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1. RESUMEN

El amaranto es un pseudocereal americano que ademads de presentar ciertas venta-
jas agronoémicas que lo convierten en un cultivo interesante, posee en sus semillas
proteinas de muy buena calidad en cantidad apreciable. En este trabajo, con el ob-
jeto de evaluar la potencial actividad antitrombética de las proteinas de amaranto o
de los péptidos encriptados en ellas, se someti6 a un aislado proteico de amaranto
obtenido a partir de harina desgrasada a digestién gastrointestinal simulada (DGS).
Las proteinas se hidrolizaron primero con pepsina (pH 2, 37 °C) y luego con pan-
creatina (pH 6, 37 °C), empleando el protocolo modificado de Roesler y Rao'. Se
determing el contenido de proteinas (Kjeldahl) en las muestras, el grado de hidré-
lisis (OPA), los perfiles electroforéticos de alicuotas tomadas a diferentes tiempos
durante la DGS y la actividad antitrombética in vitro >*. El hidrolizado, comparado
con el aislado exhibi¢ diferentes perfiles electroforéticos (tricina-SDS-PAGE), evi-
denciando la presencia de diversas especies moleculares de menor masa molecular.
El grado de hidrdlisis alcanzado al finalizar la DGS fue 51,1 + 3,8 %. Mediante los
ensayos de inhibicién de la coagulacién se observé que el aislado de amaranto no
present6 actividad antitrombotica a las concentraciones estudiadas, mientras que
la muestra digerida si logré inhibir la coagulacién. En este caso la concentracion
que inhibe el 50% de la formacion del codgulo (ICs) fue 0,23 + 0,02 mg/ml. Se
hallé una unica fraccién activa cuando el hidrolizado se separ6 mediante croma-
tografia de exclusion molecular como un primer paso para purificar los péptidos

boactivos. Los resultados obtenidos sugieren que en las proteinas de amaranto hay
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encriptados péptidos con potencial actividad antitrombética que podrian liberarse

durante el proceso de digestion gastrointestinal.
2. INTRODUCCION

Existe una importante relacion entre la alimentacién y algunas enfermedades pre-
valentes en el mundo. Tal concepto invita a explorar propiedades bioldgicas de in-
terés para la salud en diversas fuentes alimentarias. El amaranto es un pseudocereal
americano. Sus pequefias semillas contienen un porcentaje alto de proteinas que
se caracterizan por presentar un completo perfil aminoacidico y mayor contenido
de lisina que los cereales*, por lo cual se presenta como un ingrediente alimentario
interesante. Las proteinas de las semillas de amaranto han sido el objeto de estudio
de nuestro grupo de investigaciéon como fuente potencial de compuestos con ac-
cién fisioldgica benéfica y, como otras proteinas alimentarias, ellas o los péptidos
encriptados pueden presentar diversas actividades biolégicas. Con el objetivo de
generar mayor conocimiento, es de nuestro interés explorar la existencia de protei-
nas y péptidos de amaranto con actividad antitrombética que podrian generar tales

efectos al consumir este pseudocereal.
3. MATERIALES Y METODOS

Semillas de amaranto: Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus
(UNRC, Cérdoba, Argentina).

Obtencion de la harina: Las semillas enteras se molieron en un molino Udy, que
posee un filtro de 1 mm de malla y se tamizaron a través de un cedazo de malla de 92
micrones. La harina obtenida fue desgrasada mediante extraccién con n-hexano, en
una relacién 10% p/v, durante S horas con agitacién constante a temperatura am-
biente. Una vez transcurrido ese tiempo se la dej6 aproximadamente 20 horas mas de
contacto en reposo. Para separar el solvente se realiz6 una filtracién a temperatura am-
biente empleando una bomba de vacio y luego se dejé secar en iguales condiciones
durante otras 20 horas para asegurar la evaporacién completa del hexano.

Preparacién de los aislados proteicos: Los aislados proteicos de amaranto fueron
obtenidos a partir de la harina desgrasada’, la cual se resuspendid en agua, en una

relacién 10% p/v. La extraccion de las proteinas se realiz6 ajustando el pH a 9,0
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con NaOH 2 N y agitando la suspension durante 1 hora a temperatura ambiente. El
siguiente paso consistio en la centrifugacién a 9000 g a 10 °C durante 20 minutos
(centrifuga Beckman). El sobrenadante obtenido en la centrifugacion se ajusté a
pH 5,0 con HCI 2 N con el fin de precipitar las proteinas presentes al alcanzar su
punto isoeléctrico. Para separarlas se centrifugé la dispersion obtenida a 9000 gy a
4 °C durante 20 minutos. Se descart el sobrenadante; el precipitado fue resuspen-
dido en agua, en una relacion 1:3 y se neutraliz6 con NaOH 2 N hasta pH 7. Luego
se congeld a —80 °C y se liofilizé. El sélido obtenido fue molido y almacenado a 4
°C en recipientes herméticos hasta su uso.

Digestidn gastrointestinal simulada (DGS): A partir del aislado proteico se pre-
pard una suspension de proteina 2,5 % p/v en NaCl 0,03 M y se ajust6 el pH a 2 con
HCI 1 N. Luego de termostatizar la suspension proteica durante 30 minutos a 37 °C,
se agregd pepsina en una relacién 0,1 g pepsina/g de proteina y se incubé durante 1
hora a 37 °C con agitacién (100 rpm, agitador orbital con termostato, (Orbit Envi-
ron Shaker de Lab-Line). Una vez finalizado el tiempo de reaccién con pepsina, se
ajustd el pH de la suspension a 6 con NaOH 1 Ny se agreg6 pancreatina en una rela-
cién 0,1 g pancreatina/g de proteina. Se incubé durante 1 hora a 37 °C con agitacién
(100 rpm en agitador orbital). Finalmente se detuvo la hidrélisis por calentamiento
de la mezcla de reaccién a 85 °C durante 10 minutos en bano de agua.

Se tomaron alicuotas a distintos tiempos de protedlisis con el objetivo de estu-
diar la cinética de reaccion y realizar un seguimiento de la misma.

- Solucién de pepsina: Pepsina comercial MP Biomedicals 1:15000. Se prepara-
ron 0,4 g de pepsina 1:15000 en 2,5 ml de solucién de HC1 0,1 N y NaCl 0,03 M.
La solucién se incub6 a 37 °C durante 30 minutos con agitacion antes de utilizarla.

- Solucion de pancreatina: Pancreatina comercial MP Biomedicals 4xUSPgrade.
Se solubilizaron 0,1 g de pancreatina con 25 ml de NaHCO; 0,1 N y se incubé 30
minutos a 37 °C con agitacion antes de utilizarla.

Determinacién de proteinas totales: Se utiliz6 el método de Kjeldahl® recogien-
do el amoniaco destilado en 4cido bérico 4% p/v. Para convertir el nitrégeno en
proteinas se utiliz6 como factor de conversion $5,85 g proteina/g de nitrégeno, que
es el mas adecuado para las proteinas de amaranto®.

Determinacion de proteinas solubles: para cuantificar la cantidad de proteinas
en las fracciones a las que se les estudi6 la actividad antitrombética, se utilizé el

método de Lowry’.
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Grado de hidrolisis: Se determiné mediante la reaccién de los grupos amino
libres con el ortoftaldehido (OPA) método descripto por Dinnella et al.?, con al-
gunas modificaciones’. La reaccién especifica entre el OPA y los aminos primarios
para formar isoindoles, permite cuantificar los aminos mediante la lectura espec-
trofotométrica a 340 nm. Se utilizé6 como buffer de ensayo borato de sodio 0,15 M,
0,15% p/v SDS, pH 9,5. El reactivo OPA 5,97 mM se prepar6 en el mismo bufter,
adicionando, DTT 5,7 mM.

La curva de calibracién se construyé con leucina (Sigma). A partir de una solu-
cién de leucina 1 mg/ml, se prepararon diluciones que cubran el rango de concen-
traciones entre 0,025 y 0,125 mg/ml.

La reaccion se llevo a cabo adicionando 100 yl de muestra a 750 pl del reactivo
de OPA, agitando y dejando reposar 2 minutos. Una vez realizada la reaccién, se
midié la absorbancia a 340 nm en un lector de placas Biotec Sinergy HT.

Para calcular el grado de hidrdlisis se utiliz6 la siguiente expresion:

GH% = (NH,- NH,.,) x 100
NHa totates

donde,

NH,: grupos amino libres a tiempo de hidrolisis t.

NH, : grupos amino libres a tiempo cero de hidrdlisis.

NHS, otates: grupos amino totales presentes en la proteina.

NH, otates = NH; o - NH, 2,

NH,..= (1/PM .. promedio) X (1 + f 1) x [ proteina aislado] x [aislado] x 1000.

NH, 0= (1/PM .. promedio) X (1/L + f 1) x [ proteina aislado] x [aislado] x 1000, y se
mide experimentalmente con TNBS utilizando una muestra sin hidrolizar.

PM .. promedio: promedio de los pesos moleculares de los aminoédcidos delas proteinas
de la muestra. Para amaranto se considera 130 g/mol.

f1,: proporcién de lisina en las muestras (1/16).

L: peso promedio de los péptidos (300 g/mol).

Electroforesis Tricina-SDS-PAGE: Se realizaron segtin lo descripto por Schag-
ger'’. Respecto a la preparacion de las muestras, se mezclaron 20 pl de las alicuotas
tomadas a distintos tiempos de proteélisis (concentracién aproximada 10 mg/ml),
con 10 pl del bufter de muestra con y sin f-mercaptoetanol. Para asegurar la acciéon

del B-mercaptoetanol presente en el buffer de muestra en condiciones reductoras,
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las dispersiones fueron calentadas a 100 °C en bano maria durante 1 minuto. An-
tes de sembrar las muestras en los geles de poliacrilamida, fueron centrifugadas a
10000g, a 15 °C, durante 1S minutos. Posteriormente en cada calle se colocé el
volumen de muestra en buffer de muestra que permitiera sembrar entre 20 y 50 pg
de proteina por calle. Se usaron patrones de bajo peso molecular (LMW) marca
GE Health Care, que incluye las siguientes proteinas: fosforilasa b (94 kDa), sero-
albtimina bovina (67 kDa), ovoalbtimina (43 kDa), anhidrasa carbdnica (30 kDa),
inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-lactoalbtimina (14,4 kDa), y patrones de muy
bajo peso molecular (VLMW) marca BIO-RAD. Las proteinas incluidas en esta
mezcla son: triosa-fosfato isomerasa (26,6 kDa), mioglobina (16,95 kDa), a-lac-
toalbumina (14,4 kDa), aprotinina (6,51 kDa), cadena { de la insulina (3,5 kDa) y
bacitracina (1,4 kDa). Una vez realizadas las electroforesis, los geles fueron fijados y
tenidos con Coomassie Brilliant blue R-250. En los casos en los que la sensibilidad
de esta tincidn fue insuficiente para revelar las proteinas se utilizé tincién con plata.
Para ello se empled un protocolo que requiere fijacién de las bandas que luego fue-
ron reveladas mediante una coloracion répida'’.

Cromatografia répida de proteinas en medio liquido (FPLC): Se utilizé el equi-
po de FPLC Pharmacia LKB y la columna Superdex 75 HR 10/30 de exclusién mo-
lecular pre-empacada (Amersham Biosciences), la cual presenta un volumen total
de 25 mly un rango de exclusion de 3-70 kDa para proteinas globulares.

Las muestras se dispersaron en el buffer de corrida (Tris-HC1 0,05 M, pH 7,2,
NaCl 0,12 mM) con agitacién (25 °C, 1 h, 700 rpm. Thermomixer comfort Eppen-
dorf) y luego se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos y temperatura am-
biente utilizando una microcentrifuga (Hermle Z 233 MK-2). Los sobrenadantes
se filtraron a través de filtros de nylon (0,22 pm) y se inyectaron en la columna. Los
ensayos se realizaron a temperatura ambiente y se colectaron las fracciones separa-
das (2 ml por fraccién). La absorbancia a 280 nm fue leida de modo continuo a la
salida de la columna.

Medida de la actividad antitrombética in vitro: Se utilizé el método de las mi-
croplacas, descripto por Yang et al.? y Zhang et al.’. En este método la aparicion de
turbidez se asocia con la formacion del codgulo por polimerizacion de la fibrina
después que la trombina hidroliza el fibrindgeno a fibrina. En presencia de sustan-
cias que inhiban la formacién del coagulo, la turbidez detectada serd menor o direc-

tamente no se desarrollara. Para realizar el ensayo, todas las soluciones se preincu-
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baron a 37 °C. En cada pocillo de la microplaca se colocaron 140 pl de la solucién
de fibrindgeno y luego se adicionaron 40 pl de cada muestra, preparando un control
positivo de inhibicién de la coagulacién (inhibicidn total) utilizando heparina y un
control negativo (coagulacién total) utilizando buffer de ensayo. La microplaca se
agité convenientemente y se realiz6 la primera medida de absorbancia a 405 nm
en un lector de placas. Esta lectura permite obtener los valores de absorbancia de
los que llamaremos blancos: muestra blanco y control blanco. A cada pocillo se le
adicioné posteriormente 10 pl de la solucion de trombina para iniciar la reaccién de
coagulacion. La microplaca se incub6 nuevamente a 37 °C durante 10 minutos y se
realizé la medida de la absorbancia a 405 nm. Las lecturas de absorbancia obtenidas
fueron las correspondientes a las muestras, al control negativo y al control positivo.

Todas las medidas se realizaron al menos por duplicado.

- Bufter del ensayo: Tris-HCI1 0,05 M, pH 7,2, NaCl 0,12 mM

- Fibrindgeno bovino: solucién 0,1% p/v de fibrinégeno (Sigma) en el buffer
del ensayo.

- Trombina 12 UI/ml: a partir de trombina sélida (Sigma, 330 UI) en el buffer
del ensayo.

- Heparina: Se utilizé una solucién de heparina 0,3 mg/ml preparadas con hepa-
rina sédica (Abbott, S000 U/ml, en la que 1 mg heparina corresponde a 100 U) en
el bufter del ensayo.

Las muestras se analizaron solubilizdndolas en el buffer del ensayo durante 1
hora con agitacién constante a 700 rpm a 25 °C empleando el Thermomixer com-
fort (Eppendorf) y luego centrifugando 20 minutos a 10000 rpm y temperatura
ambiente utilizando una microcentrifuga Hermle Z 233 MK-2.

Los efectos inhibitorios de la coagulacién se calcularon segtin la siguiente ecua-
cion:

%Inhibicién= [(C-CB) - (M-MB)]/ (C-CB) x 100

donde,

CB: Control blanco.

C: Control.

MB: Muestra blanco.

M: Muestra.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de proteinas: Los aislados proteicos se prepararon a partir de harina
desgrasada siguiendo el procedimiento antes mencionado en Materiales y métodos.
Se determiné la concentracidn proteica del aislado y de su hidrolizado obtenido
por accién de las enzimas digestivas. El aislado present6 82,4 + 1,6 g de proteina/
100 g de aislado, mientras que el hidrolizado exhibi6 una concentracién de 78,4 +
0,8 g de proteina/ 100 g de hidrolizado.

Hidrélisis gastrointestinal simulada del aislado: Durante la DGS se tomaron ali-
cuotas a diferentes tiempos de proteolisis y se realizaron geles electroforéticos sem-
brando las alicuotas obtenidas. La Figura 1 muestra los perfiles electroforéticos obte-
nidos en geles de tricina con el aislado de amaranto durante las diferentes etapas de la
digestion gastrointestinal simulada. El aislado de amaranto (Figura 1, Asl1), constitui-
do principalmente por globulinas, presenta numerosas bandas: agregados de alta masa
molecular, unidades moleculares de aproximadamente 54-56 kDa, y los polipéptidos
acidos y basicos de aproximadamente 30 y 20 kDa, A y B, que se encuentran unidos
por puentes disulfuro en las globulinas tipo 11S y P°. Ademds se observan algunas ban-
das de 67 kDa y de baja masa molecular que corresponden a polipéptidos de la globuli-
na 7S, presente en menor cantidad en el amaranto, pero que se halla en los aislados, tal
como describieron Quiroga et al.”>. Cuando se somete a hidrolisis, el perfil electroforé-
tico se modifica. Se observa un gran aumento del niumero e intensidad de bandas de
PM menor a 26 kDa atin a tiempos cortos de reaccién. Cuando el tiempo de hidrdlisis
aumenta el perfil se vuelve mas tenue, indicando que esos mismos péptidos son sus-
trato de las enzimas y se convierten en otros aun mas pequefios. La Figura 1 muestra
que tanto la pepsina como la pancreatina producen modificaciones en las proteinas
de amaranto, sugiriendo que ambas etapas que corresponderian a modificaciones en-
zimaticas y por efecto del pH producidas en el estémago y en el intestino delgado son
relevantes para generar potenciales compuestos activos (Figura 1, Asl2, Asl 3, Hdr).

El hidrolizado obtenido, Hdr, presenté un GH % de 51,1 * 3,8 determinado por
el método OPA. Durante el ensayo que emula la digestion, el aislado de amaranto
sufri6 extensiva hidrolisis, algo mayor al informado por Orsini et al."?, quienes de-
terminaron que el grado de hidrdlisis alcanzado con el mismo procolo de simula-
cién gastrointestinal fue cercano al 40 %, utilizando semillas de A. mantegazzianus

y el ensayo de TNBS para determinar el GH %.
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Actividad antitrombética del aislado proteico de amaranto y sus hidrolizados:
Las medidas de esta actividad in vitro se realizaron con el aislado y el aislado hidro-
lizado de amaranto (Hdr). El aislado no present inhibicion de la coagulacion para
ninguna de las concentraciones analizadas en este trabajo (0,17-12 mg de proteina/
ml). La Figura 2 muestra la curva de inhibicién de la coagulacién en funcién de la
concentracion de proteinas del Hdr. Se observa que la inhibicién alcanzada depende
de la concentracion de proteinas, presentando un comportamiento tipo dosis-res-
puesta. El hidrolizado present6 actividad inhibitoria a partir de 0,1 mg proteina/ml.
A concentraciones mads altas, la inhibicién aumenta con la concentracién hasta que se
alcanza un plateau cuando la concentracion de proteinas es 0,75 mg/ml. Mediante el
programa GraphPad Prism se ajustaron los puntos experimentales obtenidos a fin de
obtener la concentracién que produce el 50 % de la inhibicién de la coagulacion, ICs.
Para esta muestra, dicha concentracion result6 0,23 + 0,02 mg de proteina/ml.

Este resultado comprueba la efectividad del tratamiento de hidrdlisis por medio de
las enzimas digestivas para producir péptidos con actividad antitrombética. Al compa-
rar el aislado control con su hidrolizado se puede ver que evidentemente la hidrdlisis
ha liberado péptidos o polipéptidos que ejercen actividad antitrombética y que antes
se encontraban encriptados dentro de las proteinas. Es preciso destacar que el aumen-
to de la inhibicion de la coagulacion de las proteinas de amaranto al ser sometidas a
la digestion gastrointestinal simulada es un resultado muy promisorio, dado que los
péptidos que potencialmente inhiben la coagulacién se liberarian durante la digestion.
Dicho comportamiento es buscado en péptidos bioactivos, donde se pretende que
resistan la digestion gastrointestinal una vez consumidos o se produzcan por ella.

Fraccionamiento del aislado sometido a digestion gastrointestinal simulada:
Elaislado que fue sometido a una digestion gastrointestinal simulada fue quien pre-
sent la mayor inhibicién de la coagulacién. Con la finalidad de aproximarnos a
conocer cudles son las sustancias responsables de la bioactividad se emple la cro-
matografia como paso de purificacién. En esta oportunidad utilizamos cromatogra-
fia de filtracién en gel (FPLC). Las condiciones de corrida y de fraccionamiento se
describieron en Materiales y métodos. La muestra se solubilizé en buffer Tris-HCl
0,05 M, NaCl 0,12 mM, pH 7,2 y se eluyd con el mismo solvente. Se realizaron
varias corridas sucesivas, colectando 2 ml por tubo, y se analiz6 la actividad anti-
trombotica de las fracciones colectadas utilizando el ensayo de las microplacas. Se

estudid la bioactividad en todos los tubos colectados, y se encontré que la fraccién
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correspondiente al volumen de elucién entre 14y 16 ml, (recuadro verde marcado
en la Figura 3) fue la tinica que presentd una considerable inhibicién de la forma-
cién del coagulo. El siguiente paso sera caracterizar la fraccién activa encontrada e

identificar los péptidos bioactivas contenidos en la misma.
S. CONCLUSIONES

La accién de las enzimas digestivas utilizadas en condiciones adecuadas que permi-
ten simular la digestion gastrointestinal sobre las proteinas del aislado de amaranto
produce moléculas de baja e intermedia masa molecular, presentando importantes
diferencias estructurales compardndolas con sus proteinas nativas. La hidrolisis ge-
nerada resultd efectiva para producir péptidos con potencial actividad antitrom-
bética, dado que la muestra sin digerir no presento inhibicion de la formacién del
coagulo a las concentraciones estudiadas, mientras que el hidrolizado exhibi6 un
ICs de 0,23 + 0,02 mg de proteina/ml. Los resultados obtenidos son promisorios
para seguir indagando y encontrar los péptidos activos responsables de inhibir la
formacién del coagulo. Con el fraccionamiento del hidrolizado, se hall6 una frac-
cién activa mediante cromatografia de gel filtracion. Se profundizara el estudio de
esta fraccion a fin de identificar los péptidos bioactivos presentes. Se pretende, a
futuro, que las proteinas de amaranto como ingredientes de alimentos funcionales,

aporten una vez digeridas, los péptidos bioactivos que contienen.
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7. TABLAS Y FIGURAS

A B

FIGURA 1. Gel electroforético Tricina-SDS-PAGE en ausencia de 2-ME (A) y con 2-ME
(B). Aislado de amaranto (Asl) a distintos tiempos de reaccién: tiempo 0 (Asll), luego de 30
minutos a pH 2 (Asl2), a los 60 minutos de contacto con la pepsina (Asl3) y a los 60 minu-
tos de contacto con la pancreatina (Hdr). LWM: patrones de bajo peso molecular. VLMW:

patrones de muy bajo peso molecular.
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F1GURA 2. Curva de inhibicion de la coagulacién obtenida con el aislado proteico sometido a la

digestion gastrointestinal simulada (Hdr).

F1GURA 3. Cromatograma del hidrolizado obtenido mediante digestion gastrointestinal si-
mulada (Hdr) eluido con buffer TRIS-HC1 0,05 M, NaCl 0,12 mM, pH 7,2. Con el recuadro

verde se indica la fraccion que presentd bioactividad.
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