el
receptor maltasa-glucoamilasa humana, fueron 24 x 22 x 22, con centro x = -21.70, centro y =
-6.32, centro z = -5.61; para el receptor sucrasa-isomaltasa humano, fueron 26 x 24 x 24, con
centro x = 38.52, centro y = 58.56, centro z = 79.25; para el receptor alfa-amilasa pancreatica
humana, fueron 40 x 28 x 26, con centro x = 8.44, centro y =15.66, centro z = 40.31; todos usando

un espaciamiento de cuadricula predeterminado de 1 A.
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4.4. Resultados y discusion

4.41. Condiciones analiticas por HPLC-UV-DAD para la cuantificacion de
polifenoles

Se desarroll6 y validé un método HPLC-UV-DAD para la identificacion y cuantificacion de
flavonoides, derivados del acido cinamico y acidos organicos en A. cruentus. Los flavonoides
examinados fueron quercetina, kaempferol, catequina, hesperetina, naringenina, hesperidina y
naringina. Los acidos cinamicos analizados incluyeron acido p-cumarico (pCA), acido ferulico
(FA) y acido cafeico (CA). Los acidos benzoicos analizados fueron acidos vanilico (VA) y acido
4-hidroxibenzoico (4-HBA). Se utilizé un sistema de cromatografia de fase inversa, que consistia
en una columna C18; el sistema de elucion fue por gradiente, utilizando metanol, acetonitrilo y
agua con 0.1% de acido acético. Los cromatogramas se obtuvieron a 230 nm. Los 12 fitoquimicos
evaluados se separaron bien, con una correcta resoluciéon como se muestra en la figura 31. Los
acidos cinamicos y la catequina, un flavonoide polar con multiples grupos hidroxilo, fueron
observados entre los 8 a 12 min. Ademas, se detectaron flavonoides glucosilados como naringina
y hesperidina. Finalmente, entre 14 y 21 min, se eluyeron los flavonoides no glicosilados, como

quercetina, naringenina, hesperetina y kaempferol.
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Figura 31. Cromatograma obtenido por HPLC-UV-DAD a 540 nm y 230 nm de los
estandares analiticos para la cuantificacion de betalainas, flavonoides, acidos
cinamicos y acidos benzoicos (Araujo-Leon et al., 2024a).

4.4.2. Validacién del método por HPLC-UV-DAD

Para el control de calidad de nuestros resultados, se realizaron curvas de calibracion
estandar en el intervalo de concentracion de 0.5-5.0 yg/mL. Los resultados del analisis de cada
fitoquimico (Tabla 4) mostraron que todos los analitos presentaron un coeficiente de correlacion
superior a 0.991. Utilizando los datos de linealidad, se calcul6 la desviacion estandar tanto de la
pendiente (Sb) como del intercepto (Sa), y se establecieron los intervalos de confianza
b £ tn—2)Sp Y a x tn-2)S,. ENn todos los fitoquimicos analizados, se observo que la pendiente es
significativamente diferente de cero y el intercepto sugiere una buena linealidad, pasando por el
origen. Los LOD y LOQ se calcularon utilizando la desviacion estandar residual (Syx) de la
pendiente o ruido, el intervalo en el LOD fue entre 0.01-0.10 yg/mL (ppm), y LOQ fue entre 0.02-
0.34 pg/mL. La determinacion de la precision instrumental se obtuvo con las réplicas de la curva
de calibracion durante el dia y en diferentes dias, donde se observé que fue menor al 2%. Los
resultados obtenidos en el proceso de la calibracién cumplen con los parametros establecidos

por la ICH-Q2A en la validacion de métodos analiticos.

Tabla 4. Control de calidad para los fitoquimicos evaluados en “amaranto rojo”.

Floquimico Rt LOn0iud Pendiente lntercepto - Ruido . LOD - 10Q nstramonta

yix Hg/mL)  (ug/mL) (0.5 pg/mL)
Catequina 715 280 0.45 -0.05 0.9981 0.015 0.10 0.34 0.98%
A4HB 7.41 254 6.41 -0.65 0.9932 0.030 0.01 0.05 1.34%
Acaf 8.11 320 1.29 -0.35 0.9924 0.033 0.08 0.25 1.87%
AV 8.16 254 3.95 -0.49 0.9912 0.034 0.03 0.09 1.29%
ApC 9.35 254 0.83 -0.07 0.9941 0.028 0.10 0.33 1.03%
AF 9.93 254 1.96 -0.02 0.9929 0.030 0.05 0.15 1.56%
Naringina 11.26 280 2.51 -0.26 0.9978 0.016 0.02 0.06 0.36%
Hesperidina 11.83 280 3.22 -0.31 0.9937 0.024 0.02 0.07 1.81%
Quercetina 15.75 360 1.49 -0.99 0.9982 0.018 0.04 0.12 1.27%
Naringenina 16.13 280 573 -0.34 0.9975 0.012 0.01 0.02 0.71%
Hesperetina 18.11 280 8.56 -1.14 0.9978 0.014 0.01 0.02 1.64%
Kaemferol 19.96 360 2.52 -1.38 0.9981 0.026 0.03 0.10 1.91%
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Para evaluar la precision y exactitud del método, se realizé un analisis por triplicado de la
concentracion de 12 fitoquimicos estandar en tres concentraciones distintas (0.5, 2.5 y 5.0
pug/mL). Se determind tanto la precision (expresada como porcentaje del Desvio Estandar
Relativo, % DSR) como la recuperacion para cada fitoquimico en las mediciones durante el dia
y en diferentes dias. Los resultados mostraron una variabilidad en la precisién durante el dia
entre 1.32 'y 4.98% y en la precision en diferentes dias de 1.34 y 4.94%. Asimismo, el porcentaje
de recuperacion durante el dia varié de 83 a 98%, mientras que la variabilidad diferentes dias
oscil6 entre 81y 98% (Tabla 5). Estos valores reflejan las diferencias en precision y recuperacion

entre los distintos fitoquimicos y concentraciones analizadas.
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Tabla 5. Precision y recuperacion de 12 fitoquimicos en tres concentraciones
diferentes.

Durante el dia n=3 (Precision [% DSR]; En diferentes dias n=9 (Precisién [% DSR];
Recuperacion [%]) Recuperacion [%])

Fitoquimico 0.5 pg/mL 2.5 pg/mL 5.0 yg/mL 0.5 pg/mL 2.5 pg/mL 5.0 pg/mL

Catequina  2.77 (88%)  1.95(91%)  1.84 (98%)  4.65(84%)  2.68(88%)  1.67 (94%)
A4HB 3.74 (84%)  1.83(89%)  1.57 (97%)  3.91(86%)  2.32(87%)  1.62 (95%)
Acaf 2.73(83%)  2.54 (93%)  1.62(93%)  2.43(84%)  3.64 (89%)  1.54 (91%)
AV 2.96 (89%)  2.60 (95%)  1.87 (96%)  3.87 (83%)  2.45(90%)  1.34 (97%)
ApC 459 (85%) 2.96(95%)  1.74 (93%)  2.63(89%)  3.69 (90%)  1.95 (93%)
AF 3.91(89%)  1.64 (86%)  1.64 (92%)  2.86(83%)  3.45(87%)  1.63 (95%)
Naringina ~ 4.86 (91%)  2.55(86%)  1.96 (90%)  4.94 (82%)  2.86 (91%)  1.61(97%)
Hesperidina  3.82 (90%)  1.54 (93%)  1.89(98%)  3.32(84%)  3.75(92%)  1.39 (98%)
Quercetina  4.98 (88%)  1.74 (91%)  1.53(91%)  3.43(81%)  3.89(88%)  1.54 (97%)
Naringenina  3.93 (86%)  1.57 (88%)  1.68(94%)  3.35(86%)  2.88(92%)  1.58 (92%)
Hesperetina  4.77 (83%)  1.79(92%)  1.55(96%)  2.87 (89%)  3.80 (87%)  1.98 (95%)

Kaemferol  3.51 (90%)  1.92(95%)  1.32(97%)  4.43(87%)  3.88(92%)  1.49 (98%)

4.4.3. Cuantificacion de polifenoles en Amaranthus cruentus

El método analitico desarrollado por HPLC-UV-DAD se utilizé para cuantificar
simultaneamente los 12 fitoquimicos, incluyendo flavonoides, acidos benzoicos y acidos
cinamicos, en A. cruentus. Se registraron y graficaron los espectros UV-Vis de cada fitoquimico
a 230 nm. Para confirmar cada sefial correspondiente de los fitoquimicos presentes en las
muestras liofilizadas de A. cruentus, comparamos los espectros UV-Vis y el tiempo de retencion
con el analito estandar (Figura 32). Los flavonoides mas abundantes fueron quercetina,
kaempferol, catequina y hesperetina (Figura 33A). La quercetina, un flavonoide que no esta
glicosilado, se determin6é como el mas abundante, con una concentracion de 1,361 ug/g en hojas
y 77.28 pg/g en inflorescencias. El acido cinamico mas abundante fue pCA, mientras que VA fue
el acido benzoico con mayor cantidad. Ademas, cuando los datos de cuantificacion obtenidos por
HPLC-UV-DAD se calcularon para reflejar el contenido total de flavonoides, acidos benzoicos y
acidos cinamicos, encontramos que las hojas de A. cruentus producian significativamente mas
flavonoides (p < 0.05) que las inflorescencias, con una relacion estimada de 16:1 (Figura 33B).
Las hojas tenian una concentracion total de flavonoides de 5230 + 403 ug/g en comparacion con
las inflorescencias, que mostraron 334 + 64 ug/g. El contenido total de acidos benzoicos y acidos
cinamicos también fue mayor en las hojas que en las inflorescencias, pero la relacion fue menor
de 2:1, y solo las diferencias en acidos cinamicos fueron significativas. Las hojas y las

inflorescencias tenian un total de 317 + 12 ug/g y 276 + 47 ug/g de acidos benzoicos, asi como
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643 £ 15 ug/g y 462 + 58 ug/g de acidos cinamicos. Las hojas difieren significativamente en su
composicion quimica, indicando un perfil de polifenoles mas completo, lo que podria tener

implicaciones para la investigacion farmacoldgica.
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Figura 32. Cromatogramas graficados a 230 nm de las muestras de hojas (A) e
inflorescencias (B). Los picos etiquetados del 1 al 12 corresponden a los fitoquimicos
con la misma etiqueta en la Figura 31 (Araujo-Leon et al., 2024a).
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Figura 33. Composicién quimica de polifenoles y betalainas en hojas e inflorescencias
de A. cruentus. (A) Mapa de calor de las concentraciones de polifenoles; (B) contenido
total de polifenoles incluyendo flavonoides, acidos benzoicos y acidos cinamicos; (C)
contenido total de betalainas, que comprende tanto betacianinas como betaxantinas
(Araujo-Leon et al., 2024a).

4.4.4. Cuantificacion de betalainas en Amaranthus cruentus L.

El alto contenido de betalainas en plantas se ha clasificado en dos clases: betacianinas y
betaxantinas. En este trabajo, decidimos cuantificar estos pigmentos naturales utilizando el
método por espectrofotometria propuesto por Cai et al. (1998). El método utiliza el coeficiente de
extincion molar de la amarantina (5.66 x 10* cm'mol" 'L) para determinar el contenido de
betacianinas y el contenido de betaxantinas con indicaxantina (4.81 x 10* cm'mol'L). Como se
reportd anteriormente, A. cruentus produce amarantina e isoamarantina como sus principales
betacianinas (Araujo-Leon et al., 2023b). En las muestras liofilizadas de A. cruentus se encontré
que la concentracién de estos compuestos difiere significativamente (p < 0.05) entre las
inflorescencias y las hojas. En las inflorescencias se determiné que la concentracion de
betacianinas fue de 74,425 + 934 ug/g, que fue significativamente mayor que la concentracion
en las hojas de 17,080 + 582 pg/g, teniendo asi cuatro veces mas betacianinas (Figura 42C). El
contenido de betaxantinas en las inflorescencias fue mayor que el encontrado en las hojas,
siendo de 31,010 £+ 389 ug/g y 7445 £ 293 ug/g, respectivamente. Estos hallazgos destacan una
distribucion desigual de las betalainas entre las inflorescencias y las hojas, resaltando la

excepcional riqueza de estos pigmentos en las inflorescencias de A. cruentus.
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El analisis comparativo en 21 genotipos de Amaranthus spp. realizado por Cai et al. (1998)
indicdé un rango de concentracion de betalainas de 16 a 47 mg/g en peso seco (PS) en las
inflorescencias de A. cruentus. Este rango difiere notablemente con la concentracion de 74.42
mg/g PS observada en nuestra accesion roja de A. cruentus. Esta concentracion supera a las
encontradas en otras especies de Amaranthus, como A. caudatus (maximo 28 mg/qg), A. hybridus
(17 mg/g), A. hypochondriacus y A. lividus (ambos con 19 mg/g), y A. paniculatus (30 mg/g).
Adicionalmente, en A. tricolor, conocido por sus hojas rojas, se reportaron concentraciones entre
24 y 33 mg/g; en nuestro estudio, el contenido fue menor que en A. tricolor, con 17.08 mg/g (Cai
et al., 1998).

Otro estudio, en 37 especies de 8 géneros dentro de la familia Amaranthaceae, con 26
especies pertenecientes al género Amaranthus, reveld concentraciones de betacianinas entre
0.08 y 1.36 mg/g en peso fresco (PF). En este trabajo, A. cruentus mostro el contenido mas alto
de 1.36 mg/g PF, significativamente menor que la concentracion de 29.65 mg/g PF observada
en nuestra accesion roja de A. cruentus, indicando asi una concentracion mucho mayor en este
ultimo con una proporcion de 21:1. Esta disparidad llevé a la conclusion de que las especies
cultivadas generalmente poseen un contenido mas alto de betacianinas en comparacion con sus
contrapartes silvestres (Cai y Corke, 2001). Ademas, un estudio que evalud 48 accesiones de
Amaranthus en su etapa vegetativa encontré que A. cruentus, representado por 28 de estas
accesiones, tenia la concentracion mas alta de betalainas con 6.55 mg/g PS (Howard et al.,
2022).

En un contexto mas amplio, investigaciones sobre cultivares rojos de Djulis
(Chenopodium formosanum) observaron una concentracion maxima de betalainas de 3.4 mg/g
PF (Xie y Chen, 2021). En 10 cultivares de nopal (Opuntia spp.), los contenidos de betalainas
variaron de 0.05 a 5.29 mg/g PF, con contenido de betaxantinas totales entre 0.12 y 2.86 mg/g
(Castellanos-Santiago y Yahia, 2008). La remolacha roja (Beta vulgaris) mostré contenidos de
betalainas entre 10.26 y 17.15 mg/g PS (Sawicki y Wiczkowski, 2016). Un estudio reciente sobre
callos de Gomphrena globosa report6 el contenido mas alto de betacianinas con 0.37 mg/g PF
(Pari et al., 2024). En las cascaras de frutas de nopal (Opuntia ficus-indica), el contenido de
betacianinas en peso seco fue de 4.51 mg/g, y las betaxantinas fueron 0.67 mg/g (Karunanithi,
2023). La remolacha en polvo liofilizada mostrd una concentracion maxima de betacianinas de
4.01 mg/g y de betaxantinas de 3.42 mg/g (Kumar et al., 2023); en la pulpa de pitaya
(Stenocereus thuberi), el contenido total de betalainas fue de 2.6 mg/g PS (Rodriguez-Félix et

al., 2023). Estas comparaciones nos permiten afirmar que A. cruentus, la accesion roja de
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Valladolid, Yucatan, México, es excepcionalmente rica en betalainas, convirtiéndola en una

fuente natural destacada de estos pigmentos naturales.

Los componentes fendlicos, especialmente los acidos hidroxicinamicos, los acidos
hidroxibenzoicos y los flavonoides, son compuestos vegetales esenciales y ampliamente
estudiados en las especies de Amaranthus. Estudios comparativos entre genotipos rojos de A.
tricolor y genotipos verdes de A. lividus revelan una riqueza en acidos fendlicos y flavonoides en
las accesiones rojas. Especificamente, las accesiones rojas mostraron concentraciones fendlicas
que oscilan entre 85 y 312 ug/g PS, superiores al rango de las accesiones verdes de 71 a 220
Mg/g PS. Estas concentraciones consistieron predominantemente en acido galico, acido vanilico,
acido salicilico, protocatequina, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico y acidos trans-
cinamicos. Ademas, los flavonoides como rutina, quercetina, miricetina y kaempferol fueron
abundantes en las accesiones rojas (Khanam y Oba, 2013; Sarker y Oba, 2019). Este pefrfil
concuerda con hallazgos de otros estudios sobre Amaranthus spp., destacando la prevalencia
de flavonoides como quercetina, rutina, catequina, miricetina, kaempferol y naringenina (Li et al.,
2015; Sarker et al., 2020).

En A. hypochondriacus, A. caudatusy A. cruentus, los flavonoides que se han identificado
son principalmente como 3-rutinésidos de quercetina y kaempferol, con presencia minima de
quercetina no glicosilada. La comparacion con otras investigaciones de otros vegetales de hoja,
incluyendo espinaca, lechuga y A. tricolor tanto accesiones verdes como rojas, revelaron que A.
cruentus exhibe un perfil polifendlico superior, con concentraciones de 162 ug/g PS para
compuestos fendlicos y 125 ug/g para flavonoides, ricos en acido cafeico, acido p-cumarico,

acido ferulico, isoquercetina, rutina, quercetina y kaempferol (Khanam et al., 2012).

El contenido polifendlico en las semillas de A. cruentus ha sido documentado, revelando
una concentracion total de fenoles de 1,214 mg/kg. Kaempferol, que forma el 86% de este
contenido, fue el flavonoide predominante, junto con acidos organicos como acido vanilico, acido
cafeico y acido p-cumarico (Procopet y Oroian, 2022). En las harinas de semillas de A.
hypochondriacus, la rutina se observd como el flavonoide mayoritario, con concentraciones entre
4 y 10 ug/g y un perfil polifendlico que incluia acido 4-hidroxibenzoico, acido siringico, acido
vanilico, isoquercitrina y nicotiflorina (Barba de la Rosa et al., 2009). Karamac et al. (2019)
reportaron en A. caudatus que en las etapas vegetativas tempranas poseen un contenido fendlico
mas alto (33 mg/g) comparado con las etapas posteriores (27 mg/g). Este contenido aumento a

través de las etapas de desarrollo, alcanzando un pico de 27 mg/g durante la floracion. Las hojas
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mostraron concentraciones de polifenoles ligeramente mas altas, con un perfil metabdlico de 17
compuestos. La rutina fue predominante, variando de 418 a 1,169 ug/g, representando el 95%
de los flavonoles. Nuestros resultados corroboran los hallazgos de Kalinova y Dadakova (2009),
quienes observaron que la rutina y la quercetina eran mas abundantes en las hojas en
comparacion con las inflorescencias, mientras que las semillas tenian el contenido mas alto de
metabolitos. La cantidad de quercetina en las hojas de amaranto es influenciada por factores
abidticos como la radiacion UV-B y UV-C (Mahdavian et al., 2008).

En resumen, nuestro estudio revela que la accesion roja de A. cruentus tiene
concentraciones significativamente mas altas de acidos organicos y flavonoides que otras
especies y accesiones, resaltando una contribucion significativa para entender la distribuciéon de
compuestos fendlicos en Amaranthus. Este es el primer estudio que informa el perfil polifendlico

en las inflorescencias de esta especie.

4.4.5. Cribado farmacoldgico in vitro, in vivo, ex vivo e in silico de A. cruentus

El cribado farmacolégico de los extractos metandlicos acuosos de las hojas e
inflorescencias de A. cruentus se realizd para determinar la capacidad antioxidante en la
captacion y neutralizacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), y para determinar la
capacidad inhibitoria de las enzimas responsables de la hidrolisis de carbohidratos complejos en
humanos y la regulacién de la presion arterial. Esta serie de pruebas in vitro incluyo testigos
positivos como el acido ascoérbico debido a su alta capacidad antioxidante; acarbosa, que inhibe
tanto la a-amilasa pancreatica como la a-glucosidasa intestinal; y captopril, que inhibe la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). La inhibicion de la a-amilasa pancreatica y la a-glucosidasa
intestinal es una estrategia efectiva para la atencién de la diabetes, ya que ayuda a reducir y
estabilizar la homeostasis de la glucosa (Kajariaet al., 2013; Algahtani et al., 2020). Inhibir la ECA
es una estrategia efectiva para combatir la hipertension, ya que auxilia en la reduccion de la
presion arterial alta al relajar las venas y arterias (Wong et al., 2004). Para incentivar la creacion
de alimentos funcionales basados en amaranto, el propdsito de seleccionar estas enzimas fue
investigar su inhibicién por los extractos metandlicos acuosos y comparar la inhibicion de esas

enzimas frente a acarbosa y captopril, dos farmacos utilizados actualmente en la medicina.
Ensayo antioxidante con DDPH

El ensayo DPPH reveld que los extractos de las hojas e inflorescencias de A. cruentus

neutralizan el radical DPPH en un 52% y 46%, respectivamente, sin diferencias significativas en
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la eficacia antioxidante (p > 0.05) (Figura 34). Actualmente, la busqueda de alimentos ricos en
antioxidantes es innegable, dado su papel crucial en amenorar el dafio oxidativo, lo cual, esta
vinculado a la patogénesis de numerosas enfermedades. El aumento en especies reactivas de
oxigeno (ROS) es generalmente responsable del dafio celular, que esta asociado con una gama
de enfermedades crénicas y degenerativas, incluyendo diabetes, hipertension, inflamacion

celular, enfermedad de Parkinson, VIH/SIDA vy varios tipos de cancer (Liu et al., 2023).
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Figura 34. Resultados de la prueba de captacion de radicales DPPH de las hojas e
inflorescencias de A. cruentus (Araujo-Leon et al., 2024a).

El amaranto (Amaranthus) ha sido reconocido como una fuente importante de
antioxidantes. Los granos de amaranto contienen moléculas antioxidantes caracteristicas,
incluyendo escualeno, vitamina E, $-caroteno y acido linoleico. Amaranthus cruentus se distingue
por su alta concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides. Ademas, sus hojas e
inflorescencias son ricas en betalainas, como la amarantina y su epimero isoamarantina, que
son las mas abundantes (Araujo-Leon et al., 2023b). Estos hallazgos subrayan que el amaranto

es una fuente prometedora para terapias antioxidantes naturales.
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Las especies pertenecientes al género Amaranthus son conocidas por poseer
fitoquimicos con actividad antioxidante, lo que contribuye principalmente a sus propiedades
medicinales (Adegbola et al., 2020). Estudios en A. spinosus, A. viridis, A. graecizans y A.
hybridus mostraron excelente actividad en estabilizar el radical DPPH utilizando extractos
metandlicos acuosos de hojas. Especificamente, las accesiones rojas de A. gangeticus que
contienen altas cantidades de betalainas han sido reportadas que desempenan un papel crucial
en los efectos antioxidantes (Sarker y Oba, 2021), y esto también ha sido reportado en A. lividus

y A. hypochondriacus (Li et al., 2015).

Un grupo clave de metabolitos que contribuye a los efectos antioxidantes en A. cruentus
€s por su rica composicion en betalainas. En nuestro estudio anterior sobre esta accesion roja
de A. cruentus, reportamos 43 betalainas, siendo las mas abundantes la amarantina,
isoamarantina, gomphrenina-l y betanina (Araujo-Ledn et al., 2023b). Las betalainas, que son
derivados de aminoacidos del acido betalamico, poseen una estructura quimica aromatica amino
capaz de estabilizar radicales libres, como el radical DPPH, a través de la donacion de electrones
(Belhadj Slimen et al., 2017). La amarantina y la isoamarantina extraidas de A. tricolor se
reportaron valores de inhibicion del radical DPPH del 31.1%, mientras que la gomphrenina-I de
Gomphrena globosa inhibio el 74.5%, y la betanina de Beta vulgaris mostré una tasa de inhibicion
del 50.8% (Cai et al., 2003 y 2005).

Por otra parte, el efecto antioxidante del género Amaranthus también es contribuido
significativamente por su perfil de polifenoles. La estructura de los polifenoles, como los
flavonoides con intermediarios semiquinona, puede estabilizar radicales libres mediante la
conjugacion de anillos aromaticos y grupos -OH. Quercetina, su glicésido rutina, y las flavanonas
naringenina y naringina han demostrado tener un potente poder antioxidante a través de estas
vias (Baranowska et al., 2021). Se ha demostrado que kaempferol neutraliza las especies
reactivas de oxigeno (ROS) en células de carcinoma hepatocelular (Sharma et al., 2021),
sugiriendo sus efectos beneficiosos en ensayos antitumorales y antiinflamatorios (Wang et al.,
2018). Con propiedades antioxidantes potentes, las catequinas son moduladas a través de
mecanismos directos, como la captacion de ROS por quelacién de iones metalicos, o
mecanismos indirectos que estimulan la activacion de enzimas antioxidantes, inhiben enzimas
prooxidantes y producen enzimas de desintoxicacion de fase Il (Bernatoniene y Kopustinskiene,
2018). Naringenina y hesperidina, junto con sus agliconas (naringina y hesperetina), estan
clasificadas como alternativas prometedoras para la prevencién del cancer y la terapia adyuvante

debido a sus potentes efectos antioxidantes, neutralizando ROS y ayudando en la modulacion
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de la epigenética, sefalizacidén de estrogenos, apoptosis e inhibicion de la invasion metastasica

del tumor (Basso Scandolara et al., 2023).

La riqueza metabdlica de A. cruentus en betalainas, flavonoides y acidos organicos
permite atribuir a estos metabolitos el poder antioxidante, posicionandolo como un alimento que

puede prevenir la oxidacién en el consumo cronico y las enfermedades relacionadas con el estrés

oxidativo.

Inhibicion In Vitro e In Silico de a-Amilasa, a-Glucosidasa y Prueba In vivo de

Tolerancia Oral a Ia Sacarosa

En cuanto a la inhibicion de la enzima a-amilasa, los extractos metandlicos acuosos de
inflorescencias y hojas no mostraron diferencias significativas (p > 0.05). Sin embargo, el extracto
de hoja demostré una mayor eficacia (69%) en la inhibicion de esta enzima, superando al extracto
de inflorescencia por un 17% (52%). Se observo un patrén similar en la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa, donde el extracto de inflorescencia (54%) superé al extracto de hoja por un 8%

(46%, Figura 35).
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Figura 35. Comparacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa y a-amilasa en
extractos de hoja e inflorescencia de A. cruentus (Araujo-Ledn et al., 2024a).

En el estudio realizado in silico con la enzima maltasa-glucoamilasa (a-glucosidasa),

cuatro compuestos: betanina, isobetanina, catequina e isoamarantina, demostraron una notable
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afinidad al sitio de accion, que oscila entre -8.1 y -9.1 kcal/mol. Estos valores superan la afinidad
del ligando cocristalizado acarbosa (testigo / farmaco), que es de -7.9 kcal/mol (Tabla 6). La
isoamarantina, con una afinidad de -9.1 kcal/mol, se destacd por bloquear la cavidad del sitio
catalitico de la a-amilasa, generando interacciones unicas con Arg202, Thr205, Arg334 y Phe450,

mientras mantiene interaccion con Tyr299 (Figura 36A).
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Tabla 6. Resultados de AG (kcal/mol) in silico del cribado enzimatico.

Enzima Maltasa- Enzima Sucrosa- Enzima Alpha-
Enzima Convertidora de Glucoamidasa Isomaltasa Amylasa Pancreatica
Angiotensina Humana Humana Humana Humana
Ligando AG (Kcal/mol) AG (Kcal/mol) AG (Kcal/mol) AG (Kcal/mol)
Lisinopril —7.6 - - -
Acarbosa - -7.9 - -9.1
Kotalanol - - -5.9 -
Amarantina -9.6 71 -6.8 -8.9
Betanina -9.5 -8.1 -8.6 -9.5
Catequina -9.9 -8.6 -7.6 -9.5
Gomphrenina-I 9.4 7.8 -8.8 -8.6
Hesperetina -8.1 7.0 —-6.5 7.7
Isoamaranthina —6.8 -9.1 -8.2 -11.9
Isobetanina 9.7 -8.3 -8.0 -9.1
Isogomphrenina-I -9.50 7.4 -9.0 -8.4
Kaempferol -8.0 7.4 7.7 -9.0
Naringenina -8.1 —6.9 -6.3 7.7
Quercetina -8.3 -74 -7.8 -9.1

En cuanto a la sucrasa-isomaltasa, otra a-glucosidasa, todos los compuestos evaluados
mostraron afinidades entre -6.3 y —9.0 Kcal/mol, superando la afinidad de —-5.9 Kcal/mol del
ligando cocristalizado kotalanol (Tabla 8). Isogomphrenina | fue destacada, con una afinidad de
-9.0 Kcal/mol, internalizandose en el sitio catalitico y manteniendo interacciones con Asp355,
Trp435 y Asp571, al igual que kotalanol, ademas de formar nuevas interacciones con Leu233,
Asp472, Ser631, Asp632 y Tyr634 (Figura 36B).

Finalmente, en el caso de la a-amilasa pancreatica, seis compuestos exhibieron
afinidades comparables o superiores a acarbosa, que varian de -9.0 a —-11.9 Kcal/mol, con
acarbosa teniendo una afinidad de —9.1 Kcal/mol (Tabla 8). Una vez mas, isoamarantina se
destacé con -11.9 Kcal/mol, ocupando el sitio catalitico de manera similar a acarbosa y
conservando interacciones con Trp59, GIn63, Asp195 y Lys200, ademas de una nueva
interaccion con Gly306 (Figura 36C).

107



CAPITULO IV
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Figura 36. Analisis estructural e interaccién de enzimas humanas clave con inhibidores,
acompafiado de diagramas de interaccion 2D. (A) Maltasa-glucoamilasa unida con
acarbosa (amarillo) e isoamarantina (9.1 Kcal/mol, cian). (B) Interacciéon de sucrasa-
isomaltasa con kotalanol (amarillo) e isogomphrenin-I (-9.0 Kcal/mol, salmén). (C)
Alpha Amilasa pancreatica conjugada con acarbosa (amarillo) e isoamarantina (-11.9
Kcal/mol, cian). (D) Enzima convertidora de angiotensina conjugada con lisinopril
(amarillo) y catequina (—9.9 Kcal/mol, verde) (Araujo-Leon et al., 2024a).
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Los resultados del analisis in vitro de los extractos de ambos tejidos vegetales nos
alentaron para su evaluacion en un modelo murino in vivo. Dada la capacidad de los extractos
para inhibir enzimas clave en la hidrélisis de carbohidratos complejos y su notable potencial
antioxidante, se eligio un modelo de prueba de tolerancia a la sacarosa. La sacarosa, un
disacarido compuesto de glucosa y fructosa unidas por un enlace glucosidico, puede ser
hidrolizada por las enzimas mencionadas anteriormente. El experimento implicé administrar una
carga de glucosa (2 g/Kg) a los animales y observar su respuesta al extracto. La hipoétesis era
que si los extractos inhibian la a-amilasa y la a-glucosidasa en un modelo in vivo, la variacion del
nivel de glucosa en sangre deberia ser menor que un testigo negativo (disolucion salina). Para
alcanzar la variacion en los niveles de glucosa en sangre post-administracion después de la carga
de sacarosa y los extractos, se utilizaron dos medicamentos como testigos positivos:
glibenclamida (10 mg/Kg) y acarbosa (5 mg/Kg), conocidos por su capacidad para reducir los

niveles de glucosa en sangre.

Usando los extractos metandlicos acuosos de las hojas e inflorescencias de A. cruentus,
la prueba de tolerancia oral a la sacarosa mostré una disminucion en la variacion de la glucosa
en sangre en comparacion con el testigo negativo (disolucion salina), con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) (Figura 37). Estos resultados indican que los extractos
contribuyen a una mejor recuperacion de la homeostasis en los niveles basales de glucosa. Estos
hallazgos confirman la existencia de un mecanismo bioquimico y farmacolégico en los extractos

que modula y mejora la recuperacién de la homeostasis glucémica.
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Ensayo de Tolerancia a la Sacarosa por via Oral
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Figura 37. Prueba de tolerancia a la sacarosa por via oral en un modelo murino
normoglucémico utilizando extractos de hojas e inflorescencias de Amaranthus
cruentus (Araujo-Leon et al., 2024a).

Al observar el comportamiento de los medicamentos testigos, se notd que la
glibenclamida, que actua sobre la célula beta pancreatica modulando la secrecion de insulina,
caus6 una disminucién pronunciada en los niveles de glucosa. Especificamente, a las 2 h post-
administracion, se registré una variacion de la glucemia del -12%; a las 4 h, fue del —46%. Por
otro lado, la acarbosa, un farmaco que inhibe las enzimas responsables de la hidrdlisis de
carbohidratos complejos mostré una variacion de glucosa en sangre de aproximadamente el 2%
después de 2 h post-administracién. En comparacion, los extractos de hoja mostraron una
variacion de alrededor del 5%, los extractos de inflorescencia alrededor del 11% y la disolucién

salina de control mostrd una variacion del 22%.

Las evaluaciones de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa, asi como la prueba de
tolerancia oral a la sacarosa, se realizaron para demostrar que los extractos de A. cruentus
podrian ayudar en la prevencion de la diabetes. Los inhibidores de la a-glucosidasa intestinal
ralentizan la tasa de absorcion de carbohidratos complejos, reduciendo la hiperglucemia
postprandial. Los inhibidores comerciales (incluyendo acarbosa, miglitol y voglibosa) actuan
mediante la inhibicién competitiva en el borde de las células enterociticas del revestimiento del

lumen intestinal, previniendo la absorcién de disacaridos como la sacarosa y oligosacaridos, pero
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sin afectar a los monosacaridos como la glucosa (Krentz y Bailey, 2005). También se ha
observado que estos inhibidores alteran la liberacién de hormonas intestinales dependientes de
la glucosa, aumentando la secrecion de glucagén y disminuyendo las concentraciones de insulina

postprandiales (Lebovitz, 1998).

La suplementacién con harina de amaranto (A. hypochondriacus) al 30% en tortillas de
maiz azul ha demostrado inhibir las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Gamez-Valdez et al.,
2021). Ademas, los extractos metandlicos acuosos de granos de amaranto (A. cruentus) y hojas
(A. hybridus) consumidos en Kenia inhibieron con éxito la a-amilasa y la a-glucosidasa. Los
extractos de granos presentaron una inhibicion del 35 y 40% para a-amilasa y a-glucosidasa,
respectivamente, mientras que los extractos de hojas mostraron una inhibicién del 27 y 28%,
respectivamente. El estudio concluyo que este efecto inhibitorio se debia a metabolitos fendlicos
con capacidad antioxidante, como flavonoides y acidos organicos (Kunyanga et al., 2012). Esta
inhibiciéon enzimatica también se observd en extractos acuosos de tallos de Amaranthus sp.,
donde se identificaron flavonoides como los principales compuestos fendlicos responsables
(Sultana et al., 2020). Las hojas comestibles de A. inamoenus y A. gangeticus de Taiwan
mostraron este potencial antidiabético al inhibir las enzimas mencionadas relacionadas con
compuestos polifendlicos (Yang et al., 2020). Un estudio reciente mostré que el chalote (Allium
cepa L.) enriquecido con amaranto redujo los niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas
inducidas por estreptomicina y tratadas con dosis crénicas durante 14 dias. La modulacion de
este efecto se vinculo a las enzimas intestinales a-glucosidasa y el potencial de los compuestos
fendlicos (Omoba et al., 2022).

La actividad inhibitoria de los polifenoles (acidos organicos, flavonoides y catequinas) esta
bien documentada, con estudios que investigan cémo las posiciones de los hidroxilos afectan las
relaciones estructura-actividad (Sohretoglu et al., 2023). Nuestros estudios in silico encontraron
que isoamarantina e isogomphrenina-l exhibieron el AG mas bajo en su interaccion molecular
con las enzimas glucosidasa y amilasa. Si bien sera necesaria mas investigacion experimental
para estudiar las interacciones de isoamarantina con la enzima de manera mas precisa, uno de
los desafios inmediatos podria ser la aislacion de isoamarantina de alta pureza. Esta establecido
que el extracto de remolacha roja, conocido por su alto contenido de betanina, puede inhibir
ambas enzimas en el lumen intestinal, lo que lleva a una reduccién de los niveles de glucosa
postprandial (Madadi et al., 2020). Los extractos etandlicos acuosos de las inflorescencias de
Celosia argentea, con un contenido de betacianina de 14.52 mg/g y abundante amarantina e

isoamarantina, han mostrado actividad inhibitoria de enzimas (Thiyajai et al., 2021). Sin embargo,
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la literatura sobre la correlacion entre las betalainas y la inhibicidon enzimatica es escasa. Algunos
estudios sugieren que las betalainas y los polifenoles trabajan juntos en ciertas especies de la
familia Amaranthaceae para inhibir estas enzimas, sugiriendo un efecto sinérgico que modula la

actividad enzimatica (Sawicki et al., 2017; Jimenez-Garcia et al., 2022).

Durante el estudio in vivo, observamos que ambos extractos de A. cruentus a
concentraciones de 200 mg/Kg fueron notablemente mas efectivos en mejorar la homeostasis de
la glucosa que la disolucion salina en el grupo de control. Su comportamiento difirid
significativamente de la cinética de glibenclamida, un farmaco que estimula la secrecion de
insulina, lo que indica que los extractos probablemente no poseen actividad secretagoga. Los
extractos de amaranto pueden afectar la digestion de carbohidratos, lo que concuerda con la
inhibicion observada de la a-amilasa pancreatica y la a-glucosidasa intestinal, y con el patron
similar del indice glucémico causado por la administracion de extractos o acarbosa. Integrando
el perfil metaboldmico, la actividad in vitro y la dinamica molecular in silico, es posible que las
betalainas sean los metabolitos responsables de esta actividad, y que interactuen de manera
sinérgica con el grupo presente de polifenoles. La biodisponibilidad oral de las betalainas de la
remolacha roja (Beta vulgaris) ha sido estudiada en modelos murinos (Sawicki et al., 2017), asi
como las betalainas del fruto de nopal (Opuntia ficus-indica) en modelos de roedores con
inflamacion aguda (Allegra et al., 2014). Ademas, se han observado los efectos antidiabéticos de
la betanina en ratas inducidas con estreptozotocina, revelando que los efectos de la betanina
estan mediados a través de la via de sefalizacion de la proteina quinasa activada por adenosina
5-monofosfato (AMPK), el regulador silencioso de informacién 1 (SIRT1) y el factor nuclear
kappa de células B activadas (NF-kB), posicionando a las betalainas como fitoquimicos efectivos

en el tratamiento de trastornos metabdlicos como la diabetes (Abedimanesh et al., 2021).

Inhibicién In Vitro e In Silico de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) y

resultados del experimento ex vivo de vasorrelajacion

Por ultimo, ambos extractos mostraron una eficacia comparable en la inhibicion de la
ACE, con el extracto de hoja inhibiendo en un 58% y el extracto de inflorescencia en un 53%,
con solo una diferencia del 5% (Figura 38A). Dado que los extractos de A. cruentus mostraron
una actividad significativa (>50%) contra la ACE, exploramos su efecto potencial sobre la
vasorrelajacion adrtica murina a través de un experimento ex vivo. Observamos que el extracto
de hoja indujo una vasorrelajacion maxima de aproximadamente el 45% en anillos adrticos con

endotelio intacto (E+), superando al extracto de inflorescencia, que alcanz6 una tasa del 28% en
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condiciones similares. Estos efectos fueron especificos del endotelio, ya que los anillos adrticos

sin endotelio (E-) no mostraron cambios significativos en la vasorrelajacion (Figura 38B).
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Figura 38. Efecto vasodilatador de los extractos de A. cruentus de hojas e
inflorescencias. A) Inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina y B) Curvas
de respuesta de concentracion del efecto vasorrelajante: E+: con endotelio y E-: sin
endotelio (Araujo-Leon et al., 2024a).

La investigacion sobre los efectos del amaranto en la inhibicion de la ACE es escasa.
Estudios destacan que los extractos polares de amarantos, especificamente A. hybridus y A.
dubius cultivados en KwaZulu-Natal, Sudafrica, han mostrado una actividad inhibidora de la ACE
prometedora (Ramesar et al., 2008). Amaranthus hypochondriacus tiene un componente
significativo de semilla, la globulina 11S, conocida por inhibir la ACE, donde se pueden encontrar
tetrapéptidos antihipertensivos (Vecchi y Afon, 2009). Investigaciones adicionales en esta
especie han llevado al aislamiento de fracciones de péptidos inhibidores de la ACE de la albumina
1y la globulina del grano. Notablemente, la albumina 1 y la globulina mostraron las actividades
inhibitorias de la ACE mas altas de 40 y 35% después de periodos de hidrdlisis de 18 y 15 h,
respectivamente (Tovar-Pérez et al., 2009). También se ha confirmado la eficacia de su globulina
7S en la inhibicion de la ACE (Quiroga et al., 2012; 2017). Ademas, los hidrolizados de proteinas
de amaranto preparados con cepas de lactobacilos (L. plantarumy L. helveticus) han demostrado
una notable inhibicion de la ACE, con una efectividad que alcanza el 45.9% (Sanchez-Lopez et
al., 2021).

En el enfoque in silico para la ACE, todos los compuestos evaluados, excepto

isoamarantina, demostraron afinidad en el rango de —8.0 a —9.9 Kcal/mol, superando la afinidad
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del ligando cocristalizado lisinopril, que tenia una afinidad de -7.6 Kcal/mol (Tabla 6).
Notablemente, la catequina, con una afinidad de —9.9 Kcal/mol, mostré la mayor afinidad para
esta enzima. La catequina ocupa una parte de la cavidad mas expuesta y retiene interacciones
con los residuos de union de lisinopril, incluidos His353, Ala354, Val380 y Tyr523 (Figura 36D).

Las betalainas del jugo fresco de remolacha roja han demostrado actividad inhibitoria
contra la ACE, con una inhibicion de hasta el 87% (Sawicki et al., 2019). De manera similar, se
describe a los compuestos polifendlicos como potentes inhibidores de la ACE debido a su
capacidad antioxidante (Paiva et al., 2023; Wang et al., 2023). Hasta la fecha, ningun estudio en
la literatura ha descrito el perfil metabdlico integral del amaranto, particularmente vinculando la
inhibicion de la ACE a las betalainas y catequinas encontradas en las hojas y las inflorescencias
de A. cruentus. Ademas, mientras que la vasorrelajacion en la aorta murina puede no tener
significancia clinica, es notable que el extracto de amaranto contenga metabolitos que inducen
una leve vasorrelajacion. Este hallazgo abre el camino para estudios de dosis cronicas del
extracto de A. cruentus para evaluar la reactividad aortica, ya que la exposicion prolongada a
este extracto podria activar mecanismos que involucren 6xido nitrico endotelial (NO). En el
endotelio vascular, la L-arginina es utilizada por la enzima sintasa de NO endotelial (eNOS) para
producir NO y promover la formacion de guanosina 3'.5'-monofosfato ciclico (cGMP).
Posteriormente, el cGMP conduce a la vasodilatacién, un proceso crucial en el mantenimiento
de la homeostasis vascular y la regulaciéon del tono vascular (Moncada et al., 1991; Raddino et
al., 2007).

4.5. Conclusiones

En este estudio se evalud los extractos metandlicos acuosos de las hojas e
inflorescencias de Amaranthus cruentus, una accesion roja de Valladolid, Yucatan, y se observo
que poseen un potencial farmacologico interesante como auxiliares en el tratamiento de la
diabetes e hipertension; debido a la capacidad de los extractos de inhibir enzimas claves (a-
amilasa y a-glucosidasa) involucradas en la hidrdlisis de carbohidratos complejos, su destacada
accion antioxidante y la capacidad para inhibir a la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
que contribuyen a estos efectos. La combinacion de los mecanismos farmacodinamicos de las
enzimas, antes mencionadas, son de crucial importancia para la atencién del sindrome

metabdlico, patologia de interés mundial.
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Los resultados obtenidos mostraron que las inflorescencias de A. cruentus poseen una
concentracion significativamente mayor de betalainas que las hojas, mientras que estas ultimas,
por el contrario, poseen una concentracion significativamente mayor de flavonoides comparadas
con las inflorescencias. Con base en los resultados obtenidos en el modelo de murinos in vivo,
obtuvimos evidencia para respaldar la hipotesis de que los extractos poseen propiedades
bioquimicas y farmacoldgicas beneficiosas para la homeostasis glucémica. La comparacion entre
los extractos tanto de hojas e inflorescencias, con farmacos testigos como la glibenclamida y la
acarbosa, se observo que dichos extractos poseen una capacidad prometedora en la regulacion

de la glucosa en sangre.

Con los resultados obtenidos tanto en el perfil fitoquimico como en el cribado
farmacoldgico, presentamos la primera evidencia que respalda a Amaranthus cruentus como un
alimento funcional. Segun la Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO), un alimento
funcional es una fuente de componentes adicionales que mejoran la salud (Temple, 2022). Esta
investigacion podria mejorar la percepcion del amaranto como un recurso rico en fitoquimicos, lo

que podria respaldar su validez medicinal y conducir a nuevas aplicaciones terapéuticas.
4.6. Perspectivas

Este estudio sobre el “amaranto rojo” sienta las bases para una exploracién mas profunda
de los mecanismos bioquimicos y farmacolégicos implicados en la regulacion de la homeostasis
glucémica. Es esencial investigar de manera detallada cémo los extractos de esta planta
interactian a nivel molecular con las enzimas fundamentales en el metabolismo de los
carbohidratos y en el control de la glucemia. Las investigaciones futuras deberian enfocarse en
evaluar la sinergia existente entre los distintos fitoquimicos bioactivos de estos extractos y su
potencial como complementos en tratamientos para enfermedades como la diabetes y la
hipertension. Estos estudios podrian incluir la determinacién de la eficacia de los extractos en
combinacién con medicamentos convencionales, con el objetivo de mejorar los resultados
terapéuticos y minimizar los efectos secundarios. Ademas, es crucial demostrar la seguridad y
baja toxicidad de los extractos para su integracion en evaluaciones clinicas en humanos, lo que
permitiria establecer dosis y protocolos terapéuticos especificos. Dichos estudios podrian abrir
caminos innovadores en el tratamiento de enfermedades metabdlicas cronicas, destacando el

valor del amaranto rojo como un recurso natural importante en la medicina moderna.
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CAPITULO V
DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
5.1. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el metaboloma de las inflorescencias y
hojas de Amaranthus cruentus (amaranto rojo) y analizar su posible relaciéon con la actividad
antidiabética y antihipertensiva. Para ello, se emplearon técnicas cromatograficas y
espectrométricas (LC-MS/MS con analizador Orbitrap y HPLC-UV-DAD), estudios
farmacoldgicos in vitro, in vivo y ex vivo, asi como modelado molecular in silico. Estas
metodologias permitieron abordar cada uno de los objetivos planteados y, en consecuencia,

poner a prueba la hipotesis de investigacion.

Uno de los principales desafios fue la falta de estandares analiticos o materiales de
referencia para betalainas. No obstante, se consultaron trabajos previos (Kumorkiewicz-Jamro
et al., 2021; Xie & Chen, 2021; Esteves et al., 2022; Araujo-Leodn et al., 2023b) que proporcionan
informacion analitica y espectrométrica sobre estas moléculas. Con base en estos antecedentes,
se desarrollé una metodologia analitica por LC-MS/MS Orbitrap, complementada con un método
novedoso y eficiente de extraccion por dispersion en fase solida (MSPD). Esta metodologia fue
validada utilizando muestras de betabel rojo (Beta vulgaris) y pitaya morada (Hylocereus
costaricensis), identificandose un total de 86 betalainas (31 betacianinas, 36 derivados de
betacianinas y 19 betaxantinas), superando el numero de analitos reportados por Xie & Chen
(2021), quienes documentaron experimentalmente (UV-Vis y MS) un total de 68 betalainas.
Finalmente, con base en los estudios previos y los datos generados en este trabajo, se integro
una base de datos compuesta por 140 betalainas (112 betacianinas y 28 betaxantinas; Araujo-
Ledn et al., 2024b). En dicha base se incluyen los principales iones y datos espectrométricos, lo

cual permitira extrapolar estos resultados a otras especies del orden Caryophyllales.

El perfii metabolémico de A. cruentus se obtuvo satisfactoriamente aplicando la
metodologia previamente desarrollada (Araujo-Ledn et al., 2024b), identificandose 43 betalainas
(30 betacianinas y 13 betaxantinas) y 12 polifenoles (incluyendo flavonoides, acidos cinamicos y
benzoicos). Asimismo, se evalué exitosamente la actividad farmacolégica de los extractos
organicos en modelos experimentales de diabetes e hipertension, mostrando efectos inhibitorios
sobre enzimas clave como a-glucosidasa, a-amilasa y la enzima convertidora de angiotensina

(ECA), asi como efectos antihiperglucémicos in vivo y vasorrelajantes ex vivo, permitiendo
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establecer una relacién directa entre la composicion quimica del amaranto rojo y su bioactividad
(Araujo-Leon et al., 2023b, 2024a).

Nuestros resultados demostraron que la coloracion roja de las inflorescencias y hojas de
Amaranthus cruentus se debe a la presencia de betalainas, en particular betacianinas como la
amarantina, isoamarantina, gomphrenina-l y betanina (Araujo-Ledén et al., 2023b). Estos
hallazgos coinciden con lo reportado por Xie & Chen (2021), quienes identificaron betalainas
similares en Chenopodium formosanum, una especie perteneciente a la familia Amaranthaceae.
Asimismo, los extractos metandlicos acuosos mostraron potencial antidiabético vy
antihipertensivo, al inhibir enzimas clave del metabolismo de carbohidratos, mejorar la tolerancia
a la glucosa en modelos murinos y provocar vasorrelajacion en anillos aorticos. La evidencia
experimental e in silico indica que estos efectos estan relacionados con la presencia de
fitoquimicos especificos, principalmente betalainas y polifenoles como la catequina, quercetina y
rutina. Estos compuestos mostraron interacciones favorables con dianas terapéuticas como la
maltasa-glucoamilasa, sucrasa-isomaltasa, a-amilasa pancreatica y la enzima convertidora de
angiotensina (ECA; Araujo-Ledn et al., 2024a). La aproximacién farmacodinamica sugiere que
los extractos actuan modulando rutas metabdlicas clave relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos y la regulacion vascular: inhiben de manera competitiva enzimas digestivas,
disminuyen la conversion de angiotensina | a Il, y posiblemente activan la via endotelial del 6xido
nitrico, favoreciendo la vasodilatacion (Araujo-Ledn et al., 2024a). Se ha propuesto que las
betalainas y los polifenoles son responsables de las propiedades antioxidantes y diversas
actividades farmacolégicas, como la antidiabética, antibacteriana y antihelmintica, al reducir el
estrés oxidativo (Sarker & Oba, 2019; Sarker et al., 2020).

Finalmente, la hipotesis planteada en esta tesis, que la coloracién roja de A. cruentus esta
relacionada con su contenido de betalainas, y que la caracterizacion cualitativa y cuantitativa de
su metaboloma permitiria identificar fitoquimicos con estructuras quimicas privilegiadas
responsables de las actividades antidiabética y antihipertensiva, ha sido satisfactoriamente
comprobada, con fundamento en los resultados fitoquimicos, farmacoldgicos y computacionales
obtenidos, los cuales aportan evidencia sdlida de la relacion estructura-actividad de los

compuestos identificados.
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5.2. Conclusiones generales

En esta tesis se logré establecer una metodologia analitica por MSPD para la extraccion
de metabolitos polares en hojas e inflorescencias de amaranto, la cual permite eluir fitoquimicos
como betalainas, acidos benzoicos, acidos cinamicos y flavonoides, permitiendo colectar las
fracciones en un vial cromatografico que puede inyectarse de manera directa a un sistema LC-
MS/MS o HPLC-UV-DAD para el analisis de perfiles cromatograficos. Esté método analitico
sumado al desarrollo de un método espectrométrico en tdndem (MS/MS) nos permitio identificar
los iones conservados en las betalainas: acido betalamico, betacianinas, derivados de
betacianinas y betaxantinas. La aplicacion simultdnea de MSPD y LC-MS/MS nos permitio
identificar en betabel y pitaya mas de 80 betalainas y proponer la estructura de una nueva
betacianina con su epimero correspondiente. Presentamos el primer estudio que establece una
huella cromatografica con tiempo de retencion y tiempo de retencion relativo respecto al tiempo
de retencion de la betanina, que es el Unico material de referencia en el mercado. La informacion
cromatografica y HRMS hace posible la comparacion como un método ortogonal para comparar
con investigaciones posteriores de betalainas en plantas. Finalmente, logramos mediante
analisis in silico establecer los patrones de fragmentacion de mas de 100 betalainas identificadas
en la literatura con el respaldo de 80 betalainas identificadas experimentalmente en nuestro

laboratorio.

Con la metodologia de extraccién por MSPD y el método LC-MS/MS con analizador de
Orbitrap se logro establecer el primer reporte en la literatura del perfil de betalainas en hojas e
inflorescencias de amaranto rojo (A. cruentus), identificando seis betacianinas de tipo
amarantina, dos betacianinas de tipo gomphrenina, 22 betacianinas de tipo betanina y 13 de
betaxantinas, ademas de los derivados de betacianinas procedentes de reacciones de
descarboxilacion y oxidacion. Conociendo el perfil de betalainas de nuestra accesion roja, se
explord el contenido de polifenoles (acidos benzoicos, acidos cinamicos y flavonoides) y se
demostré que tanto las hojas como las inflorescencias poseen potencial antioxidante,
antidiabético y antihipertensivo, ademas se exploro la interaccion farmacodinamica con enzimas
claves, y se logré tener evidencia in vitro, in vivo e in silico que la aproximacion farmacodinamica
esta relacionada con la inhibicién de enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos

complejos y con la enzima convertidora de angiotensina.
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5.3. Perspectivas

Finalmente, las perspectivas que se obtienen de la presente tesis son las siguientes:

1.

La metodologia analitica por MSPD y su acoplamiento con técnicas de alta
resolucion como LC-MS/MS abren nuevas posibilidades para futuras
investigaciones en el campo de la fitoquimica y la quimica de productos naturales.
Este enfoque no sélo se aplica al género Amaranthus, sino también a la familia
Amaranthaceae e incluso al orden Caryophyllales, donde las betalainas

desempefian un papel crucial como pigmentos exclusivos de este orden.

La estrategia farmacoldgica y farmacodinamica empleada en el presente estudio
permite explorar nuevos extractos del género Amaranthus y otros amarantos que
presentan inflorescencias y hojas con una amplia gama de coloraciones. Es
probable que existan variaciones significativas en la modulacion de la actividad
antidiabética y antihipertensiva en estos extractos, lo cual abre la puerta a la
identificacion de nuevos compuestos bioactivos con potenciales aplicaciones

terapéuticas.

Estas perspectivas no solo amplian el conocimiento cientifico sobre las propiedades

bioquimicas del amaranto y otros amarantos, sino que también ofrecen una plataforma para el

desarrollo de nuevas aplicaciones en la biotecnologia, la medicina y la nutricién. La capacidad

de identificar y caracterizar metabolitos polares en diferentes especies de plantas promete

avances significativos en la estandarizacion y autenticacion de productos naturales, garantizando

su calidad y eficacia en aplicaciones farmacoldgicas y nutracéuticas.
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Anexo l. lones comunes observados en posibles sefiales de betalainas por colision con
HCD a 50 eV con abundancia relativa mayor a 5%.
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ANEXO Il
Anexo Il. Datos cromatograficos y espectrométricos para las betalainas observadas en el extracto de Beta vulgaris.
Tiempo de Tiempo de Formula m/z m/z Exactitud
# Compuesto retelfcién retencion Quimica teérico observado de masa Fragmentos
relativo [M+H]* [M+H]* (ppm)
1 Acido betalamico 3.23 0.94 CoHeNOs ~ 212.0553  212.0545 -3.77 194.04, 166.05, 148.04, 138.05, 120.04, 106.03
Betaninas
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
2 Prebetanina 3.19 0.93 CosHasN2016S  631.1076  631.1052 -3.8 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
3 Betanina 3.43 1 CasHasN2013  551.1508  551.1483 -4.54 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
4 Betanidina 3.44 1 CisH1sN20s  389.0979  389.0964 -3.86 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
2-descarboxi-2,3-
dehidro-betanina 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
5 " (2-decarboxy- 3.62 1.06 CasH2aN-011 - 505.1453  505.1429 475 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
xanbetanina)
17-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
6 betanina 5.83 1.7 CasHasN2011 507.1609  507.1591 -3.55 17607, 150.05, 138.05, 132.04. 106.06
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
7 Isoprebetanina 6.01 1.75 CasHasN2016S  631.1076  631.1047 -4.6 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
8 Isobetanina 6.59 1.92 CasHasN2013  551.1508  551.1481 -4.9 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
2-descarboxi-2,3-
dehidro-isobetanina 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
9 " (2-decarboxy- 6.6 1.92 CasH2aN-011 - 505.1453  505.1433 -3.96 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
isoxanbetanina)
2,17-bidescarboxi-
2,3-dehidro- 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04
10 betanina (2,17- 7.61 2.22 CoHuN20s  461.1555  461.1534 -4.55 '178.05, 176.07. 150.05, 138.05. 132.04. 106.06 :
bidescarboxi-
xanbetanina)
17-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
" isobetanina 7.69 224 CzHaNOn  507.1609  507.1587  4.34 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
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Anexo Il. (continuacién)

Tiempo de Tiempo de Formula m/z m/z Exactitud
# Compuesto rete:cién retencion Quimica teérico observado de masa Fragmentos
relativo [M+H]* [M+H]* (ppm)
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
12 Phyllocactina 7.71 2.25 C27H28N2016  637.1512  637.1497 -2.35 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
17-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
13 ohyllocactina 8.01 234 CasHzN:014  593.1613  593.1591 371 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
15-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
14 betaning 8.29 2.42 C23H26N2011  507.1609  507.1591 -3.55 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
387.07, 341.07, 313.08, 299.10, 299.06, 287.08, 281.09, 269.09,
15 Neobetanina 8.31 2.42 C24H2aN2013  549.1351  549.1336 -2.73 255.08, 253.09, 194.04, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 132.04,
106.06
17-descarboxi- 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.08, 253.09, 194.04,
16 heobetanina 8.39 245  CxHauN:Ou 5051453 5051438  -2.97 178.05, 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
17 Isophyllocactina 8.46 2.47 C27H2sN2016  637.1512  637.1491 -3.3 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
2-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
18 betaning 8.83 2.57 C23H26N2011  507.1609  507.1596 -2.56 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
17-descarboxi- 345.10, 299.10, 297.08, 281.09, 255.11, 253.09, 194.04, 178.05,
19 isophyllocactina 9.21 269 CasHzsN-014  593.1613  593.1588 -4.21 176.07, 150.05, 138.05, 132.04, 106.06
2-descarboxi-2,3-
. ’ 341.07, 327.06, 313.08, 295.07, 277.07, 267.07, 253.06, 251.08,
20 dehldro.- 10.06 2.93 C23H2N2011  503.1296  503.1277 -3.78 221.07, 195.09, 132.04, 106.06
neobetanina
2,17-bi descarboxi-
21 2,3-dehidro- 11.14 3.25 C22H2N209  459.1398  459.1383 -3.27 297.08, 269.09, 251.08, 223.08, 195.09, 133.08
neobetanina
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
22 Lampranthin I 11.01 3.21 C34aHaN2016  727.1981  727.1956 -3.44 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
23 Isolampranthin 11 11.34 3.31 C34aHaN2016  727.1981  727.1948 -4.54 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,

132.04, 106.6
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Anexo Il. (continuacién)

Tiempo de Tiempo de Formula m/z m/z Exactitud
# Compuesto rete:cién retencion Quimica teérico observado de masa Fragmentos
relativo [M+H]* [M+H]* (ppm)
Melocactinas
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
24 Melocactina 4.81 1.4 C30HzsN2018 713.2036  713.2005 -4.35 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
25 Isomelocactina 7.18 2.09 C30HzsN2018 713.2036  713.2009 -3.79 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,
132.04, 106.6
Apiocactinas
20-apiosil 389.09, 345.10, 343.09, 299.10, 297.08, 281.09, 269.09, 255.11,
26 ~-aplosf- 8.31 242 C32H36N2020 769.1934  769.1912 -2.86 253.09, 194.04, 166.05, 178.05, 176.07, 166.05, 150.05, 138.05,

phyllocactina

132.04, 106.6
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Anexo Il. (continuacién)

. Exactitu
. Tiempo de m/z m/z
Tiempo de L . Formula - d de
# Compuesto i retencion L teérico observado Fragmentos
retencion - Quimica + + masa
relativo [M+H] [M+H]
(ppm)
Betaxantinas
Con carga positiva
. . 287.12, 261.13, 256.89, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05,
27 Histamina-bx 9.04 2.64 C14H1sN4Os  305.1244  305.1232 -3.93 132.04, 130.05, 106.06
Polares sin carga
. 323.08, 277.08, 249.08, 233.09, 231.07, 211.07, 194.04, 166.05,
28 Glutamina-bx 1.2 0.35 C14H17N307  340.1139  340.1129 -2.94 150.05. 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
29 Treonina-bx 152 0.44 CisHeN20,  313.103  313.1022 256 269.09, 267.09, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
130.05, 106.06
30 Serina-bx 4.77 139 CoHuN20, 299.0874  299.0861 435 255.09, 253.09, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
130.05, 106.06
Hidrofébicas
31 Alanina-bx 2.02 0.59 CiHuNOs  283.0925 283.0915  -3.53 23708, 211.07,194.04, 16605, 1°0.05, 138.05, 132,04, 130.05,
. 265.11, 263.10, 235.1, 219.11, 217.09, 211.07, 194.04, 166.05,
32 Prolina-bx 3.04 0.89 C14H16N20s  309.1081  309.1068 -4.21 150.05. 138.05, 132.04. 130.05, 106.06
- 331.12,239.11, 285.12, 283.10, 239.11, 211.07, 194.04, 166.05,
33 Glicina-bx 6.49 1.89 C11H12N20s  269.0768  269.0758 -3.72 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
. 267.13, 265.11, 237.12, 221.12, 219.11, 211.07, 194.04, 166.05,
34 Valina-bx 7.97 2.32 C14H18N20s  311.1238  311.1229 -2.89 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
. 279.13, 251.13, 235.14, 233.12, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05,
35 Isoleucina-bx 9.87 2.88 CisH20N206  325.1394  325.1384 -3.08 138.05, 132.04. 130.05. 106.06
. 281.14, 279.13, 251.13, 235.14, 233.12, 211.07, 194.04, 166.05,
36 Leucina-bx 10.01 2.92 CisH20N206  325.1394  325.1385 -2.77 150.05, 138.05, 132.04. 130.05, 106.06
37 Triptofano-bx 10.12 2.95 CaoH:oNsOs  398.1347 3981331  -4.02 269.07,223.07, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
130.05, 106.06
. . 315.13, 313.11, 269.12, 267.11, 223.12, 211.07, 194.04, 166.05,
38 Fenilalanina-bx 10.15 2.96 CisH1sN20s  359.1238  359.1225 -3.62 150.05, 138.05, 132.04, 130.05, 106.06
Casos especiales
Sulfoxido de 267.11, 223.12, 211.07, 194.04, 166.05, 150.05, 138.05, 132.04,
39 metionina-bx 10.09 2.94 C14H18N207S  359.0907  359.0892 -4.18 130.05, 106.06
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