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|. PEPTIDOS BIOACTIVOS DE
PROTEINAS ALIMENTARIAS

I.1 Alimentos funcionales

En los ultimos afos uno de los temas mdas importantes de investigacion en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos es el desarrollo de alimentos que promuevan
la salud. El concepto de estos alimentos, conocidos como alimentos funcionales
fue desarrollado por primera vez en Japén en la década de 1980.
Internacionalmente, se definen como alimentos capaces de aportar sustancias
con funciones fisiologicas definidas, brindando beneficios para la salud de quien
los consume (Doyon y Labrecque, 2008; Martirosyan y Singh, 2015). Si bien no
existe una definicion Unica de alimentos funcionales la mayoria de ellas
coinciden en cuatro aspectos basicos:

- Beneficios para la salud: Este concepto es el eje central en la mayoria
de las definiciones, aunque no en todos los casos se indica
explicitamente que el mismo debe ser probado experimentalmente.
En general los beneficios para la salud se refieren a la reduccién del
riesgo de padecer una determinada enfermedad o al aumento de una
dada funcion.

- MNaturaleza del alimento. Este también es un concepto relevante en la
mayoria de las definiciones y en general se acuerda que un alimento
funcional deberia ser un alimento tradicional o ser similar a ellos. En
algunas definiciones se indica que los alimentos funcionales deben ser
enriquecidos, fortificados o contener un ingrediente adicionado
mientras que en otras se indica que deben estar libres de alérgenos o

de componentes que puedan afectar la salud del consumidor.
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- Nivel de funcion. En este caso existe acuerdo que los alimentos
funcionales deben tener un beneficio mas alla del meramente
nutricional

- Patron de consumo: Este es un concepto que se pone de manifiesto
en algunas definiciones y se refiere al hecho que un alimento funcional
debe formar parte de una dieta normal o patron de consumo de una
region geografica y/o contexto cultural. Esto significa que lo que es
considerado un alimento funcional en un dado pais no necesariamente

lo es en otro.

Los alimentos son sistemas complejos formados por una gran variedad de
sustancias que interaccionan entre si. Si bien es dificil identificar a los
componentes responsables de un determinado efecto bioldgico, si se desea
desarrollar alimentos funcionales resulta indispensable lograrlo. Estos
componentes se conocen como bioactivos. Para que un compuesto sea
considerada bioactivo debe ser capaz de generar un efecto fisiolégico medible
y afectar de manera positiva la salud del ser humano, excluyendo posibles
efectos negativos (como toxicidad, alergenicidad y mutagenicidad)
(Schrezenmeir y col., 2000). En los ultimos anos se ha puesto un gran énfasis en
la identificacion y purificacion de dichos componentes, ya no soélo para catalogar
a un alimento como funcional si no para poder usarlos como ingredientes en

nuevos alimentos, en suplementos dietarios y/o en la industria farmacéutica.
I.2 Péptidos Bioactivos

En las altimas dos décadas varios investigadores han detectado la generacién de
péptidos con accion fisiolégica sobre los sistemas cardiovascular, nervioso,
gastrointestinal e inmune a partir de proteinas alimentarias (Erdmann y col.,
2008; Moller y col., 2008). Desde los primeros reportes de péptidos con
actividad opioide -comportamiento similar a la morfina /n vitro- derivados de
proteinas lacteas (Zioudrou y col.,, 1979) la obtencién, caracterizacién e
identificacién de péptidos bioactivos se ha convertido en una de las tematicas
mas importantes en ciencia y tecnologia de los alimentos (FIGURA 1).

Los péptidos bioactivos (PB) han sido aislados y caracterizados a partir de
distintas fuentes alimentarias, tales como proteinas de huevo, pescado y
cereales (arroz, trigo, cebada, maiz, entre otros), pero hasta el momento los mas

estudiados son los provenientes de la leche y otros productos lacteos (Choi y
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col., 2012; Floris y col., 2003; Korhonen y Pihlanto, 2006; Madureiray col., 2007;
Nagpal y col., 2011).

900+
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1004
0 . . . . . . . .
1972 1977 1982 1987 1992 1997 2002 2007 2012 2017
Afio

Numero de articulos

FIGURA 1: Evolucién del niumero de publicaciones indexadas hasta fines de 2016 en Scopus que
se obtienen introduciendo “Biactive Peptide” como palabra clave para la busqueda.

Los PBs pueden encontrarse como entidades independientes o encriptados en la
secuencia de proteinas madres. Usualmente consisten en secuencias de 2 a 20
aminoacidos que son liberados de la proteina original luego de un proceso de
protedlisis que puede ocurrir /n vivo durante la digestion por la accion de las
enzimas digestivas, como la pepsina y la tripsina entre otras y/o por la accién
de enzimas microbianas de la flora intestinal e /n vitro durante el procesamiento
del alimento o de las diferentes materias primas que pueden formar parte de la
formulacion de los alimentos (Mulero Canovas y col., 2011; Méller y col., 2008;
Shahidi y Zhong, 2008; Wang y Gonzalez De Mejia, 2005).

ANTIHIPERTENSIVO QUELANTE | | INMUNOMODULADOR |
HIPOCOLESTEROLEMICO | OPIOIDE |
ANTIOXIDANTE | ANTIMICROBIANO
ANTITROMBOTICO ANTICANCERIGENO
Sistema Sistema Sistema Sistema
Cardiovascular Nervioso Gastrointestinal Inmune

FIGURA 2: Efectos de los péptidos bioactivos en los principales sistemas del organismo.
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Se han descripto una gran variedad de actividades bioldgicas atribuidas a
péptidos provenientes de proteinas alimentarias. Entre ellas podemos
mencionar la actividad antihipertensiva, antitrombodtica, anticolesterolémica,
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena y actividad opioide. Las mismas
se pueden agrupar de acuerdo al sistema fisiolégico sobre el cual ejercen su

efecto, tal como se muestra en la FIGURA 2.
I.3 Estrategias para el estudio de péptidos bioactivos

Un estudio integral para determinar las potenciales actividades fisioldgicas de
un determinado compuesto bioactivo se puede dividir en tres etapas
jerarquizadas.

La primera etapa corresponde a determinaciones /n vitro, donde son incluidos
los ensayos quimicos y determinaciones con lineas celulares. También se
pueden realizar ensayos previos o en simultaneo a las determinaciones
tradicionales de modelado /n silico utilizando técnicas computacionales. La
segunda etapa de ensayos corresponde a las determinaciones /in vivo en
sistemas modelo en animales, mientras que la etapa final corresponde a
estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos con pacientes.

En particular, los estudios aplicados al descubrimiento y producciéon de péptidos
bioactivos de proteinas alimentarias implican identificar una fuente de proteina
adecuada para su posterior liberacion mediante la accién proteolitica de enzimas
endbégenas o exdgenas (preparaciones enzimaticas comerciales) o mediante
fermentacion (mediante la adicion de cultivos iniciadores). El hidrolizado
resultante usualmente es sometido a procesos de fraccionamiento para producir
una preparacion enriquecida en péptidos bioactivos y/o a etapas de purificacion
adicionales para aislar idealmente péptidos individuales e identificar sus
secuencias (Li-Chan, 2015) (FIGURA 3, Aproximacion Cldsica).

La identificacion y caracterizacién de péptidos bioactivos se ha visto favorecida
por la aplicacion de técnicas utilizadas en otros campos de la Ciencia como la
Farmacologia y Toxicologia, asi como por el posible abordaje con herramientas
propia de la bioinformatica (lwaniak y col., 2015). El enfoque /n silico (FIGURA 3,
Aproximacion Bioinformdtica) se refiere a la aplicacion de métodos
computacionales para manejar, curar e interpretar informacién sobre sistemas
bioldgicos, en este caso, los péptidos bioactivos derivados de los alimentos.
Basdandose en el conocimiento sobre la estructura y actividad de los péptidos

reportados en la bibliografia y depositados en las bases de datos pertinentes, se
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pueden aplicar aproximaciones computacionales para dilucidar las relaciones

estructura-funcion, predecir secuencias peptidicas susceptibles de exhibir

actividades especificas, localizar péptidos encriptados en fuentes proteicas,

prever la liberacion de esos fragmentos por la accion de enzimas especificas, y

proponer un supuesto mecanismo de accion a través de técnicas de

acoplamiento molecular (docking) a sitios de union (Holton y col., 2013;
Li-Chan, 2015; Udenigwe, 2014).

APROXIMACION CLASICA

APROXIMACION BIOINFORMATICA

SELECCION FUENTE DE
PROTEINAS

ANALISIS INFOMACION
BASES DE DATOS Y

OBTENCION DEL
HIDROLIZADO

BIOACTIVOS
FRACCIONAMIENTO y/o ™. i
PURIFICACION PEPTIDO VALIDACION
ENSAYO EXPETIMENTAL CON
BIOACTIVIDAD HIDROLIZADOS Y
= PEPTIDOS SINTETIZADOS
IDENTIFICACION DE %;%
SECUENCIAS ACTIVAS B
NUEVO PEPTIDO
BIOACTIVO
IDENTIFICADO

BIBLIOGRAFIA ey

PREDICCION DE NUEVAS

FUENTES DE PEPTIDOS EREDICC IO eSO

PEPTIDOS BIOACTIVOS

.

b

NUEVOS DATOS RELACION
ESTRUCTURA ACTIVIDAD

DESARROLLO/ACTUALIZACION
DE BASE DE DATOS

ESTUDIOS

ENSAYOS EN SISTEMAS -
: EPIDEMIOLOGICOS

MODELO

B B A T

e AN

FIGURA 3: Estrategias para el estudio de péptidos bioactivos.

Los ensayos clinicos y estudios epidemioldgicos son fundamentales para

verificar la eficacia de los péptidos bioactivos en humanos. Corresponden a la

etapa final en la caracterizacion de compuestos bioactivos, y si bien actualmente

en bibliografia el nUmero de trabajos referido a la determinaciones in vitro y en

sistemas modelo supera ampliamente al nimero de trabajos de ensayos clinicos,
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podemos encontrar péptidos ya caracterizados que se encuentran en este
estadio (Bouglé y Bouhallab, 2015; Nongonierma vy FitzGerald, 2015).
Fundamentalmente se han llevado a cabo estudios de péptidos antihipertensivos
-por ser la actividad mas ampliamente estudiada- (Kwak y col., 2013; Majumder
y Wu, 2014), pero también hay estudios de péptidos derivados de proteinas
lacteas-por ser las proteinas alimentarias mas estudiadas- con efecto
hipotensivo (Chanson-Rolle y col., 2015; Cicero y col., 2016), antidiabético y
antiobesidad (Akhavan y col., 2010; Geerts y col., 2011).

I.4 Herramientas bioinformaticas para el estudio de péptidos
bioactivos

Las simulaciones de acoplamiento molecular o docking molecular (por su
nombre en inglés) son un procedimiento de simulacién computacional que es
utilizado para predecir la conformacion de un complejo receptor-ligando. En el
estudio de péptidos bioactivos se emplean tipicamente para proponer un
mecanismo de interaccién entre el péptido y el sitio de unién de la enzima diana.
También se han aplicado para dilucidar qué secuencias de péptidos -ya sea
identificados experimentalmente o predichos a partir de investigacion
bioinformatica- son en realidad las capaces de interactuar con las proteinas
diana de la actividad biolégica (Li-Chan, 2015).

Los protocolos de docking son una combinacién de un algoritmo de busqueda
y una funciéon de puntaje. El algoritmo de busqueda es el conjunto de reglas y
parametros aplicados para definir una determinada conformacion. A grandes
rasgos existen dos tipos de algoritmos: basados en la complementariedad de
forma y basados en simulaciones. La funcién de puntaje o scoring, si bien
poseen parametros y términos diferentes en los diferentes programas
disponibles (London y col., 2013), buscan representar un modelo termodinamico
de interaccion del sistema proteina-ligando adecuado, para asi distinguir los
verdaderos modos de union de todo el conjunto explorado y generar un ranking
adecuado.

En la actualidad, la cantidad de protocolos y programas de docking, producto
de la combinacién de diferentes algoritmos de busqueda y funciones de scoring
es extensa (Fischer y col., 2014; London y col., 2013). La eleccién de un
protocolo en particular debe considerar aspectos tales como la velocidad vy la
efectividad del algoritmo de busqueda en cubrir el espacio conformacional

relevante. El desempefio de las distintas herramientas de docking es altamente
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dependiente de las caracteristicas especificas de la proteina, sitios de uniéon y
del ligando, de manera que resulta imposible establecer cual de ellas es mas
apropiada en un determinado contexto (Dias y de Azevedo, 2008; Rosenfeld y
col., 1995).

En el estudio de péptidos bioactivos derivados de proteinas alimentarias los
estudios de docking se emplean para seleccionar de una lista posible de
péptidos bioactivos cudles seran sintetizados para la evaluacion de la actividad
en cuestioén y proponer un probable mecanismo de accién de la secuencia activa.
La lista de posibles ligandos usualmente proviene del analisis /n silico o de las
secuencias de proteinas precursoras (Nongonierma y Fitzgerald, 2014; Vecchiy
Anén, 2009; Velarde-Salcedo y col.,, 2013) o corresponde a secuencias
identificadas mediante espectrometria de masas de diferentes fracciones que
resultaron activas (Garcia-Mora y col., 2017; Martinez-Villaluenga y col., 2010;
Pan y col., 2012; Wang y col., 2017). Este tipo de estudios se ha aplicado
exitosamente con péptidos derivados de proteinas alimentarias en actividades
relacionadas con la enzima convertidora de angiotensina | (ACE, EC 3.4.15.1)
(Garcia-Mora y col., 2017; He y col., 2014; Jimsheena y Gowda, 2010; Norris y
col., 2012; Vecchi y Ahon, 2009; Wang y col., 2017), renina (EC 3.4.23.15) (He y
col., 2014), acido graso sintasa (EC 3.2.1.85) (Martinez-Villaluengay col., 2010),
ciclooxigenasa 1 (COX-1, EC 1.14.99.1) (Yu y col., 2016) y dipeptidil peptidasa
IV (DPP4, EC 3.4.14.5) (Nongonierma y col., 2014).

Otra de las metodologias aplicadas en la identificacion de nuevos péptidos
bioactivos es la relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR, Quantitative
Structure Activity Relationship). Basandose en el principio que estructuras
moleculares diferentes presentaran propiedades moleculares diferentes y
estructuras moleculares similares presentaran propiedades similares (Tropsha,
2010) se aplican aproximaciones estadisticas para obtener correlaciones
significativas entre una variable dependiente (la propiedad o actividad de un
conjunto de compuestos de interés) y uno o mas descriptores moleculares. El
descriptor molecular "es el resultado final de un procedimiento légico y
matematico que transforma la informacién quimica codificada dentro de una
representacion simbolica de una molécula en un nimero util o el resultado de
algun experimento estandarizado" (Todeschini y Consonni, 2008). Existen miles
de descriptores y son generados mediante diferentes herramientas
computacionales (Dudek y col., 2006). Los descriptores moleculares pueden

clasificarse en dos categorias principales: descriptores empiricos, derivados de
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mediciones experimentales y descriptores tedricos, derivados de una
representacion simbélica de la molécula. En particular los descriptores teéricos
pueden ser descriptores independientes de la conformacion de un compuesto
(descriptores bidimensionales) o bien dependientes (descriptores 3D) (Dudek y
col., 2006).

La construccion de un modelo QSAR implica como primera actividad una
seleccion minuciosa de compuestos de interés, con y sin actividad, de los cuales
se seleccionara un subconjunto para el calculo de las variables para construir el
modelo, y se reserva otro subconjunto para la posterior validacién. La seleccion
de cuales descriptores son los adecuados en el contexto de la actividad
estudiada y que seran incluidos en el modelo es una de las etapas claves que
determina la calidad y validez del modelo. Una vez definidos y obtenidos los
descriptores se procede a la busqueda y construccion del modelo matematico
optimo que correlacione la actividad biolégica o propiedad especifica con la
estructura molecular.

En el caso particular de péptidos bioactivos los modelos generados por analisis
QSAR se aplican para predecir la actividad antes de (o incluso en lugar de)
sintetizarlos y/o medir su actividad experimentalmente, lo cual suele ser muy
costoso (lwaniak y col., 2015). A diferencia del docking puede ser aplicado en el
estudio de actividades que no deriven de la inhibicién enzimatica, como es la
actividad antioxidante. Para péptidos se utilizan fundamentalmente descriptores
fisico-quimicos que tienen en cuenta tamafo, carga, polaridad, secuencia y
topologia de los péptidos. La potencia de una actividad en particular se expresa
con valores de ICso. Esta medida cuantitativa representa la concentracion de
proteinas/péptido en la mezcla de reaccidon necesaria para producir un 50 % de
inhibicion de un proceso biolégico dado (o componente de un proceso, es decir,
una enzima o receptor celular, etc.). Los valores se expresan tipicamente como
concentracion molar. Para la construccion de un modelo QSAR en la mayoria de
casos se emplean valores que proviene de bibliografia y/o bases de datos y no
de experimentos internos (Pripp y col., 2005). Esto se debe tener en cuenta por
qué puede derivar de experimentos llevados a cabo en diferentes condiciones lo
que finalmente puede afectar la previsibilidad del modelo QSAR.

Zhou y Col., (2013) combinando el analisis QSAR junto con métodos de mecanica
cuantica y posterior analisis mecanico molecular de la estructura y el perfil
energético de complejos de péptidos-enzima, correlacionaron la actividad

inhibidora de ACE y sabor amargo con las propiedades estructurales del péptido
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y los perfiles de interaccién. La correlacién entre la inhibicion de la ACE y el
amargor fue mas estricta para los dipéptidos y disminuyd notablemente para tri
y tetrapéptidos, los autores consideraron que este comportamiento era debido
al aumento exponencial de la diversidad conformacional con cada aminoacido
adicional en la longitud del péptido. Ademas, el analisis estructural y energético
de los complejos enzima-péptido indicaron que la potencia inhibidora de ACE
(inferida de la energia de unién) aumentéa desde el dipéptido al tripéptido y
tetrapéptidos, pero no asi para péptidos mas largos. En estos casos los residuos
terminales residen fuera del sitio activo de la enzima y por tanto tienen poca
influencia en la unién. Utilizando un enfoque similar, Wang y col., (2013)
informaron una correlacién positiva significativa entre la potencia de inhibicion
de ACE y la actividad antioxidante para tripéptidos, y encontraron sélo una
correlacion moderada con el sabor amargo de los péptidos -un caracteristica
tipica de los di y tripéptidos- lo que sugiere el potencial para desarrollar
productos de péptidos funcionales no amargos con bioactividad multiple.

Actualmente hay disponibles diversas bases de datos de péptidos bioactivos
como PepBank (Shtatland y col., 2007), Antimicrobial Peptide Database (APD)
(Wang y col., 2016), cancerPPD (Tyagi y col., 2015) y BIOPEP (Minkiewicz y col.,
2008) entre otras. La mayoria reunen informacion de péptidos enddgenos o de
una actividad en particular. BIOPEP sigue siendo la Unica base especializada en
péptidos derivados de proteinas alimentarias y le ofrece al usuario la capacidad
de generar perfiles de potencial actividad bioldgica de la proteina de interés, asi
como la frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos en la proteina. Otro
recurso disponible son las repositorios de enzimas proteoliticas y sus
inhibidores como MEROPS y BRENDA (Rawlings y col., 2014; Schomburg y col.,
2002). Estos recursos permiten predecir la mejor combinacidon enzimatica para
obtener productos enriquecidos en péptidos con determinada actividad. Sin
embargo, este tipo de analisis no puede predecir facilmente la bioactividad de
las combinaciones de péptidos que estan presentes en los hidrolizados o
fracciones de proteinas. Esta metodologia encuentra limitaciones que deben
tenerse en cuenta. Una de ellas es que la especificidad de los preparados
enzimaticos comerciales empleados usualmente en alimentos para obtener
hidrolizados difiere considerablemente de la especificidad de las enzimas
aisladas, hecho que limita la predicciéon del perfil de péptidos que se obtendra.
Segundo esta metodologia solo es aplicable en proteinas que ya han sido

secuenciadas, lo cual no es comun en proteinas alimentarias y mucho menos
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aun en los casos en los que se busca identificar péptidos de nuevas fuentes, con
el objetivo de dar valor agregado a un material o fuente de proteinas que de otra
manera se descartaria. Finalmente, el hecho de que: una mayor frecuencia de
aparicion de secuencias bioactivas en una molécula de proteina no se
correlaciona necesariamente con el potencial de esa proteina para servir como
una buena fuente de péptidos bioactivos, deberian por lo tanto considerarse la
potencia de cada fragmento bioactivos y los solapamientos de secuencias
bioactivas.

Es importante resaltar que la fiabilidad y utilidad de la bioinformatica depende
en gran medida de los datos utilizados para el analisis /n silico. Holton y col.
(2013) senalaron que los enormes avances en las herramientas bioinformaticas
aplicadas en varias disciplinas incluyendo la Biotecnologia, el descubrimiento de
farmacos, la Genémica comparada y la Gendmica microbiana, no han sido
paralelos en la investigacion en Ciencias y Tecnologia de los Alimentos y
Nutricién, en las cuales el uso de bioinformatica se encuentra aln "en su
infancia". Una de las principales falencias es la ausencia de un lenguaje o Iéxico
de consenso. Esto resulta evidente al momento de realizar la determinacion /n
vitro de una determinada actividad. No se emplea un Uunico protocolo
estandarizados para la determinar si un péptido presenta actividad inhibitoria
de una enzima en particular, y pequenas variaciones en las condiciones en las
cuales se ensayan las actividades deberian estar disponibles en las bases de
datos. Dichos protocolos pueden ser muy diferentes entre los distintos
laboratorios de investigacion, y también pueden variar mucho de un alimento a
otro. Fundamentalmente los valores de ICso, no siempre son informados en la
bibliografia y, ademas, pueden variar para secuencias idénticas si se ensayan en
diferentes condiciones y pueden estar influenciados por condiciones de ensayo
incluyendo las concentraciones de enzima y sustrato. De este modo, a menos
que la actividad inhibitoria se informe como la constante de afinidad del
inhibidor (Kj), la potencia de los diferentes péptidos reportados por diferentes
investigadores puede no ser siempre comparable (Holton y col., 2013).

Como resulta evidente a partir de la discusidon precedente, aun reconociendo sus
limitaciones, la incorporaciéon de herramientas bioinformaticas al estudio de
péptidos bioactivos resulta necesaria. Las aproximaciones conducidas por la
bioinformatica pueden conducir al descubrimiento de nuevos péptidos en
menores tiempos y con menores costos que los enfoques exclusivamente

experimentales.
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Il. ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES Y COLESTEROL

A continuacidon, se describiran aspectos generales de las enfermedades
cardiovasculares, el colesterol y de la actividad hipocolesterolémica, por estar
relacionadas en forma directa con el objetivo del presente trabajo de tesis y
posteriormente se detallara la posible accién de los péptidos bioactivos en estas

enfermedades.
Il.1 Enfermedades Cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) como la arterioesclerosis, apoplejias e
infartos de miocardio constituyen hoy en dia uno de los problemas mas
relevantes de la salud a nivel mundial. Segun datos de la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) mas de 17 millones de personas mueren por afio a causa de
este tipo de afecciones y se prevé que para el afio 2020 las enfermedades
asociadas al sistema cardiovascular se convertiran en la primera causa de
mortalidad y discapacidad a nivel mundial (L6pez y Murray, 1998).
Actualmente en los paises desarrollados este tipo de afecciones se encuentra
entre las primeras cinco causas de muerte siendo, de acuerdo con datos oficiales
del Ministerio de Salud de la Nacion, la principal causa en la Argentina
(Indicadores Basicos, Ministerio de Salud, 2016). De acuerdo a informacion, a
nivel pais en el 2014 la tasa de mortalidad bruta correspondiente a
enfermedades cardiovasculares fue de 215,59 cada 100.000 habitantes, seguida
por cancer y en tercer lugar por enfermedades infecciosas.

Las ECV son patologias que afectan tanto al corazén como a los vasos

sanguineos. Entre ellas podemos mencionar las enfermedades coronarias, las
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cerebro-vasculares, las enfermedades arteriales periféricas, la enfermedad
cardiaca reumatica, las cardiopatias congénitas, la trombosis venosa profunday
la embolia pulmonar.

Se han descripto una gran variedad de actividades bioldgicas atribuidas a
péptidos provenientes de proteinas alimentarias. Entre ellas podemos
mencionar la actividad antihipertensiva, antitrombodtica, anticolesterolémica,
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena y actividad opioide. Las mismas
se pueden agrupar de acuerdo al sistema fisiolégico sobre el cual ejercen su
efecto, tal como se muestra en la FIGURA 2.

El estrés oxidativo es considerado como factor de la iniciacién y/o progresién
de las ECV, debido a que las moléculas de LDL oxidadas actuan en el endotelio
como precursores de la formacion de placas (Steinbrecher y col., 1990; Witztum
y Steinberg, 1991).

La obesidad, en particular, genera una carga socioeconémica y de enfermedad
muy alta, que compromete tanto la salud de la poblacion como las finanzas
publicas y privadas actuales y futuras. Su causa esta relacionada a los cambios
de habitos de la poblacidon, en particular los cambios en la dieta y el
sedentarismo y es una enfermedad que prevalece en todas las clases sociales.
El ultimo mapa mundial sobre gordura en América del Sur dado a conocer por la
Organizacion Mundial de la Salud da cuenta que en la regidon Argentina, Chile y
Uruguay presentan la mayor proporcion de individuos con sobrepeso (63,9; 63,2
y 62,4%, respectivamente), en tanto que la poblacién de obesos alcanza el 23,6;
23,3 y 22%, respectivamente. La obesidad en Argentina se incrementé mas de
un 60% (el valor correspondiente al 2005 fue de 14,6 %). Segun la encuesta
mundial de salud escolar realizada por el Ministerio de Salud de la Nacién en
2012, uno de cada tres adolescentes entre 13 y 15 afios padecia sobrepeso u
obesidad. Segun la OMS Argentina presenta un alto porcentaje de obesidad en
ninos menores de 5 anos, con una tasa de prevalencia del 7,3%.

El Ministerio de Salud de la Nacion cuenta con un Programa Nacional de
Alimentacién Saludable y Prevenciéon de la Obesidad, cuyo objetivo es “Ofrecer
un enfoque integral de la alimentacién saludable y la problematica del sobrepeso
y la obesidad abarcando los aspectos principales que determinan su
incremento”. En febrero 2016 fue publicado el Boletin de Vigilancia N° 8 sobre
Enfermedades No Transmisibles y Factores de Riesgo el cual fue dedicado a la
obesidad; en dicho boletin se puede encontrar informacién sobre determinantes

de la obesidad, epidemiologia de la obesidad y el sobrepeso en la Argentina,
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intervenciones poblacionales para la prevencién y control de la obesidad y
sobrepeso y ejes de accidon para abordar la obesidad en nifios y adolescentes.
La prevencion y el control de las ECV debe abordarse mediante una accion global
e integrada que requiere la combinacion de medidas que tiendan a reducir los
riesgos en la totalidad de la poblacion y el establecimiento de estrategias
dirigidas hacia los individuos con alto riesgo o que ya padecen la enfermedad.
Aun cuando las enfermedades cardiovasculares son, como se indico
previamente, la primera causa de muerte y discapacidad en Argentina, los
programas nacionales, provinciales y municipales continuan centrando sus
intervenciones casi exclusivamente en el control de las enfermedades
transmisibles o perinatales. Es imperativo emprender acciones y establecer
programas dirigidos a cambiar los habitos y estilos de vida de la poblacién, e
implementar simultaneamente intervenciones clinicas que lleven a reducir la
incidencia.

Debido a la problematica que representan las ECV y la relacién directa entre la
dieta y el estilo de vida sobre la incidencia de estas enfermedades y sus factores
de riesgo, la ciencia ha puesto un gran interés en dilucidar de qué manera se
puede emplear la dieta como estrategia para disminuir el riesgo de padecer este

tipo de enfermedades.
1.2 Colesterol

El colesterol es un constituyente de las membranas celulares, que modula la
fluidez y permeabilidad de las mismas. El colesterol, por otra parte, es necesario
para la formacién de estructuras de transporte cumpliendo un rol fundamental
en el trafico vesicular, en procesos de senalizacion transmembrana y en la
viabilidad y proliferacion celular (Goedeke y Fernandez-Hernando, 2012; Van
der Wulp y col., 2013). Su distribucion en membranas a nivel subcelular es muy
heterogénea. Su principal destino es la membrana plasmatica (60-80%) mientras
que en el reticulo endoplasmico solo se encuentra el 0,5-1% del colesterol total.
Ademas, el colesterol es precursor de todas las hormonas esteroideas, vitamina
D, oxisteroles y acidos biliares que cumplen funciones fisiolégicas importantes.
A pesar de su importancia critica, niveles anormales de colesterol pueden causar
serias consecuencias a nivel celular provocando enfermedades como
aterosclerosis y diabetes tipo Il. Por esta razén, las células han desarrollado

mecanismos muy complejos de regulacion relacionados con los niveles vy
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distribucion del colesterol (Goedeke y Fernandez-Hernando, 2012; lkonen,
2006).

Los seres humanos, y mamiferos en general, obtienen el colesterol a partir de la
sintesis enddgena y de la dieta en una relacién aproximada de 70/30. En una
dieta occidental tipica, la biosintesis a partir de acetil-CoA oscila entre 800-
1000 mg/dia, mientras que el colesterol proveniente de la ingesta ronda los
400-500 mg/dia. Este ultimo valor resulta del aporte de colesterol presente
tanto en los alimentos ingeridos (300 mg/dia) como del que se excreta en sales
biliares (1g/dia), teniendo en cuenta que solo se absorbe un 40% del colesterol
disponible a nivel intestinal (Ikonen, 2006; Ros, 2003; Van der Wulp y col.,
2013). El higado es el 6rgano central en el metabolismo del colesterol ya que no
solo es el principal sitio de sintesis enddgena (50% del total en el organismo),
sino que ademas controla su secrecién en sangre y su eliminacion (Zhao y
Dahlman-Wright, 2010). Esto lo hace a través de la produccién de lipoproteinas
y su captacién mediada por receptores, de la formacion de ésteres de colesterol
y su almacenamiento y de su excrecién del organismo a través de la bilis. El
intestino también cumple un papel determinante regulando su absorcién y
excrecion en las heces (Fishery col., 2012; Zhao y Dahlman-Wright, 2010). Dado
que el colesterol es una molécula muy hidrofébica, su absorcién intestinal
requiere previa emulsificacion, hidrélisis del colesterol esterificado de la dieta,
solubilizacién micelar por sales biliares y posterior captacion por parte de los

enterocitos (Van der Wulp y col., 2013).
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lll. AMARANTO

I1l.1 Generalidades del amaranto

El amaranto es considerado un pseudocereal porque sus semillas contienen
cantidades importantes de almidén y son ricos en materia harinosa, al igual que
las semillas de los cereales. Pertenece a la familia de las dicotiledéneas, familia
Amaranthaceae, que son plantas con dos hojas embrionarias en sus semillas,
diferentes a las monocotiledéneas gramineas, familia a la que pertenecen los
cereales como el arroz, el maiz y el trigo (Kiegel, 1994). Las dicotiledoneas no
contienen proteinas generadoras de gluten y son facilmente digeribles, razén
por la cual su consumo, sobre todo en paises europeos donde la incidencia de
la enfermedad celiaca es alta, ha aumentado y se ha promovido en los ultimos
anos. Otra ventaja de los pseudocereales es que crecen de forma rustica y se
adaptan a variados ambientes, resistiendo sequias, altas temperaturas y suelos
salinos (Lozoya-Gloria, 1994). La planta puede alcanzar entre 2 'y 2,5 m de altura
en la madurez, presenta ramas que se ubican en el tallo principal pudiendo
comenzar desde su base. La raiz principal es corta y las raices secundarias se
dirigen hacia el interior del suelo. Sus flores brotan del tallo principal y en
algunos casos las inflorescencias llegan a medir 90 cm de largo, pudiendo ser
rectas, semirrectas o sueltas, de coloracion roja, rosada, anaranjada o amarilla.
Las semillas, contenidas en los frutos, son levemente lenticulares y de tamafno
muy pequefo, aproximadamente 2 mm de diametro. Se pueden encontrar
semillas de diversos colores, desde el negro pasando por el rojo, hasta el marfil
y el blanco.

El amaranto es una planta de origen americano que formaba parte de la dieta

habitual de los pueblos originarios. En esos tiempos y actualmente,
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principalmente en los paises andinos, se aprovechan tanto las semillas como las
hojas dado su alto valor nutritivo.

El amaranto es capaz de realizar fotosintesis con alta eficiencia, ya que al ser
una planta C4 su mecanismo de fijacién de carbono supera al resto de las
plantas. Las plantas tipo C4 crecen, en general, mas rapidamente, responden
bien a condiciones ambientales adversas y utilizan mas eficientemente el agua
consumida para formar biomasa en comparacion con las plantas C3. Estas
caracteristicas hacen que las plantas C4 sean mas amigables con el medio
ambiente. La semilla, presenta un elevado contenido de proteinas (13 al 19%
p/p), con un buen balance aminoacidico, lo que las hace inusualmente
apropiadas para el consumo humano (Bale y Kauffman, 1992). El valor
nutricional de las proteinas de la semilla de amaranto es cercano al 6ptimo
requerido para la dieta humana, segun lo detallan la Organizacion Mundial de la
Salud y la Organizacién de Alimentos y Agricultura (FAO). La cantidad de lisina
que contiene es dos a tres veces superior a la de los cereales, y la cantidad de
aminodacidos azufrados es superior al de las legumbres (Segura-Nieto y col.,
1994). El contenido de lipidos varia de 7 a 8% p/p. Rodas y Bressani (2009) han
encontrado en esta fracciéon una cantidad relativamente alta de escualeno
(aproximadamente 8% del total), el cual presenta diversos beneficios para
nuestro organismo: protege de los radicales libres debido a su capacidad
antioxidante, es precursor del colesterol fortaleciendo a la membrana celular y
presenta accién bactericida y antifungica. Las semillas de amaranto también son
una buena fuente de fibra dietaria, cuya composicion depende de la especie y
variedad y del procesamiento realizado (Venskutonis y Kraujalis, 2013). Entre
los componentes de la fibra, mayoritariamente insolubles, pueden mencionarse
homogalacturonano y ramnogalacturonano-l con cadenas laterales de
arabinanos, xiloglucanos altamente ramificados y celulosa. La fraccion de fibra
soluble se encuentra compuesta por xiloglucanos y polisacaridos pécticos ricos
en arabinosa (Lamothe y col., 2015).

Las partes verdes de la planta, especialmente las hojas, son ricas en minerales
como K, Fe, Mg y Ca y en vitaminas A y C. La apariencia, textura y calidad
nutricional de las hojas de amaranto son comparables a las de la espinaca
(Segura-Nieto y col., 1994).

El Coédigo Alimentario Argentino ha incorporado las especificaciones
relacionadas con el amaranto hace pocos afos atras, en 1994. En el Capitulo XI,

Alimentos vegetales, encontramos la siguiente especificacion: “con el nombre
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de Amaranto se entienden las semillas sanas, limpias y bien conservadas de las
siguientes especies de este pseudocereal: Amaranthus cruentus L., Amaranthus
hypochondriacus L., Amaranthus caudatus L. y Amaranthus mantegazzianus
Passer.” Ademas, especifica los siguientes valores:

El contenido de proteinas no debe ser menor de 12,5%.

La humedad no debe ser mayor de 12,0%.

El contenido de cenizas debe ser menor de 3,5%.

El contenido de almidén no debe ser menor de 60%.

El peso hectolitrico minimo sera de 77 kg.

Los granos de amaranto, que respondan a las especies mencionadas, seran
de color blanco, ambar palido, amarillo o castafio muy palido, opacos o
translucidos" (CAA, Articulo 660 - Res MSyAS 80, 13.01.94).

I1l.2 Proteinas de reserva de las semillas de amaranto

Las proteinas de almacenamiento de semillas pueden clasificarse utilizando el
criterio de Osborne (Osborne, 1924), que se basa en la extraccién de fracciones
proteicas de las harinas obtenidas a partir de las semillas, segun su solubilidad
diferencial en diferentes medios. Asi, las proteinas de semillas se pueden
clasificar en cuatro fracciones. La fracciébn proteica que se extrae por
solubilizacién en agua destilada se conoce como al/buminas, en general
corresponde a proteinas involucradas en las rutas metabdlicas. Si sobre el
residuo de la extraccién con agua se utiliza una solucion salina diluida, se
extraeran las proteinas que corresponden a la fraccion globulinas. Una vez
separadas las globulinas vy utilizando sobre el residuo una solucion
hidroalcohdlica se obtendra la fraccién conocida como prolaminas. Por ultimo,
utilizando soluciones de pH extremo o incorporando detergentes en el solvente
de extraccién, obtendremos la fraccién glutelinas. Las globulinas, prolaminas y
glutelinas generalmente corresponden a proteinas de reserva. Estas proteinas se
localizan en las semillas a fin de ser utilizadas como fuente de nitrégeno en el
momento de la germinacion para originar una planta. En el caso particular del
amaranto, existe una fraccion proteica cuantitativamente importante que se
obtiene por extraccion con agua destilada luego de extraer las albuminas y las

globulinas, denominada g/obulina-P.

Albuminas de amaranto
Es la fraccion que tradicionalmente se extrae de la harina debido a su capacidad

de solubilizarse en agua. Esta compuesta por polipéptidos de diversos tamanos
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la mayoria entre 10 y 43 kDa (Marcone, 2000; Segura-Nieto y col., 1992)
encontrandose también algunos polipéptidos de mayor masa molecular, hasta
94 kDa (Barba de la Rosa y col., 1992; Konishi y col., 1991; Martinez y Anén,
1996). La mayoria de los polipéptidos son monoméricos, no disociables por
2-mercaptoetanol. Las albuminas presentan una baja estabilidad térmica,
siendo su temperatura de desnaturalizacion de aproximadamente 64°C
(Martinez y Aiidn, 1996). En su composicién poseen principalmente aminoacidos
azufrados, glutamina, acido glutamico y glicina (Segura-Nieto y col., 1992). La
fraccion de albuminas contiene proteinas con diferente funcion biolégica que no
son de reserva. Entre estas ultimas, se encuentra un inhibidor de tripsina y uno
de x-amilasa que han sido caracterizados y secuenciados por Valdes-Rodriguez
y col., (1993) y Lu y col., (1999) respectivamente. También se encuentran la
lectina, una proteina de unién carbohidratos que juegan un rol importante en la
defensa de la planta. Presenta una estructura homodimérica con masas
moleculares en el rango de 54-70 kDa. Es ademas, una de pocas proteinas de
género Amaranthus de la cual su estructura ha sido determinada

experimentalmente (PDB 1JLY) (Transue y col., 1997).

Globulinas de amaranto
Se extraen del residuo de harina resultante de la extraccion de las albuminas.
Para extraer globulinas se utilizan soluciones salinas de pH cercano a la
neutralidad. En el amaranto existen tres tipos de globulinas mayoritarias: 7S,
11S y globulina-P.

Globulina 7S: Es la que se encuentra en menor proporcion. Los estudios
realizados por Marcone y Kakuda (1999) sobre esta fraccién indican que se
organiza estructuralmente formando trimeros, cuya masa molecular varia entre
150y 200 kDa. El heteroligdémero se encuentra constituido por tres subunidades
de diferentes tamanos que varian entre 15 y 90 kDa, unidas de modo no
covalente. Sus subunidades mayoritarias son las de 66 y 52 kDa, mientras que
los polipéptidos menores resultan de la hidrdlisis de la subunidad de 52 kDa
(Quiroga y col., 2012). Posee baja proporcién de estructura en hélice « (12,6%)
y elevada proporcion de estructura secundaria en hoja plegada B (50%). Su punto
isoeléctrico (pl) se encuentra entre 5,2 y 5,8.

Globulina 11S: Esta globulina esta organizada en hexameros con masas
moleculares aparentes entre 300 y 360 kDa (Marcone y col.,, 1998). Los
hexameros estdan formados por subunidades polipeptidicas de diferentes

tamanos que se mantienen unidas por interacciones no covalentes (Salnikow y



INTRODUCCION GENERAL

col., 1998). Como otras globulinas de almacenamiento de semillas de la familia
de las 11S, cada una de las subunidades estan formadas por un polipéptido
acido (A) y uno basico (B), unidos mediante enlaces disulfuro. La composicion
aminoacidica de globulina 11S parcialmente purificada fue determinada por
Marcone y col. (1998) y se puede observar que los aminoacidos mas abundantes
son glutamina/acido glutamico y asparagina/acido aspartico. Contiene
relativamente alto porcentaje de estructura hélice « (31,4%) y desordenada
(41,6%), siendo el resto hoja plegada B (Gorinstein y col., 1996). Es la Unica
proteina del grupo de las globulinas cuya secuencia completa y estructura ha
sido determinada mediante cristalografia de rayos X (PDB 3QAC) (Tandang-
Silvas y col., 2012).

Globulina P: Es una proteina perteneciente a la familia de las 11S. Esta
fraccion es soluble en agua y soluciones salinas de baja fuerza iénica, pero
insoluble en concentraciones de NaCl mayores que 0,1 M. Para extraerla, se
utiliza agua destilada sobre el residuo que queda luego de extraer las globulinas
7Sy 11S. Su pl aparente se encuentra entre 5y 6 y su composicion aminoacidica,
comparada con la de albuminas, presenta mayor proporcion de prolina, serina,
arginina, histidina y fenilalanina, y menor de lisina, metionina, cisteina y valina.
Contiene varios polipéptidos; entre ellos, algunos de masas moleculares 56, 36,
31, 26 y 22 kDa (Konishi y col., 1991). Los polipéptidos de aproximadamente
56 kDa corresponden a los precursores de polipéptidos Ay B que, como en la
mayoria de las globulinas 11S se sintetizan como una unica cadena
polipeptidica. En la globulina P, la modificacion postraduccional que escinde la
cadena para producir polipéptidos acidos y basicos no se produce en todas las
moléculas (Quiroga y col., 2007) lo que conduce a unidades moleculares
constituidas por los precursores ademas de los polipéptidos A y B. Una
caracteristica particular de esta proteina es su alto grado de polimerizacion,
presentando aproximadamente sélo un tercio de sus moléculas no agregadas.
Las unidades moleculares presentan una masa molecular cercana a 300 kDa
(Castellani y col., 1998 y 2000; Martinez y col, 1997). Su nombre, globulina-P
(GP), deriva de globulina polimerizada, debido a la tendencia que presenta esta
fraccion. La GP presenta elevada estabilidad térmica; su temperatura de
desnaturalizacién determinada por calorimetria diferencial de barrido fue

cercana a 100°C, segun describen Martinez y col., (1997).
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Prolaminas de amaranto

En este pseudocereal, las prolaminas se encuentran en muy baja proporcién (1 al
3,2% del total de las proteinas de amaranto, Segura-Nieto y col., 1994). Respecto
a su composicion aminoacidica, la leucina y la treonina son los aminoacidos
esenciales mas abundantes (Barba de la Rosa y col., 1992). Se ha descripto que
esta fraccion esta constituida por polipéptidos de baja masa molecular (entre 10
y 22 kDa), aunque existen algunas discrepancias entre los estudios realizados
que abordan cuadles son los componentes mayoritarios (Gorinstein y col., 1991;

Segura-Nieto y col., 1992).
Glutelinas de amaranto

Las proteinas pertenecientes a esta fraccion son solubles Unicamente en
soluciones acidas o alcalinas. Presentan una composicion polipeptidica vy
caracteristicas estructurales similares a la globulina-P (Abugoch, 2006). Se han
descripto polipéptidos de masas moleculares de entre 50-67 kDa, 30-38 kDa y
20-28 kDa (Barba de la Rosa y col., 1992; Gorinstein y col., 1998). De sus
aminodacidos constituyentes, el mas abundante es el acido glutamico, después
del cual se encuentran en abundancia decreciente arginina, leucina, fenilalanina

y tirosina (Bressani y Garcia-Vela, 1990).
l1l.3 Péptidos bioactivos identificados en amaranto

Diferentes estudios han demostrado que las hojas y las semillas de amaranto
presentan caracteristicas nutricionales y promotoras de la salud relevantes
(Huerta-Ocampo y Barba de la Rosa, 2011; Montoya-Rodriguez y col., 2015).
Entre sus componentes bioactivos pueden mencionarse polifenoles con efectos
antioxidantes; extractos metandlicos con actividades antihiperlipidémica,
antidiabética y antihelmintica; extractos acuosos con actividades antidiarreica,
antifingica y antimalaria; hidrolizados proteicos que inhiben la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) (efecto antihipertensivo) y el péptido
lunasina con propiedades antitumorales (Huerta-Ocampo y Barba De La Rosa,
2011; Venskutonis y Kraujalis, 201 3).

Por otra parte, haciendo uso de herramientas bioinformaticas se determiné que
las proteinas de amaranto contienen, con alta frecuencia, secuencias peptidicas

con potencial actividad inhibidora de la ACE y de la dipeptidil peptidasa IV
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(DPP4), asi como actividades antioxidante, estimulante de la captacién de
glucosa, antitrombotica y anticancerigena (Montoya-Rodriguez y col., 2015).
En nuestro laboratorio, haciendo uso de diferentes tipos de ensayos, se ha
demostrado la existencia de actividades antihipertensiva (Fritz y col., 2011;
Quiroga y col., 2012; Vecchi y Aidn, 2009), antioxidante (Lado y col., 2015;
Orsini Delgado y col., 2016a,b; 2015; 2011; Tironi y Anon, 2014),
antiproliferativa (Barrio y Ainon, 2010; Mengoni, 2015; Quiroga y col., 2015) e
inmunomoduladora (Moronta y col., 2016a,b), antitrombadtica (Sabbione y col.,
2016a,b; 2015) e hipocolesterolémica (Lado y col., 2015).

Actividad antihipertensiva

Sin lugar a dudas esta es la actividad fisiologica mas estudiada de los péptidos
bioactivos de diferentes proteinas alimentarias, no siendo ajeno a esta tendencia
el amaranto.

Como es sabido, la hipertension arterial es una afeccion multifactorial que puede
danar o6rganos vitales, por lo que estd considerada como un problema
importante de salud publica. Normalmente es tratada con diversos
medicamentos sintéticos que afectan sitios claves de las vias metabdlicas
relacionadas particularmente con el sistema RAS. Entre este tipo de
medicamentos se encuentran los inhibidores de la ACE, los B-bloqueantes,
diuréticos y bloqueantes de los receptores de angiotensina-Il. Si bien estos
medicamentos son eficaces y bien tolerados por lo pacientes, son caros y pueden
producir ciertas alteraciones secundarias a corto y largo plazo como produccion
de tos (Atkinson y Robertson, 1979). Una alternativa a este tipo de
medicamentos la ofrecen los péptidos bioactivos los cuales se sabe pueden
ejercer diferentes acciones fisiologicas. Los mas estudiados, hasta el presente,
son aquellos inhibidores de la ACE. En la mayoria de los casos estos péptidos
han sido identificados y caracterizados haciendo uso de ensayo /n vitro y, en
menor medida, se han realizado ensayos /n vivo, tanto con animales modelo
como estudios clinicos en humanos (Fritz y col., 2011; Martinez-Maqueda,
Miralles y col., 2012; Quiroga y col., 2012).

La actividad antihipertensiva potencial de proteinas y péptidos de amaranto fue
mayormente estudiada /n vitro como capacidad inhibitoria de ACE. Asi se
demostré esta actividad en un hidrolizado triptico de glutelinas con un
ICs0 = 0,20 mg/ml (Barba de la Rosa y col., 2010) y en fracciones peptidicas

aisladas por HPLC en fase reversa (RP-HPLC) de hidrolizados por alcalasa de
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albuminas y globulinas, con ICso de 0,35 y 0,15 mg/ml respectivamente (Tovar-
Pérez y col., 2009). En nuestro laboratorio se ha demostrado que hidrolizados
de aislado proteico de A. mantegazzianus de diferente grado de hidrolisis,
obtenidos por accion de alcalasa, son potencialmente mas activos que los
aislados sin hidrolizar, alcanzando un ICso de 0,12 + 0,02 mg/ml (Fritz y col.,
2011). Por otra parte, también hemos encontrado que las fracciones proteicas
de globulinas 7S y 11S presentan actividad antihipertensiva luego de ser
sometidas a digestion gastrointestinal simulada presentando un ICso de
0,22mg/ml (Quiroga y col., 2012). Por su parte, Tiengo y col., (2009) analizaron
la capacidad inhibitoria de ACE de un concentrado proteico de amaranto
sometido a varios tratamientos, digestion gastrointestinal /n vitro, hidroélisis con
alcalasa y calentamiento. Los resultados por ellos obtenidos indican que la
mayor actividad correspondi6 al hidrolizado con alcalasa (IC50=0,118 mg/ml),
la cual no se modificé significativamente luego del tratamiento térmico y la
digestién gastrointestinal simulada. Fracciones peptidicas provenientes de estas
muestras presentaron valores de ICso levemente superiores a las
correspondientes muestras originales (Tiengo y col., 2009). Luna-Sudrez y col.,
(2010) insertaron en la subunidad acida de la globulina 11S cuatro copias en
tandem de un dipéptido de probada actividad inhibitoria (VY) con el objetivo de
incrementar la capacidad inhibitoria de ACE de las proteinas de amaranto. Esta
modificaciéon de la secuencia aminoacidica de 11S mostré una actividad superior
a la presentada por los hidrolizados (IC50=0,064 mg/ml).

En relacion a la actividad inhibitoria de ACE se realizaron también estudios /n
silico a partir de secuencias conocidas de proteinas de amaranto que mostraron
poseer secuencias bioactivas encriptadas (Barba de la Rosa y col., 2010; Vecchi
y Andn, 2009). Estos ultimos autores, a partir de un estudio /n silico sobre la
secuencia de la globulina 11S, predijeron la actividad inhibitoria de dos
tetrapéptidos, VIKP y ALEP, ubicados en la superficie molecular; actividad que
fue confirmada mediante experiencias /n vitro (Vecchi y Aion, 2009).

Unas pocas experiencias ex vivo permitieron proponer posibles mecanismos de
accion. Mediante experiencias con musculo papilar de corazén y musculo liso
de aorta aislados de ratas hipertensas se propuso que los hidrolizados de
amaranto estarian actuando a nivel local o autocrino del sistema renina-
angiotensina (Fritz y col., 2011). Por otro lado, Barba de la Rosa y col., (2010)
estudiaron el efecto de un hidrolizado triptico de glutelina sobre la produccién

de NO de un cultivo de células endoteliales coronarias obteniendo resultados
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que les permitieron proponer que el hidrolizado induce la produccién endotelial
de NO y la consecuente vasodilatacién a través de su actividad inhibitoria de
ACE. Mas alla de la capacidad de los péptidos de modular la actividad de ACE,
se han demostrado otros mecanismos de accién que conllevan a una reduccién
de la hipertension tales como inhibicién de la renina, efectos beneficiosos
directos en la vasculatura (Hirota y col., 2007; Sipola y col., 2002), incremento
de la expresion de genes involucrados en la regulacion de la presién sanguinea
como la 6xido nitrico sintasa (De Gennaro Colonnay col., 2002; Rummeryy col.,
2005; Yamaguchi y col., 2009) y estimulacion de los receptores periféricos de
opioides (Fitzgerald y col., 2011). Teniendo en cuenta al estrés oxidativo como
una causa de hipertension, deben incluirse también aquellos péptidos con
demostrada capacidad antioxidante (Martinez-Maqueda y col.,2012)

Estudios llevados a cabo por Udenigwe y col., (2009) y Li y Aluko (2010)
demostraron que péptidos derivados de proteinas alimentarias liberados por
hidrélisis enzimaticas son capaces de inhibir la enzima renina /in vitro. Mediante
la aplicacion de modelos QSAR, Udenigwe, Li, y Aluko, (2012) arribaron a que
los dipéptidos IW y LW eran capaces de inhibir el 70% (ICso 2,3 mM) y 37% (ICso
3,2 mM) de la actividad de dicha enzima. Estos estudios sugieren que los
aminodcidos de baja masa molecular y naturaleza hidrofébica ubicados en la
posicion N-terminal y los aminoacidos voluminosos en posicién C-terminal son
importantes en la determinacion de la potencia de inhibiciéon. Estudios recientes
realizados en nuestro laboratorio (Quiroga y col., 2017) han demostrado por
primera vez, la existencia de péptidos encriptados en las proteinas de
almacenamiento de amaranto capaces de inhibir a la enzima renina. Dichos
péptidos actuan como inhibidores competitivos, estando su potencia inhibitoria
relacionada con la hidrofobicidad de los mismos.

Solo se ha publicado, hasta el presente, una experiencia /n vivo mostrando la
capacidad antihipertensiva de péptidos de amaranto (Fritzy col., 2011) mediante

la administracidn intragastrica de hidrolizado a ratones hipertensos.
Actividad antiproliferativa

En amaranto, la primera informacion sobre actividad inhibitoria de proliferacion
de células tumorales ha sido atribuida a compuestos de hojas de A. tricolor
(Jayaprakasam y col., 2004) y mas recientemente se ha demostrado la actividad
antiproliferativa de proteinas y péptidos. En A. Aypochondriacus Silva-Sanchez

y col., (2008) detectaron un péptido de ~20 kDa que presentaba homologia con
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la lunasina de soja. Se demostré que este péptido, mayoritariamente presente
en la fraccién glutelinas, es resistente a tratamientos térmicos extremos y
presenta actividad antiproliferativa selectiva sobre células neoplasicas. También
se demostré, mediante experiencias /n vitro, que este péptido es capaz de
internalizarse en las células y localizarse en el nucleo y, que también presenta
actividad inhibitoria de la acetilacion de histonas en células HeLa (Maldonado-
Cervantes y col., 2010).

Barrio y Andén (2010) describieron la actividad antiproliferativa de un aislado
proteico de A. mantegazzianusy su hidrolizado con alcalasa, sobre cuatro lineas
celulares de diferente origen y tumorigenicidad (MC3T3E1, UMR106, Caco-2, y
TC7). Estos autores demostraron que la actividad dependia de la dosis y se debia
a las proteinas, no a moléculas pequefias como flavonas ni a la presencia de un
inhibidor de proteasas tipo Bownman-Birk. Se establecié la concentracién de
0,1 mg/ml con actividad antiproliferativa reversible tornandose irreversible a
partir de 0,3 mg/ml. El mecanismo de accién propuesto para estas proteinas
involucra la inhibicién de la adhesion celular y proliferacién junto con la
produccién de dafio celular que resulta en una pérdida permanente de viabilidad
celular. Con posterioridad, en nuestro laboratorio, se procedidé a fraccionar la
harina de amaranto en sus componentes proteicos mas representativos:
albuminas, globulinas 7 y 11S, globulina-P, gluteninas y una fraccion de
naturaleza hidrofdobica y se pudo demostrar que la ultima de las fracciones
mencionadas presentaba la mayor actividad antiproliferativa sobre la linea
celular UMR106. El analisis posterior de esta fracciéon por LC-MS/MS permitié
identificar a la lectina como responsable de esta actividad (Quirogay col., 2015).
Los resultados encontrados en este trabajo sugieren que la inhibicion de la
proliferacion celular producida por la fraccién hidrofébica se debe a un efecto
citotéxico mostrado por una alteracion de la funcién lisosomal y mitocondrial.
Esta toxicidad promoveria la apoptosis celular que se expresa en la modificacién
de la morfologia celular y en la desorganizacion de los filamentos de actina
(Quiroga, y col., 2015). Vistos estos resultados se llevé a cabo un proceso de
purificacion obteniéndose una lectina parcialmente purificada la cual fue
sometida a un proceso simulado de digestidn gastrointestinal. La lectina fue
sensible a este proceso perdiendo parte de su actividad hemaglutinante y
antiproliferativa (Mengoni, 2015). Se encuentran en desarrollo dos sistemas

modelo animal, de ratas Wistar y peces Zebra, para ser utilizados en el estudio
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de compuestos antitumorales derivados de amaranto, entre otro tipo de

compuestos (Barrio, comunicacién personal, 2012).
Actividad antioxidante

En cuanto al estudio de las propiedades antioxidantes en nuestro laboratorio se
han realizado diversos ensayos /n vitro, asi como una primera aproximaciéon de
estudios /n vivo en ratas. Se ha podido demostrar que existen en la semilla de
amaranto (A. mantegazzianus) componentes peptidicos/polipeptidicos con
moderada actividad antioxidante /n vitro. Dicha actividad es fuertemente
incrementada luego de la hidrélisis extensiva con alcalasa, asi como también
mediante la digestion gastrointestinal simulada sugiriendo que luego de la
ingesta se producira la liberacién /n vivo de péptidos antioxidantes (Orsini
Delgado y col., 2011; Tironi y Afidn, 2014).

Los principales resultados obtenidos indican que los digeridos obtenidos por
simulacién gastrointestinal de aislado e hidrolizado de amaranto con alcalasa,
asi como algunas fracciones obtenidas a partir de ellos, presentan diversas
actividades /n vitro frente a especies reactivas del oxigeno (ROS) y de nitrogeno
(RNS). El aislado digerido fue el mas activo, presentando una interesante
capacidad para neutralizar radicales peroxilos, hidroxilos y anién peroxinitrito,
asi como para quelar metales inhibiendo la formacion de radicales hidroxilos
(Orsini Delgado y col. 2015). Algunas fracciones activas separadas a partir de
los digeridos fueron capaces de atravesar una membrana epitelial de mucosa
intestinal simulada mediante una monocapa Caco-2, manteniendo y en algunos
casos incrementando su actividad (Orsini Delgado y col., 2016b)

Se han podido, ademas, identificar mediante RP-HPLC seguida de
espectrometria MS/MS varios péptidos potencialmente antioxidantes liberados
por digestion gastrointestinal simulada, cuya actividad fue confirmada sobre los
péptidos sintetizados. Se analizé la relacion estructura-actividad de los mismos
mediante la prediccion de las estructuras utilizando herramientas
bioinformaticas. Los péptidos mas activos detectados (AWEEREQGSR >
YLAGKPQQEH ~ IYIEQGNGITGM ~ TEVWDSNEQ) presentaron al menos un
aminoacido aromatico voluminoso. Todos fueron provenientes de regiones poco
estructuradas expuestas o internas de la subunidad acida de la globulina 11S
(Orsini Delgado y col., 2016a).

Recientemente se ha registrado un efecto /n vitro de prevencion de la oxidacion

inducida por Cu+2 y H,0, de LDL humanas por parte del digerido gastrointestinal
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del aislado, asi como de fracciones separadas del mismo mediante FPLC de
exclusiéon molecular.

Los ensayos /n vivo realizados han demostrado que la incorporacién de aislado
proteico (2,5 % p/p) en dietas consumidas por ratas Wistar —adicionadas también
con colesterol- produjo mejoras en parametros relacionados con el estatus
antioxidante del plasma: aumento de la capacidad reductora (FRAP), descenso
del contenido de productos secundarios de oxidacion (TBARS) y de la actividad
superoxido dismutasa, y del higado (descenso de TBARS). También se
observaron efectos positivos sobre el perfil lipidico en higado y sobre el
descenso de la presién arterial (Lado y col., 2015).

Por otra parte, se ha estudiado la actividad antioxidante de aislados proteicos y
sus hidrolizados con alcalasa incorporados a distintas matrices alimentarias
tales como aceites vegetales y productos carneos reestructurados, registrandose
actividad antioxidante con el agregado del hidrolizado (Garcia Filleria y Tironi,
2015; Tironi y Aién, 2014). Se ha comenzado a si mismo, el estudio de otros
posibles componentes antioxidantes. Se estan analizando los compuestos
fendlicos de la harina de amaranto y productos derivados tales como aislado,
hidrolizado con alcalasa y digerido gastrointestinal de aislado, utilizando
diferentes protocolos de extraccion a fin de evaluar su interaccion con otros
componentes. La harina y el aislado contienen compuestos polifenélicos que se
encuentran en alta proporcién interaccionando con las proteinas u otros
componentes. La hidrélisis enzimatica de las proteinas y especialmente la
digestion gastrointestinal simulada produciria una liberacién de los mismos.
Estas conclusiones posicionan a la harina y al aislado proteico de amaranto como
fuentes de componentes antioxidantes que pueden ser tanto beneficiosos para
la salud del consumidor como para la estabilidad oxidativa de un alimento.

El amaranto contiene también polifenoles, como nicotiflorina, rutina e
isoquercitina, y algunos acidos fendlicos y amidas que exhiben propiedades
antioxidantes. En este sentido, Alvarez-Jubete y col., (2010); Aminy col., (2006);
Repo-Carrasco-Valencia y col., (2010); Yawadio Nsimba, y col., (2008) han
demostrado la existencia de actividad antioxidante de componentes fendlicos
en diferentes especies de amaranto. Por otra parte, también se ha asociado esta
bioactividad con el escualeno, un triterpeno presente en la fraccién lipidica del
amaranto (Confortiy col., 2005). Este compuesto muestra actividad de secuestro
de radicales libres y efecto protector frente a algunos tipos celulares (Spanova y

Daum, 2011). Dada su naturaleza quimica, el escualeno no es atacado por
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enzimas del sistema digestivo y seria absorbido en alta proporcion por la

mucosa intestinal mediante un mecanismo pasivo.
Actividad inmunomoduladora

El estrés y estilos de vida insalubre provocan un efecto acumulativo sobre el
sistema inmune que aumenta el riesgo de muchas enfermedades entre las que
se cuentan las cardiovasculares y el cancer (Nakano y col., 2001). Experiencias
in vitro e in vivo han demostrado la existencia de péptidos bioactivos con efectos
inmunomoduladores que incluye la regulacion de la expresion de citoquinas, de
la produccion de anticuerpos y de las funciones inmunes inducidas por las
especies reactivas al oxigeno (ROS) (Agyei y Danquah, 2012; Udenigwe y col.,
2012). Se han descripto péptidos con propiedades inmunoreguladoras de
distintos origenes como hidrolizados de soja, suero de leche, caseina, huevo,
arroz, trigo, arveja y otros, los cuales presentaron diferentes acciones, ya sea
regulando la respuesta inmune por estimulacion humoral, mediada por células
6 por ambas vias (Ndiaye y col., 2012; Phelan y col., 2009).

Lin, Chiang, y Lin (2005) mostraron que extractos de hojas de Amaranto ejercen
un efecto estimulante inmunomodulatorio a través de la estimulacion de células
B. Por el contrario, en un estudio realizado hace un par de afos, Montoya-
Rodriguez y col., (2014) mostraron que hidrolizados de A. Aypochondriacus
obtenidos por accién de pepsina y pancreatina inhibian el proceso inflamatorio
inducido por LPS en macréfagos de mono y humanos. Los resultados obtenidos
sugieren que los péptidos generados reducen la fosforilacion citosolica de
Ikk-alfa kB-beta previniendo la translocacion de p50 y p65, subunidades de NF-
kB, hacia el nucleo y reduciendo la expresién de PEG2 y COX-1 y la secrecion de
TNF-alfa. Ademas, estos autores indicaron que los hidrolizados podrian ejercer
una accion antiateroesclerdtica y antinflamatoria a través del control de
sefalizacion de LOX-1, que conduce a una disfuncién endotelial y de la
formacién de plaquetas.

En nuestro grupo también se han realizado estudios relacionados con la
actividad antiinflamatoria de péptidos de amaranto. Se ha demostrado que
hidrolizados extensivos del aislado proteico con alcalasa redujeron la emisién
de luz por parte de células Caco-2 transfectadas con reportero luciferasa bajo
el control del promotor CCL20 (Caco-2 CCL20:luc) activadas con flagelina
bacteriana, sugiriendo la presencia de péptidos con actividad antiinflamatoria.

La separacion de las fracciones mas activas mediante RP-HPLC, su secuenciacién
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y el uso de herramientas bioinformaticas posibilito la identificacién de posibles
péptidos activos. Se comprobd que el péptido SSEDIKE posee la capacidad de
modular células activadas suprimiendo la expresién del ARNm que codifica para
CCL20, sugiriendo una modulacion de la via NF-kB (Moronta y col., 2016a).
Posteriormente, se estudio la actividad /n vivo de dicho péptido en un modelo
de alergia alimentaria mediada por IgE en ratén. La administracién oral del
péptido indujo un alivio en los sintomas de hipersensibilidad ocasionados por
proteinas de leche, negativizando el test de piel, suprimiendo la secrecion de
IgE y controlando la inflamacion intestinal (supresidon de la expresion de genes
de marcadores inflamatorios tales como CCL20, gata-3 y NF-kB, y aumento de
transcriptos codificando para tgf-B y foxp3) mediante prevencién de la
activacion de NF-kB. Los resultados mostraron ademas que este pequeio
péptido cargado resistié las condiciones acidas del estdmago pudiendo alcanzar
la mucosa intestinal y probablemente modulé la respuesta inmune local por un

mecanismo aun no dilucidado (Moronta y col., 2016 b).
Actividad antitrombotica

La trombosis es un proceso patoldgico asociado al inicio de los mecanismos de
la hemostasia ante estimulos no fisiolégicos, tiene como consecuencia la
formacién de coagulos que obstruyen vasos sanguineos y no una finalidad
reparadora.

De todas las actividades fisiolégicas estudiadas en péptidos derivados de las
proteinas de almacenamiento de amaranto, esta sin lugar a dudas practicamente
no ha sido abordada.

En nuestro laboratorio se han realizados estudios in silico, in vitro, in vivoy ex
vivo relacionados con esta actividad. Los resultados obtenidos muestran que el
proceso gastrointestinal simulado es el procedimiento que libera péptidos con
mayor actividad antitrombotica, superior a aquellos péptidos liberados por
accion de enzimas exdgenas como alcalasa y tripsina o por accion de una
proteasa enddgena presente en granos de amaranto que se activa a pHs del
orden de 2-4. Los ICsp calculados a partir de los valores obtenidos en los ensayos
in vitro, haciendo uso del método de microplaca, fueron: 10,9+0,1; 5,9+0,1 y
0,23+0,02 mg de proteina/ml para los hidrolizados obtenidos por accion de
enzimas exoégenas, la proteasa enddgena y la digestion gastrointestinal
simulada, respectivamente (Sabbione y col., 2016a,b,c; Sabbione y col., 2015).

Durante los estudios realizados con animales se determinaron diferentes
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parametros asociados con distintas etapas de la hemostasia, los resultados
obtenidos sugieren que el aislado proteico de amaranto incrementa el tiempo
de sangria lo que indicaria una accién antitrombatica. Por otra parte los ensayos
ex vivo mostraron que los péptidos liberados por las enzimas gastrointestinales
serian capaces de ejercer un efecto antiplaquetario y/o anticoagulante (Sabbione
y col., 2016a,b,c; Sabbione y col., 2015). Por ultimo estudios realizados con las
diferentes fracciones proteicas que forman parte de los aislados proteicos
indicaron que la fraccion albuminas es las que mas prolonga el tiempo de
formacién de tromboplastina, en tanto que las fracciones de glutelinas y
glutelinas hidrolizadas son las que mostraron los mayores tiempos de

coagulacién (Sabbione, 2015).



OBJETIVOS




La explotacién optima de los péptidos bioactivos para la nutricion humana vy la
salud es un desafio cientifico y tecnoldgico, a la vez que ofrece una posibilidad
cierta de transferencia al sector comercial. Estos péptidos pueden ser
incorporados como ingredientes en nuevos alimentos funcionales, ser utilizados
en la formulacion de suplementos dietarios y/o ser empleados por la industria
farmacéutica.

Actualmente los métodos computacionales constituyen una herramienta
fundamental para un abordaje integral en la busqueda de nuevas fuentes de
péptidos bioactivos y el estudio de los mecanismos moleculares que

fundamentan su accion.

Teniendo en consideracién lo antedicho nos planteamos como Objetivo General
del presente trabajo de Tesis:

% Evaluar la potencialidad de la fraccién proteica de globulinas de amaranto
como fuente de péptidos bioactivos para su utilizacién como ingredientes
alimentarios y/o desarrollo de alimentos funcionales.

% Comenzar con una nueva linea de trabajo relacionada con el uso de
herramientas bionformaticas en el analisis de las propiedades bioactivas

de péptidos.

Siendo nuestros objetivos especificos:

e Estudiar la ocurrencia de péptidos bioactivos en el universo de proteinas
conocidas.

e Analizar la ocurrencia de péptidos bioactivos en familias proteicas.

e Estimar mediante estudios computacionales la presencia de péptidos
bioactivos en la fraccién globulinas de amaranto.

e Obtener, caracterizar y purificar los péptidos que provienen de la hidrolisis
de la fraccién globulinas con actividad hipocolesterolemiante mediante la
inhibicion de la enzima 3-hidroxi-metil- CoA reductasa.

e Caracterizar posibles mecanismos de accion de péptidos de amaranto con

diferentes actividades utilizando técnicas /in silico.
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ESTUDIO DE LA OCURRENCIA DE
PEPTIDOS BIOACTIVOS UTILIZANDO
METODOS BIOINFORMATICOS EN
PROTEINAS DE SECUENCIA CONOCIDA




CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

Naturaleza del problema

En la introduccién general se han descripto las propiedades mas importantes de
los péptidos bioactivos y la importancia biotecnoldgica de su deteccién.
Evidentemente la prediccién de la ocurrencia de péptidos bioactivos posee la
ventaja de simplificar enormemente los protocolos experimentales
reduciéndolos a aquéllos necesarios para poner de manifiesto la
correspondiente actividad bioldgica del presunto péptido bioactivo. De esta
forma, tanto los tiempos de los procedimientos experimentales como los costos
asociados se reducen notablemente.

En los ultimos afios la bioinformatica ha jugado un rol central en la prediccion
de numerosas propiedades en una gran diversidad de sistemas bioldgicos. En
general, los métodos bioinformaticos detectan una determinada “sefial” o mas
correctamente el contenido informativo de una secuencia, estructura, imagen,
etc. (Luscombe y col., 2001). En el analisis secuencial, muchas veces este
contenido informativo se correlaciona con regiones mas conservadas
evolutivamente que otras en un mismo gen o genoma. Segun la teoria neutral
de Kimura (Kimura y Ota, 1974) las regiones mas conservadas evolucionan bajo
una determinada presion selectiva, generalmente asociada a la conservacion de
la funcién biolégica. Sin embargo, el término “funcion bioldgica” es un término
muy amplio, ya que el mismo en este contexto puede implicar regiones
conservadas debidas a restricciones estructurales (Chothia y Lesk, 1986),
dindmicas (Maguid y col.,, 2006), provenientes de interacciones proteina-
proteina (Chelliah y Lovell, 2004), funcionales (Worthy y Blundell, 2009), por

exposicion al solvente (Franzosa y Xia, 2006), por nombrar sélo algunos pocos



entre los muchos ejemplos descritos en la bibliografia. De esta forma la teoria
neutral, la deteccién de conservacion secuencial y su correlacion con la funcién
biolégica dio lugar a la generacion de centenas de métodos para predecir muy
diversas cuestiones de interés bioldgico (Claverie, 2000; Higgins y Taylor, 2001).
Sin embargo, no todas las regiones conservadas en una secuencia o genoma
necesariamente estaran sujetas a un proceso evolutivo condicionado por la
conservacion de la funcién bioldgica. Esto hace necesario la estrecha interaccion
entre prediccion bioinformatica y experimentacién. Este inter-juego entre
prediccion tedrica y comprobacién experimental implica una retroalimentacion
entre las dos areas, una, la experimental, ahorrando tiempo y costos para
evidenciar regiones realmente importantes en un sistema bioldgico, la otra, la
predictiva y tedrica, para controlar y mejorar sus métodos predictivos.

Entonces el principal resultado entre el inter-juego entre prediccion vy
comprobacion experimental es un conjunto de datos bioldgicos que contienen
informacion bioldgica (“conservacion”) y que ademas poseen una determinada
actividad/funcién/importancia biolégica comprobada experimentalmente. Esta
informacion en Bioinformatica se guarda ordenadamente, en forma sistematica
y anotada en las denominadas bases de datos, las cuales pueden ser muy
diversas (secuenciales, de motivos, estructurales, de sitios activos, de rutas
metabdlicas, etc). Las bases de datos, entonces, pueden contener datos crudos
(a modo de repositorio de archivos) o informacion que ha sido depurada (curada)
por expertos. Una curacion cuidadosa agrega valor a la informacion y resulta en
un incremento de la precision de la informacion biolégica depositada.

En cuanto al problema que nos concierne, la prediccién de péptidos bioactivos
en secuencias proteicas, es sumamente dificil. Como mencionamos en el
capitulo anterior, los péptidos bioactivos son péptidos cripticos, que, liberados
en el proceso de digestion, tienen alguna actividad bioldgica. Ya explicamos que
la conformacion que adquieren estos péptidos una vez liberados de la proteina,
semeja la conformacién de un sustrato biolégico o de un regulador positivo de
una proteina de interés en la salud humana. La dificultad en la prediccién
mediante herramientas bioinformaticas radica, centralmente, en el hecho que
las regiones que contienen péptidos bioactivos en una determinada proteina no
evolucionaron para mantener la funcion biolégica propia de esos péptidos y en
la enorme mayoria de los casos tampoco estan asociados con la funcién
biolégica de la proteina que los contiene. Quizas, estas regiones estan asociadas

con cuestiones de estabilidad energética, estructural, cinética, etc. de la



proteina, pero dificilmente cumplan un rol biolégico en la proteina que la
contiene. A modo de ejemplo, el pentapéptido IIAEK (Naogaka y col., 2001) se
encuentra encriptado en la B-lactoglobulina (proteina de suero de leche) en una
region que adopta una conformaciéon de cadena beta y, a la cual no se le asigna

ninguna funcién bioldgica en su proteina de origen (FIGURA 1.1).
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FIGURA 1.1: Localizacion del péptido IIAEK en la estructura (A) y secuencia (B) de la
B-lactoglobulina (PDB 3BLG).

Esta aparente aleatoriedad de la ocurrencia de un péptido bioactivo en una
determinada proteina y su desvinculacién de los condicionamientos selectivos
gue mantienen regiones con “informacién” biolégica para mantener la funcion
bioldgica, hacen de los métodos bioinformaticos mas comidnmente usados para
prediccién, practicamente inutiles a la hora de predecir la ocurrencia de péptidos
bioactivos. Por lo tanto, la Unica forma viable de predecir la ocurrencia de ellos
es aplicar métodos de comparaciéon secuencial, haciendo uso de bases de datos
existentes de péptidos que hayan tenido su debida comprobacién experimental
(ver mas adelante y para un review sobre métodos de prediccién ver Udenigwe,
(2014)).

Ante esta situacion nos proponemos los siguientes objetivos:



CAPITULO 1
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

La informacion disponible sobre inhibidores enzimaticos encriptados en
proteinas es conocida en el area de la Tecnologia de los Alimentos, Nutricion y
Ciencias médicas hace algunos afios. Cualquier secuencia proteica, en principio,
puede ser fuente potencial de péptidos bioactivos (PB). Hemos mencionado la
dificultad de utilizar las técnicas bioinformaticas disponibles para la prediccion
de la ocurrencia de nuevos PB. Como los PB deben adoptar determinadas
conformaciones para llevar a cabo su actividad bioldgica, y como aun no se han
indagado las relaciones que existen entre las proteinas que contienen péptidos
de wuna determinada actividad y sus propiedades estructurales vy/o

conformacionales, proponemos los siguientes objetivos especificos:

e Caracterizar las proteinas que contienen PB y explorar la relacidon estructural
entre ellas.

e Estudiar la relacidn evolutiva entre las proteinas que contienen un mismo PB.

e Indagar si existen dominios que presenten regiones conservadas con mayor
ocurrencia de péptidos bioactivos (hot spots).

e Caracterizar propiedades generales de proteinas que contengan PBs para

utilizarlas con fines predictivos.



1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Esquema general

Para estudiar las relaciones estructurales de los PB en las proteinas que le dan
origen y derivar propiedades generales que puedan ser utilizadas para predecir
la ocurrencia de PB en proteinas, ya sea en forma especifica o s6lo indicando la
posibilidad de que una determinada proteina contenga PBs, desarrollamos un
pipeline (conjunto de herramientas bioinformaticas) para cumplir con estos

objetivos. El mismo se resume en la FIGURA 1.2.
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FIGURA 1.2: Pipeline estudio de la ocurrencia de péptidos bioactivos utilizando métodos
bioinformdticos en proteinas de secuencia conocida.



Utilizando bases de datos conteniendo PB conocidos y caracterizados
experimentalmente, deseamos encontrar todas las proteinas conocidas que
contengan al menos una ocurrencia exacta del péptido. En este primer estudio
utilizamos la ocurrencia exacta de aminoacidos entre PB y secuencias proteicas
y no la similitud entre aminoacidos. Creemos que esta ultima podria introducir
imprecisiones, ya que no tendriamos la certeza que los reemplazos sinénimos o
neutros considerados en la similitud entre aminoacidos (ponderadas en las
denominadas matrices de sustitucion por ejemplo JTT (Jones y col., 1992) fueran
efectivamente neutros desde el punto de vista funcional del PB.

Esta primera etapa se llevé a cabo utilizando la base de datos no-redundante de
NCBI utilizando un programa ad hoc escrito en el lenguaje de programacion C.
Una vez identificadas las secuencias con ocurrencias exactas de PBs, procedimos
a clasificar estructuralmente a cada una de las proteinas que contenian al menos
una ocurrencia de un PB conocido. Para esta segunda etapa utilizamos la base
de datos de clasificacion estructural CATH (Greene y col.,, 2007). El
procedimiento que seguimos para esta asignacion de plegamiento fue realizar
busquedas de similitud secuencial utilizando el programa BLAST (Altschul y col.,
1997) para cada secuencia con un PB sobre las secuencias CATH. Como CATH
es una base de datos de dominios estructurales (ver mas abajo) una misma
secuencia proteica se separd en sus correspondientes dominios estructurales
segun la clasificacion de CATH. De tal forma que para cada secuencia
conteniendo un PB se registré la posicion del mismo y su ubicacion en un
dominio particular de la secuencia correspondiente. Ademas, la clasificacién
CATH permite identificar familias de proteinas homdélogas, por lo que en la
anotacién de cada secuencia se incluy6 la familia de homodlogas estructurales a
la cual pertenece.

Finalmente, para estudiar si la ubicacion del PB tenia alguna ocurrencia particular
dentro del dominio estructural detectado, utilizamos alineamientos
estructurales entre los dominios CATH (proteinas de estructura conocida) y las
secuencias conteniendo el PB. Estos alineamientos estructurales se llevaron a
cabo con el programa ProFit.

La integracién, exploracion y analisis de la ocurrencia de los PB en determinadas
regiones estructurales requiri6 de la escritura de numerosos programas
computacionales ad hoc, que se realizaron en el lenguaje de programacion C.

A continuacion, detallamos cada una de las metodologias empleadas.



1.3.2 Breve resumen de niveles estructurales en proteinas

Recordemos brevemente, para facilitar el posterior andlisis, los distintos niveles

estructurales de las proteinas FIGURA I.3:
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FIGURA I.3: Niveles estructurales en proteinas: (A) estructura primeria, (B) estructura secundaria,
(C) estructura terciaria y (D) estructura cuaternaria.

La estructura primaria de una proteina implica la secuencia ordenada de
aminodacidos, desde el extremo amino al carboxilo terminal. La estructura
secundaria es un ordenamiento local estabilizado por interacciones de puentes
de hidrégeno. La estructura terciaria es el ordenamiento espacial de los
elementos de estructura secundaria, mientras que finalmente la estructura
cuaternaria resulta de la interaccién y disposicion espacial de distintas cadenas
proteicas (secuencialmente iguales o distintas).

En este trabajo utilizamos dominios proteicos. Un dominio estructural es un
elemento de la estructura de las proteinas que se autoestabiliza y a menudo
estabiliza a los motivos conformacionales independientemente del resto de la
cadena de proteina. Muchos dominios son Unicos y proceden de una secuencia
Unica de un gen o una familia génica, pero en cambio otros aparecen en una
variedad de proteinas. Los dominios son, a menudo, seleccionados
evolutivamente porque poseen una funcién prominente en la biologia de la
proteina a la que pertenecen; por ejemplo, "el domino de unién a calcio de
calmodulina”. Un motivo en este sentido se refiere a una combinacion especifica
de elementos estructurales secundarios (como los hélice-giro-hélice). Estos

elementos son llamados a menudo superestructuras secundarias.



Suele denominarse motivo conformacional de forma global a un tipo de motivo,
como los barriles-beta. La estructura de los motivos a menudo consiste en solo
unos pocos elementos, por ejemplo, las hélice-giro-hélice, que sélo tienen tres
elementos. Se denota que la “secuencia espacial” es la misma en todas las
instancias del motivo. Su orden es bastante irregular dentro del gen subyacente.
Los motivos estructurales de la proteina a menudo incluyen giros de longitud
variable en estructuras indeterminadas, lo que en efecto crea la plasticidad
necesaria para unir dos elementos en el espacio que no estan codificados por
una secuencia de ADN inmediatamente adyacente en un gen. Se indica también
que incluso cuando estan codificados los elementos estructurales secundarios
de un motivo en el mismo orden en dos genes, la composicién cuantitativa de
aminoacidos puede variar. Esto no so6lo es cierto debido a las complicadas
relaciones entre la estructura terciaria y primaria, sino por cuestiones relativas
al tamano. Si bien en la base de datos de levadura hay descritas unas 6.000
proteinas hay muchos menos dominios, motivos estructurales y pliegues. Esto
es, en parte, consecuencia de la evolucion. Esto significa, por ejemplo, que un
dominio de una proteina puede ser trasladado de una a otra, dando asi una
nueva funcion a las proteinas. Debido a estos mecanismos, los dominios o
motivos estructurales pueden ser comunes a varias familias de proteinas.

En la FIGURA 1.3 se muestra un ejemplo de una proteina conteniendo cuatro

dominios distintos.

FIGURA 1.3: Estructura esquematica de una proteina conteniendo 4 dominios distintos, cada uno

representado con un color diferente.



Los dominios son de suma importancia en el estudio de proteinas. Distintas
proteinas con distintas funciones bioldgicas pueden contener el mismo domino
con una determinada actividad bioldégica en combinacion con otros dominios.
Por ej. el dominio de unién a la molécula ATP esta muy conservado en miles de
proteinas con funciones completamente distintas, ya que no es lo mismo tener
el dominio de union de ATP en una proteina quinasa (por ej. para la fosforilacion
de un determinado sustrato) que en un motor molecular (por ej. para generar

trabajo mecanico).
1.3.3 Péptidos bioactivos y bases de datos secuenciales

Mencionamos anteriormente que basicamente la Unica forma de predecir PB
nuevos es por el uso de bases de datos. Estas bases de datos son mayormente
secuenciales y contienen los PBs bien caracterizados, por ejemplo, PepBank
(http://pepbank.mgh.harvard.edu/; Shtatland y col.,, 2007), Antimicrobial
Peptide Database (APD) (http://aps.unmc.edu/AP/main.php; Wang y col., 2016)
y BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep; Minkiewicz
y col., 2008). Particularmente, BIOPEP contiene aproximadamente 3000 péptidos
y se focaliza en aquellos derivados de proteinas dietarias. Esta base contiene
informaciéon sobre las proteinas precursoras de los péptidos incluidos en la
misma. La ocurrencia de péptidos con diferentes funciones a las de la proteina
donde se encuentran encriptados (crypeptides) no es un tépico de interés
exclusivo en proteinas alimentarias (Pimenta y Lebrun, 2007). Moughan y col.
(2013) han sugerido que la presencia de PB en proteinas alimentarias juega un
rol secundario en la regulacién de la funcién gastrointestinal y otras funciones
fisiolégicas y que los péptidos enddgenos generados a partir de proteinas
secretadas en el tracto digestivo jugarian un rol importante como fuente de
péptidos bioactivos.

En particular en este trabajo se utilizo la base de datos BIOPEP (Minkiewicz y col.,
2008) ya que se encuentra focalizada en la presencia de PB provenientes de
proteinas con importancia alimentaria. Utilizando esta base de datos se
obtuvieron ID, nombre, masa, ICso, actividad y la secuencia de todos los péptidos

bioactivos almacenados en ella.

1.3.4 Busqueda secuencial de PB en la base de datos protein
not-redundat



Se realizé una busqueda secuencial de los PB mayores con mas de 5 residuos
mediante programas propios en lenguaje C en las secuencias incluidas en la
version descargable de la base de datos de proteinas no redundante (nr) de NCBI
en mayo de 2011. La base de datos de proteinas de NCBI contiene registros de
texto para las secuencias de proteinas individuales derivadas de una variedad
de fuentes, incluyendo GenBank, el proyecto de Referencia NCBI de Referencia
(RefSeq) y varias bases de datos externas incluyendo UniProtKB/SWISS-Prot y
Protein Data Bank (PDB). Se debe aclarar que las secuencias contenidas en
muchos de estos registros de proteinas (con la excepcidon de los registros de
PDB) son traducciones conceptuales de una secuencia codificadora de ARN, lo
gue significa que nadie determind experimentalmente la secuencia proteica,
sino que fue inferida de la secuencia del ARN correspondiente.

El programa de busqueda registré solo las secuencias que presentaron
ocurrencias exactas y completas de al menos un péptido en su secuencia.

A efectos de reducir la redundancia de las secuencias obtenidas se usoé el
Servidor CD-HIT (Huan y col., 2010) con un valor de corte de 100% de identidad.
De esta forma las multiples secuencias idénticas fueron descartadas. Esto se
llevd a cabo para bajar los costos computacionales en la realizaciéon de la

asignacion de plegamiento para cada una de las proteinas encontradas.

1.3.5 Asignacion de dominios CATH (asignacion de plegamiento)

La asignacion de plegamiento (de dominios CATH) para cada una de las
secuencias que contienen al menos un PB se realiz6 mediante el algoritmo BLAST
(Altschul y col., 1997)(Basic Local Alignment Search Tool) contra la base de datos
CATH (Orengo y col., 2003). Se empled el programa blastp en su version
ejecutable de linea de comando (versién 2.2.18) empleando la base de datos
CathDomainSeqs.ATOM con un valor de E=1x10-9 y el resto de las opciones en
su valor predeterminado.

Para cada secuencia se seleccionaron los mejores dominios CATH (P-values
<1x10-3) que corresponden a segmentos no superpuestos. En el caso que la
proteina presentara mas de un dominio estructural solo se registraron aquellos
dominios asignados a la region que contiene el péptido bioactivo. La base de
datos CATH clasifica a las distintas estructuras de las proteinas utilizando 4
categorias Clase, Arquitectura, Topologia y Homélogos que caracterizan una

superfamilia estructural dada como se muestra en la FIGURA I.5.
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FIGURA I.5: Esquema de la clasificacién CATH (adaptado de Orengo y col., 2003)

Por ejemplo, CATH posee en la actualidad 4 clases identificadas con nimeros: 1
dominios que contienen todas hélices alfa, 2, dominios que contienen beta
plegadas, 3 para dominios que combinan hélices alfa con beta plegadas y
finalmente la clase 4, para dominios con escaso contenido de estructuras
secundarias.

Cada superfamilia de homélogos, va a estar caracterizadas por 4 numeros
idénticos, indicando que esa superfamilia comparte la clase, la arquitectura y la
topologia, siendo el cuarto namero el que identifica a esa determinada
superfamilia. Por ejemplo 1.10.150.110 es el cédigo para la superfamilia de la
DNA polimerasa. Todos los dominios que compartan estos 4 numeros (clase,
arquitectura, topologia y familia de homologos) pertenece a la superfamilia de
la DNA polimerasa. Los dominios contenidos en esta superfamilia se pueden
clasificar por su similitud secuencial. Si los dominios se parecen en mas del 35,
60, 95 o 100% de identidad secuencial se agrupan en familias de proteinas
homologas dando lugar a la asignacién de 4 nuevos niumeros en la clasificacion
jerarquica. Por ej. la superfamilia de la DNA polimerasa contiene 7 clusters
(1.10.150.110.1 al 1.10.150.110.7) de familias de homdlogas que comparten
mas del 35% identidad. Este clustering llega hasta la identificacion de cada

dominio en particular, de una determinada estructura PDB, por ejemplo, el



numero 1.10.150.110.2.1.1.1.42 indica al dominio PDB 4DOC que representa a
la estructura de la subunidad beta de la DNA polimerasa humana.

Finalmente, CATH otorga una determinada nomenclatura para los dominios
basandose en el codigo PDB. Asi a la cadena A de la DNA polimerasa con codigo
PDB 4DOC se la puede dividir en 4 dominios estructurales 4DOCAO01, 4DOCAO02,
4DOCAO03 y 4DOCAO04. Cada uno de estos dominios tendra una combinacion de
9 numeros correspondiente a su clasificaciéon estructural y secuencial como

vimos antes.
1.3.6 Localizacion estructural de PBs

Para aquellas secuencias en las que fue posible asignar un plegamiento dado,
se realizd6 un mapeo estructural de los péptidos sobre la estructura
representativa de la superfamilia de CATH asignada, haciendo uso de un

procedimiento de dos pasos (FIGURA 1.6).

ALINEAMIENTOS TEMPLATECATH ™=
SECUENCIALES

Busquedade el/los
péptidos en los

alineamientos

ALINEAMIENTOS & (™
ESTRUCTURALES \/v
TEMPLATE CATH

ESTRUCTURA REPRESENTATIVA
DE LA SUPERFAMILIA CATH

FIGURA 1.6: Esquema de la metodologia de aplicada para el mapeo de péptidos en las estructuras

representativas de las superfamilas CATH.

En primer lugar, se aline6 cada secuencia con la secuencia del modelo
(denominadas template) asignado en la bisqueda de plegamientos efectuada
(dominio CATH), mediante el programa ClustalX (Higgins, y col., 1992). Este

paso se realizé para ubicar los posibles elementos estructurales provenientes



del template CATH en la secuencia problema. Posteriormente se obtuvieron los
alineamientos estructurales del dominio CATH con el plegamiento de la proteina
gue se toma como representante de la superfamilia estructural en cuestion,
haciendo uso del algoritmo de MclLachlan (MclLachlan, 1982) como se
implementa en el programa ProFit (Martin y Porter, n.d.; version 3.1)

Haciendo uso de este segundo paso, se pudieron asignar los péptidos en un
Unico plegamiento proteico que representa a diferentes proteinas de la misma
familia homologa. Este segundo paso nos permitiéo acumular informacion en un
determinado plegamiento que es compartido por toda una superfamilia

estructural.

1.3.7 Otras herramientas

Hemos utilizado los términos GO para clasificar las funciones bioldgicas de los
dominios encontrados en el analisis secuencial de las proteinas conteniendo PBs.
El proyecto GO es un consorcio que se ocupa de establecer ontologias para
describir los productos génicos en términos de tres componentes: funciones
moleculares, procesos bioldgicos en los cuales participan y los componentes
celulares en los que ocurren. El consorcio se encuentra disponible en
http://www.geneontology.org/ y la gran mayoria de las bases moleculares,
secuenciales y estructurales han asociado sus entradas con los respectivos
términos GO.

Hemos utilizado también, la base de datos FunTree
(http:/ /www.funtree.info/FunTree/; Furnham vy col., 2012) que utiliza la
clasificacion estructural de CATH para proveer informacion secuencial,
estructural y filogenética sobre la funcién bioldgica

Finalmente, el analisis y exploracion de los datos se realizaron utilizando
programas ad hoc escritos en lenguaje de programaciéon C. También se
utilizaron scripts escritos en bash. Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa R.



1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Distribucion de péptidos en BIOPEP

Los avances en la ciencia de péptidos bioactivos derivados de proteinas
alimentarias han requerido de la creacion de bases de datos donde agrupar la
informacién asociada a secuencias bioactivas. Para la realizacién del analisis de
ocurrencias de péptidos bioactivos (PB) en el universo de proteinas de secuencias
conocidas se trabajo con las secuencias de PB almacenadas en bases de datos,
en particular BIOPEP. En mayo de 2011 se encontraron registrados 2.595
péptidos agrupados en 40 actividades fisiologicas diferentes (detalle en
TABLA I.1). En BIOPEP la clasificacién de las actividades es provista por los
autores, y resulta en algunos casos muy general o ambigua. De esta forma, se
reportan péptidos como inhibidores, reactivos o acelerantes sin una etiqueta
rapida del detalle del proceso biolégico del cual participan. En algunos casos la
actividad esta detallada en el nombre del péptido y en otros se debe recurrir
directamente a la cita bibliografica. Por ejemplo, la actividad estimulante agrupa
péptidos estimulantes de la captacion de glucosa y estimulacién de la liberacion
de sustancias vasoactivas. Sin embargo, con fines practicos se respetd la
clasificaciéon de actividades utilizada en BIOPEP. La lista completa de péptidos se
muestra en el ANEXO I.

Las actividades con mayor numero de representantes resultaron ser el inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) (556), con actividad
antibacteriana (449), antioxidante (392), toxina celiaca (247), opioide (139) y
neuropéptido (108). Esta distribucién refleja las lineas de investigacién
principales en PBs. Los primeros reportes de péptidos encriptados en proteinas

alimentarias corresponden a péptidos opioides (presentan /in vitro actividad



similar a la morfina) derivados de proteinas de leche vacuna (Brantly col., 1979).
Resulta entonces esperable que se trate de una de las actividades con un mayor
numero de secuencias identificadas. Actualmente los péptidos inhibidores de
ACE son los mas estudiados (Puchalska y col., 2015). La longitud promedio
(expresada en numero de residuos) depende fuertemente de la actividad
fisiolodgica con la cual se lo asocie (FIGURA 1.7). La distribucién esta enriquecida
en diy tripéptidos.

Una de las conclusiones que salta a la vista al evaluar las distribuciones de
longitudes de PBs y de las distintas actividades fisioldgicas que llevan a cabo, es
que evidentemente la actividad biolégica puede residir en un numero de
aminoacidos muchas veces menor que la correspondiente a la longitud del
péptido informado en BIOPEP. Esto se hace evidente, por ejemplo, en péptidos
con actividad antibacteriana, donde la longitud minima es de 5 aminoacidos y
llega hasta 171 residuos. Creemos que esta diversidad de longitudes se debe a
la aun escasa informacién sobre el conjunto minimo de aminoacidos para
sustentar la actividad biolégica de los PBs.

Por otra parte, por tratarse de una base de datos de péptidos derivados de
proteinas alimentarias, en la mayoria de los casos se detalla el alimento del cual
se purifico el PB (debiendo el wusuario recurrir a el trabajo/cita del
correspondiente PB) y no asi a la identidad de la proteina que lo contiene. Esto
se debe a que los alimentos son matrices complejas, pudiendo ser tanto de
origen animal como vegetal sumado al hecho de que no se han secuenciado aln

muchas de las proteinas presentes en ellos.



TABLA .1 Distribuciéon segin actividad de (A) PB totales y (B) mayores a cinco aminoacidos
detallada en BIOPEP (http:www.uwm.edu.pl/biochemia, mayo de 2011).

L. A B
Actividad N Total N Total

Antibacteriano 449 439
Toxina celiaca 247 242
Inhibidor de ACE 556 209
Antioxidante 392 108
Neuropéptido 108 100
Opioide 139 98
Inhibitoria 147 74
Hemolitica 47 47
Anticancerigena 45 40
Immunomodulatoria 75 39
Antiamnésico 52 36
Estimulante de otras actividades 36 36
Regulatoria 44 32
Antitrombética 56 30
Antibidtico 25 25
Union a Heparina 20 20
Estimulante 33 20
Unién 13 13
Péptidos activos en membrana 12 12
Contractil 10 7
Antifungica 6 6
Immunoestimulante 14 6
Antiinflamatoria 7 5
Hipotensiva 8 5
Agonista Opioide 13 5
Reactivo 6 5
Vasoconstrictor 5 5
Antagonista Opioide 4 4
Antiviral 3 3
Quimiotactica 7 3
Mineralizacién de tejidos y fluidos corporales (mineralizante) 2 2
Péptido promotor de fertilizacion 1 1
Natriurética 1 1
Agonista del Receptor Neuropeptidico GPR14 1 1
Acelerante 1
Activacion de la protedlisis mediada por ubiquitina 3
Anorexigeno 2
Ligando de permeasa bacteriana 3
Embriotoxica 2

Inhibidor de Proteina Kinasa C (CPK)
Total 2596 1679
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FIGURA 1.7 (A). Diagrama de caja y bigotes del tamafio (en nimero de residuos) de todos los PB
reportados en BIOPEP (mayo de 2011; http: www.uwm.edu.pl/biochemia) y (B) PB mayores con
mas de 5 residuos. Para cada grupo los bigotes se extienden hasta el minimo y maximo de cada
grupo y se indica la media aritmética (+).



Teniendo en cuenta este marco y con el objetivo de indagar en que proteinas se
encuentran estos péptidos y poder estudiar la relacion estructural y/o evolutiva
de las proteinas que los contienen y con el objetivo final de indagar el porqué
de esta ocurrencia, se seleccionaron los péptidos de mas de 5 residuos para
realizar una busqueda secuencial en la base de datos de proteinas no
redundante de NCBI. Los péptidos con menor tamafio se descartaron para la
busqueda debido a la elevada probabilidad de ocurrencia al azar en el conjunto
de proteinas de secuencia conocida. El nuevo conjunto de PB quedo constituido
entonces por 1679 secuencias de PBs agrupadas en 34 actividades diferentes
(TABLA 1.1 By FIGURA 1.7 B)

1.4.2 Distribucion de péptidos en el espacio secuencial de
proteinas (NR)

El analisis de ocurrencias exactas de péptidos con mas de 5 residuos encriptados
se realizo utilizando las secuencias almacenadas en la base de datos de
proteinas no redundante de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se
registraron 88.909 secuencias que contienen encriptados al menos un PB, con
longitudes que abarcan desde 6 a 13.256 residuos y con 1 a 65 ocurrencias
exactas de PB en una misma secuencia. El 85,6% (77.003) de las secuencias
contiene solo un PB, el 7,9% (6.374) dos, mientras que el 2,0% (1.549), el 1,4%
(1.277) y el 0,4% (368) contienen 3, 4 y 5 ocurrencias de péptidos encriptados
respectivamente. El nimero de ocurrencias, no es mayor para secuencias de
mayor longitud (FIGURA 1.8), resultando de interés aquellas secuencias que

contienen el mayor niimero de ocurrencias de PB.

1.4.3 Asignacion estructural y distribucion de secuencias

Con el objeto de caracterizar las secuencias que contienen al menos un péptido
y estudiar si existe correlacion entre la estructura, tipo de plegamiento o
superfamilia estructural y la ocurrencia y la actividad del PB se realizé la
asignacién de dominios estructurales mediante busquedas de similitud
secuencial con el algoritmo BLAST contra la base de datos de dominios
estructurales de CATH como se detallé6 anteriormente (Seccion 1.3.5 de
Materiales y Métodos). Mediante este procedimiento fue posible asignar
estructura a 58.167 secuencias (72,2% de la cantidad inicial). En este nuevo

dataset solo se encontraron 260 de los PB (15,5% de los PB mayores a 5).
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FIGURA 1.8 Numero de ocurrencias de PB (N PB) en una misma secuencia en funciéon de su
longitud (nimero de residuos). En la parte superior se amplia la regién correspondiente a
secuencias con longitud entre 6 y 3000 residuos.

Para cada secuencia se seleccion6 el dominio CATH asignado (template) de
mejor score. En el caso de las proteinas a las cuales les fuera asignado mas de
un dominio CATH, se verificé en que dominio se asigno la region de la proteina
que contiene la ocurrencia exacta del/los PB y se descartaron los templates que
no cumplieron con esta condicion. Las secuencias a las cuales fue posible
asignar estructura se agruparon en 333 superfamilias de dominios segun CATH
(FIGURA 1.9 y TABLA 1.2).

Resulta interesante destacar que cuatro plegamientos agrupan el 87,54% de las
secuencias. La familia mas abundante agrup6 el 33,6% de las secuencias y se
identifica con el CATH Id 3.30.70.150, que representa el dominio “xp-2-layers
sandwich”. Este plegamiento es representado por la subunidad grande de la
ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCO) (EC 4.1.1.39) y la
mayoria de las secuencias pertenecientes a este grupo resultaron proteinas

homoélogas cercanas de la RuBisCO. Un porcentaje menor de proteinas de este



grupo es representado por un dominio cercano a la RuBisCO, el 2,3-diceto-5-
metiltiofentil-1-fosfato enolasa (DK-MTP-1-P enolasa) (EC 5.3.2.5) también
lamado proteinas tipo RuBisCO. El 96% de las proteinas de este grupo
pertenecen al reino de las plantas y el resto al de las bacterias principalmente
cianobacterias. El cluster que sigue en abundancia es el correspondiente a
“mainly alpha, orthogonal bundle” (CATH Id 1.10.287.210) el cual agrupé el
27,5 % de las secuencias. La mayoria de las secuencias de este grupo pertenecen
a proteinas de virus y son representadas por la glucoproteina de envoltura
gp160 (GP160). El plegamiento “mainly beta with a complex beta structure”
(CATH Id 2.170.40.20) agrup6 el 21,3% de las secuencias del dataset. Estas
proteinas son también pertenecientes a la familia de las proteinas llamadas
“envelope glycoprotein gp160” (envpolyprotein). Finalmente, la familia
representada por la beta-actina y proteinas relacionadas con la actina (CATH Id
3.30.420.40) fue asignada al 14 % de las secuencias del a las cuales se asigné
estructura. En la TABLA [.3 se muestra la clasificaciéon de las primeras 10

superfamilias con mayor numero de secuencias.

9,3 % Otras
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L—— 27,5% 1.10.287.210

FIGURA 1.9. Distribucion de los templates en superfamilias.



TABLA 1.2.Descripcion de las primeras diez superfamilias con mayor cantidad de representantes en distribucién de templates de CATH.

% , Dominio ] _
CATH id Proteina representativa
representativo C A T P
Rubi bunidad
33,6 3.30.70.150 1wddAO1 Alfa Beta 2-Layer Sandwich Alfa-Beta Plaits ubisco subunida
grande
Principal Envelope glicoproteina
27,5 1.10.287.210 1gbzA00 rincipa'mente OrthogonalBundle HelixHairpins pe giicop
Alfa gp160
inci HIV Envel Protei
21,3 2.170.40.20 1kmoA02 Principalmente Beta Barrel Maltoporina; Cadena A nvelope Frotéina
Beta Gp120; Cadena G
; Nucleotidyl transferasa;
5,1 3.30.420.40 3i33A01 Alfa Beta 2-Layer Sandwich Y pd . ’
dominio 5
Principal
1,5 1.10.490.10 2nrlA00 rInCIZijente OrthogonalBundle Tipo Globina
1,7 2.30.36.70 1522A02 Principalmente Roll Actina; Cadena A, Actina; Cadena A,
Beta dominio 2 dominio 3
3-Layer(aba) Proteina de union Poteina de unidn
0,6 3.40.190.10 1ixhAO] Alfa Beta yert D-Maltodextrina; _ © unt
Sandwich . Periplasmatica-tipo Il
dominio 2
0,5 2.60.40.720 2i0iA00 rmcl;):t:ente Sandwich Tipo Immunoglobulina
0,5 3.40.50.720 1cOpAOT Alfa Beta 3—Layer('aba) Plegamiento de Domm.lo de union
Sandwich Rossmann NAD(P)-tipo Rossmann
: Principal
0,4 2.60.120.10 1juhAQ2 rincipaimente Sandwich JellyRolls JellyRolls

Beta




Tabla 1.3 Distribuciéon de los péptidos =5 aminodcidos en superfamilias segun la clasificacion de CATH. No se muestran las superfamilias que solo presentan un

péptido.

CATH id Proteinas % PB 3.30.930.10 20 0,034 6 3.90.1300.10 9 0,015 4
3.40.50.300 215 0,370 35 3.40.30.10 12 0,021 6 1.20.1560.10 7 0,012 4
3.40.50.720 309 0,531 25 1.10.490.10 884 1,520 5 2.40.170.20 7 0,012 4
3.20.20.70 35 0,060 18 2.80.10.50 148 0,254 5 3.20.20.60 5 0,009 4
2.60.120.10 246 0,423 17 3.30.200.20 36 0,062 5 1.10.8.60 4 0,007 4
3.40.50.1820 22 0,038 17 2.40.128.20 30 0,052 5 3.40.47.10 4 0,007 4
3.20.20.80 126 0,217 13 3.20.20.140 30 0,052 5 3.60.15.10 4 0,007 4
3.40.50.150 144 0,248 12 3.40.50.880 13 0,022 5 4.10.230.10 63 0,108 3
3.50.50.60 56 0,096 10 3.40.1190.20 10 0,017 5 1.10.238.10 55 0,095 3
3.90.226.10 237 0,407 9 3.40.630.10 10 0,017 5 3.10.250.10 39 0,067 3
1.10.630.10 18 0,031 9 3.40.50.80 8 0,014 5 3.10.50.40 31 0,053 3
3.40.190.10 322 0,554 8 3.40.710.10 7 0,012 5 3.30.365.10 29 0,050 3
2.60.40.10 161 0,277 8 3.30.420.10 5 0,009 5 3.40.50.2020 26 0,045 3
1.10.530.10 151 0,260 8 1.10.565.10 39 0,067 4 3.40.980.10 17 0,029 3
3.40.50.200 53 0,091 8 2.30.39.10 32 0,055 4 3.90.550.10 15 0,026 3
3.40.50.2300 41 0,070 8 1.20.1070.10 31 0,053 4 1.10.10.10 14 0,024 3
3.40.640.10 28 0,048 8 3.60.21.10 29 0,050 4 3.10.450.10 12 0,021 3
3.40.50.620 12 0,021 8 3.40.50.1970 13 0,022 4 3.40.50.1240 12 0,021 3
3.30.420.40 2989 5,139 7 2.40.10.10 11 0,019 4 3.20.20.300 8 0,014 3
3.40.605.10 12 0,021 7 3.40.309.10 11 0,019 4 3.40.1190.10 8 0,014 3
2.40.50.140 8 0,014 7 3.30.565.10 10 0,017 4 3.30.450.20 7 0,012 3
3.20.20.30 6 0,010 7 3.40.50.970 10 0,017 4 3.30.470.20 7 0,012 3
3.80.10.10 39 0,067 6 1.10.3720.10 9 0,015 4 3.90.1150.10 7 0,012 3
1.10.510.10 33 0,057 6 3.10.310.10 9 0,015 4 2.130.10.10 6 0,010 3




4.10.70.10 6 0,010 3 1.50.40.10 21 0,036 2 3.20.20.330 3 0,005 2
3.40.109.10 5 0,009 3 2.60.120.200 19 0,033 2 3.30.300.20 3 0,005 2
3.90.180.10 5 0,009 3 3.20.20.120 17 0,029 2 3.40.1030.10 3 0,005 2
3.40.50.170 4 0,007 3 3.40.50.1100 16 0,028 2 3.40.50.2000 3 0,005 2
3.60.20.10 4 0,007 3 3.40.810.20 14 0,024 2 3.40.50.980 3 0,005 2
3.90.190.10 4 0,007 3 3.30.70.270 13 0,022 2 3.40.630.20 3 0,005 2
1.10.760.10 3 0,005 3 3.10.105.10 11 0,019 2 3.60.40.10 3 0,005 2
1.25.40.10 3 0,005 3 3.90.870.10 11 0,019 2 1.10.290.10 2 0,003 2
3.40.1280.10 3 0,005 3 3.30.450.90 10 0,017 2 1.10.3470.10 2 0,003 2
3.40.50.1360 3 0,005 3 1.25.10.10 9 0,015 2 1.10.520.10 2 0,003 2
3.40.50.1980 3 0,005 3 3.40.850.10 9 0,015 2 1.20.120.80 2 0,003 2
2.60.120.20 1 0,002 3 3.30.497.10 8 0,014 2 1.20.210.10 2 0,003 2
3.20.20.10 1 0,002 3 1.10.3080.10 6 0,010 2 1.20.810.10 2 0,003 2
2.170.40.20 12388 | 21,297 2 1.20.1050.10 6 0,010 2 2.40.30.10 2 0,003 2
2.60.40.720 313 0,538 2 1.10.560.10 5 0,009 2 2.60.40.820 2 0,003 2
3.30.1340.10 76 0,131 2 1.10.600.10 4 0,007 2 2.70.98.10 2 0,003 2
3.50.7.10 65 0,112 2 3.20.20.100 4 0,007 2 3.20.20.240 2 0,003 2
1.10.246.10 46 0,079 2 3.30.1060.10 4 0,007 2 3.20.20.370 2 0,003 2
3.30.1330.10 32 0,055 2 3.40.50.10540 4 0,007 2 3.30.1360.30 2 0,003 2
3.30.360.10 25 0,043 2 3.90.245.10 4 0,007 2 3.30.300.30 2 0,003 2
1.20.5.110 24 0,041 2 2.30.110.10 3 0,005 2 2.50.20.10 1 0,002 2
1.20.58.70 24 0,041 2 3.10.129.10 3 0,005 2




TABLA 1.4 Actividades y secuencia de los péptidos =5 aminoacidos en las primeras cuatro

superfamilias con mayor cantidad de PBs. P indica el nimero de proteinas distintas en cada
superfamilia y N el nimero de PBs encontrados en cada superfamilia. Los PB son clasificados de
acuerdo a la actividad detallada en BIOPEP.

CATH P N PEPTIDOS IDENTIFICADOS ACTIVIDAD
GKKVLQ; DYGLYP; PQEVLP; PQEVLP; KVLILA;
3.40.50.300 215 35 RADHPF; LAHKAL; KVLAGM; GLDIQK; VTSTAV; Inhibidor de ACE
IKPLNY; FQKVVA; VPQPIP; VIEKYP; KVREGT; VHLPPP;
Inhibidor de ACE
LKKISQ /Antibacteriano
RRPYIL; KIPYIL Anti Inflamatoria
HLPLPL Anti amnésico
STVATL; ALCSEK Antibacteriano
|IEAEGE; LLPHHH; QYDQGV; GALAAH Antioxidante
LGTIPG; VGVAPG Quimiotactico
Immunomodulador/
SIKVAV . ,
Anticancerigeno
VGGIPY Immunomodulador
FFGLMG; KRQHPG Neuropéptido
YLGYLE; RYLGYL; GGFLTRH Opioide
SFLLRN Estimulante
VTSTAV; PANIKWGD; PSKIKWGD; QSLVYP; PQEVLP;
3.40.50.720 309 25 PANLPWGSSNV; VLAQYK; VIEKYP; LAHKAL; EPKAIP; Inhibidor de ACE
KVLAGM; GLDIQK
Inhibidor de ACE
LKKISQ /Antibacteriano
ALCSEK Antibacteriano
GALAAH; LGFEYY; PKAVHE; ISELGW Antioxidante
RGDSPA Antitrombdtica
VGVAPG; LGTIPG; PGAIPG Quimiotactico
LVCYPQ Immunomodulador
Immunomodulador/
SIKVAV . p
Anticancerigeno
EVQKQLQ Neuropéptido
3.20.20.70 35 18 KVLILA; VLPYPV; PQEVLP; GKKVLQ; LAHKAL; Inhibidor de ACE
KVLPVP; YLYEIA; VTSTAV
LKKISQ Inhib.idor de. ACE
/Antibacteriano
STVATL Antibacteriano
YFYPEL; GALAAH; PKAVHE; EELDNALN; YGYTGA Antioxidante
PGAIPG; VGVAPG Quimiotactico
Immunomodulador/
SIKVAV . .
Anticancerigeno
2.60.120.10 246 17  KVLILA; NWGPLV; YLAGNQ; YQEPVL Inhibidor de ACE

LSPFWNINA

Anti amnésico

STVATL

Antibacteriano

AIRQGDVF; KHNRGDEF; LLPHHADADY;

LVNPHDHQN; VIPAGYP; VLEANPRSF; YFPVGGDRPESF

Antioxidante

RGDSPA

Antitromboético

HCQRPR

Immunomodulador

EITPEKNPQLR; VAWWMY

Inhibidor




1.4.4. Distribucion de PBs en las superfamilias estructurales

Las distribuciones de tipos estructurales y abundancia relativa de secuencias por
superfamilia estructural, cambian completamente cuando estudiamos el niumero
de PBs por cada superfamilia estructural. Las superfamilias estructurales con
CATH Id 3.30.70.150, 2.170.40.20 y 1.10.287.210 mencionadas arriba como
las superfamilias estructurales con mayor numero de representantes
secuenciales en nuestro dataset, solo poseen en sus secuencias 1 PB, mientras
que la superfamilia 3.30.420.40 posee 7 PBs. Al estudiar esta nueva distribucion
de los distintos tipos de PBs por superfamilia estructural, nos encontramos que
las distintas superfamilias pueden tener varios PBs iguales o con distintas
propiedades bioldgicas. En la TABLA I.4 se detalla la informacion del numero de
proteinas y PBs encontrados para las superfamilias con mayor numero de
ocurrencias de PB. Asi podemos ver por ejemplo que la superfamilia 3.40.50.300
(P-loop containing nucleotide triphosphate hydrolases superfamily), contiene 35
PBs distintos con 12 actividades biologicas diferentes para la misma superfamilia
(o plegamiento). Simplemente por poner un limite, separamos al total de
superfamilias en dos, considerando arbitrariamente el nimero 5 PBs como
limite. Asi encontramos que las superfamlias con mas de 5 PBs sélo representan
el 11,5% del total de proteinas estudiadas. En este punto nos preguntamos si las
proteinas con mas de 5 PBs tienen alguna particularidad funcional. Utilizando el
numero de términos GO asociados a cada superfamilia (ver seccion 1.3.7 de
Materiales y Métodos), que describen la funcion molecular, el proceso biolégico
en donde participa la proteina y el componente celular al que pertenece,
encontramos que el grupo de superfamilias con mas de 5 PBs son
funcionalmente mas diversas que las que tienen menos de 5 PBs (FIGURA 1.10,
A-C). El mismo tipo de resultado se obtiene al analizar la base de datos FunTree
(Furnham y col., 2012). Esta base de datos deriva de la anotacion funcional de
CATH (http://cpmb.lshtm.ac.uk/FunTree/index.php). Al utilizar el nimero de
clusters funcionales en FunTree mapeando las superfamilias con mas de 5 PBs
encontramos los mismos resultados que utilizando GO terms (FIGURA I.10, D).
Finalmente encontramos también que las superfamilias con mas de 5 PBs son
secuencialmente y estructuralmente mas diversas que el grupo con menor
numero de PB. Pero interesantemente, ademas son secuencialmente vy
estructuralmente mas diversas que todas las superfamilias de CATH tengan o no
PBs.
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FIGURA I.10 Distribuciones de términos GO para las tres categorias: (A) componente celular, (B)
funcion molecular y (C) proceso biolégico. En el panel (D) se muestran las distribuciones
utilizando el nimero de clusters funcionales derivado de la base de datos FunTree. Todas las
distribuciones son estadisticamente significativas con un P-value<0.005.

En la FIGURAI.11 se muestra el numero de clusters al 35% identidad vs el nUmero
de clusters estructurales para cada superfamilia. En puntos rojos estan indicadas
las superfamilias con mas de 5 PBs. En general se puede apreciar que las
superfamilias con mas de 5 PBs tienden a ser mucho mas diversas. Solo unas
pocas familias (como las superfamilias 3.40.50.720 y la 2.60.40.10) tienen una
enorme cantidad de familias de homélogas a nivel del 35%, pero sélo contienen
1 cluster estructural. Se trata de los denominados superplegamientos (Orengo y
col., 1994), plegamientos con una enorme distribucién funcional y filogenética
pero con una alta conservacion estructural. Un ejemplo de estos tipos de
superplegamientos lo constituye el plegamiento de las inmunoglobulinas o el

TIM barrel (triosa fosfato isomerasa).
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FIGURA I.11: Namero de familias de homologas al nivel 35% identidad (S35) (diversidad
secuencial) vs numero de clusters estructurales (diversidad estructural) para todas las
superfamilias contenidas en CATH (puntos azules) mientras que las superfamilias que tienen
mas de 5 PBs se encuentran coloreados en rojo.

1.4.5 Localizaciéon estructural de PB

Para continuar con los analisis se seleccionaron las proteinas de las
superfamilias que presentaron mayor ocurrencia de PB. A fin de conocer la
localizacion de los PB en la estructura de las proteinas que los contienen se
realizo un procedimiento de dos etapas tal como se detall6 en Materiales y
Métodos. Para cada superfamilia se realizé el alineamiento secuencial entre cada
una de las proteinas del dataset 2 con el dominio representativo (template) de
CATH asignado en la asignaciéon de estructura, y, posteriormente se
localizaron/mapearon los péptidos en el alineamiento obtenido. En una segunda
etapa se alined estructuralmente cada template con la estructura de referencia
de su correspondiente superfamilia. De esta forma se logré conocer la
localizacion en la estructura representativa de la superfamilia de todos los
péptidos presentes en esa superfamilia. La légica de este procedimiento es la
siguiente: como las estructuras proteicas estdn mas conservadas que las
secuencias (Chothia y Lesk, 1986; lllergard y col., 2009) y como todas las
proteinas dentro de una superfamilia son homoélogas, se espera que todas estas
proteinas tengan el mismo plegamiento. Para estudiar cdmo se disponen los PBs
pertenecientes a una determinada superfamilia, elegimos la estructura

representativa (dominio de referencia) para acumular los resultados de la



co-localizacion de cada proteina en la superfamilia (FIGURA 1.6 de Materiales y

Métodos). En la TABLA I.5 se resumen los resultados obtenidos.

TABLA 1.5 Detalle de los péptidos encontrados en los alineamientos estructurales entre los
templates de CATH vy la estructura del dominio representativo de cada superfamilia.

. . ; Péptidos Péptidos encontrados en
Dominio Longitud del Nimero . .
. . encontrados los alineamientos
Superfamilia de dominio de de o e
. . originalmente en template- dominio
referencia referencia templates . .
la superfamilia representativo
3.40.50.300 1BYIA00 244 215 35 21
3.40.50.720 1COPAO1 199 309 25 15
3.20.20.70 2VXNAOO 249 35 18 15
2.60.120.10 1JUHAO02 145 246 17 15
3.40.50.1820 1YS1X00 320 22 17 9
3.20.20.80 T1ITXAO1 345 126 13 7
3.50.50.60 1D5TAO1 175 56 10 3
3.90.226.10 1SG4A01 203 237 9 8
1.10.630.10 1JFBAOO 399 18 9 7

En las FIGURA 1.12 se muestra la co-localizacion de distintos PBs en la secuencia
de la estructura de referencia de cada superfamilia. El eje horizontal corresponde
a la posicion en la secuencia de la referencia y el eje vertical corresponde a la
cantidad de veces que esa posicion se co-localiza un PB. Se puede observar que
en las superfamilias 3.40.50.300 (21 péptidos), 3.40.50.720 (15 péptidos) y
2.60.120.10 (15 péptidos) las posiciones que se solapan con péptidos se
encuentran distribuidas a lo largo de toda la secuencia de la estructura
representativa pero llamativamente en algunas superfamilias los distintos PBs se
encuentran mapeados en la misma region de la estructura (en el eje y se puede
llegar a ver algunos casos con hasta 6 PBs en la misma regién estructural.

En la FIGURA 1.13-1.16 se muestran algunos ejemplos coloreados
diferencialmente por actividad biolégica y a su vez mapeados en la estructura
terciaria de la estructura que representa a la superfamilia.

Estos resultados sugieren que en algunas familias encontramos lo que
denominamos hot-spots, esto es la ocurrencia de distintos PBs en la misma

region estructural.
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FIGURA 1.12. Hots spots en la secuencia de la estructura de referencia de cada superfamilia. El
eje horizontal corresponde a la posicion en la secuencia de la referencia. El eje vertical
corresponde a la cantidad de veces que esa posicidn machea con un péptido.
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FIGURA 1.13. (A) Hots spots en la secuencia de la estructura de referencia de la superfamilia
3.40.50.300. por actividad. (B) Dominio 1byia00, representante superfamilia 3.40.50.300
(verde). Hot-spots seglin actividad detallada en BIOPEP: Inhibidores ACE (azul); antihistaminicos
(magenta); antibacteriana (rojo); anticancer (cyan); antioxidante (gris); quimiostatica (ocre);
neuropéptido (ice-blue); estimulante (amarrillo lima); imunomoduladora (violeta).
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FIGURA 1.14 (A) Hots spots en la secuencia de la estructura de referencia de la superfamilia
3.40.50.720 por actividad. (B) Dominio 1cOpa01, representante superfamilia 3.40.50.720
(verde). Hot-spots segln actividad detallada en BIOPEP: Inhibidores ACE (azul); antibacteriana
(rojo); antioxidante (gris); quimiostatica (ocre).
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FIGURA I.15 (A) Hots spots en la secuencia de la estructura de referencia de la superfamilia
3.20.20.70 por actividad. (B) Dominio 2vxnAQO, representante superfamilia 3.20.20.70 (verde).
Hot-spots segun actividad detallada en BIOPEP: Inhibidores ACE (azul); antibacteriana (rojo);
antioxidante (gris); quimio-statica (ocre).
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FIGURA 1.16 (A) Hots spots en la secuencia de la estructura de referencia de la superfamilia
2.60.120.10 por actividad. (B) Dominio 1juA02, representante superfamilia 2.60.120.10 (verde).
Hot-spots segun actividad detallada en BIOPEP: Inhibidores ACE (azul); antibacteriano (rojo);
antioxidante (gris); antitrombdtica (blanco); Inhibidores (amarillo); opioide (rosa).



CAPITULO 1 _
1.5 CONCLUSIONES CAPITULO 1

Dentro del espacio secuencial muestreado se encontraron que 89.909
secuencias que tienen al menos un péptido con actividad bioldgica ya descripta
encriptado en su secuencia. Fue posible realizar la asignacién estructural al 60%
de las secuencias que contienen al menos un péptido mediante la busqueda de
similitud estructural empleando la base de datos de CATH.

Encontramos que sélo 4 plegamientos que contienen PBs dan cuenta de casi 90%
de las secuencias a las que se pudo designar un plegamiento. Creemos que este
resultado se encuentra enmascarado por la abundancia relativa de determinadas
secuencias en la base de datos secuencial. Por ejemplo, uno de los cuatro
plegamientos encontrados se corresponde con la rubisco, una de las proteinas
mas abundantes de la Tierra ya que se encuentra en la gran mayoria de las
plantas.

Uno de los resultados mas promisorios para desarrollar herramientas
bioinformaticas para identificar posibles proteinas conteniendo PBs, resulta del
analisis del nimero de PBs en una determinada superfamilia estructural. Como
explicamos anteriormente, las proteinas con mdas de 5 PBs se encuentran en
superfamilias que tienen gran diversidad funcional, secuencial y estructural. Si
bien resta estudiar el porqué de esta correlacién, es un dato que podria utilizarse
para realizar predicciones y en nuestra opinion indica una de las primeras
propiedades globales que identifican a proteinas con gran cantidad de PBs. En
cuanto a la prediccion, las proteinas con estas caracteristicas, serian las primeras
candidatas a analizar para la caracterizacién de PBs en proteinas de interés
alimentario. Ya que la gran mayoria de los métodos de prediccion de PBs se
basan en el conocimiento previo de PBs ya caracterizados y depositados en bases

de datos, las propiedades globales de proteinas encontradas en este trabajo



doctoral permitirian explorar la ocurrencia de nuevos PBs en las proteinas
candidatas.

De la misma forma, el hallazgo de hot-spots, regiones con gran tendencia a la
co-localizacién de distintos PBs en una determinada superfamilia, podria servir
para el desarrollo de herramientas bioinformaticas de prediccion de nuevos PBs
en regiones equivalentes a la de los hot-spots en proteinas de la misma
superfamilia. La ocurrencia de hot-spots para PBs podria indicar que el péptido
criptico en ese hot-spots conservaria parte de la conformacién en la proteina

origen, aunque trabajos adicionales son necesarios para explorar esta hipotesis.
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CAPITULO 2
2.1 INTRODUCCION

2.1.1 LA VIA DEL MEVALONATO

La mayoria de las células de mamiferos pueden producir colesterol. La
biosintesis del colesterol es un proceso complejo que involucra a mas de 30
enzimas, los detalles de la via biosintética fueron estudiados y obtenidos en
muchas instituciones, principalmente en los anos 50 y 60. La via, llamada via del
Mevalonato (VM), es un blanco natural en la busqueda de farmacos para reducir
las concentraciones plasmaticas de colesterol y reducir el riesgo de ECV.

La VM provee a la célula de moléculas esenciales que participan en multiples
procesos celulares ademas de la biosintesis del colesterol, entre las cuales se
destacan las ubiquinonas, hemo-A e isopenteniladenina, e intermediarios como
farnesilpirofosfato y geranilpirofosfato (Buhaescu y lzzedine, 2007; Goldstein y
Brown, 1990). Es una via compleja en la cual participan componentes
citoplasmaticos y microsomales. Comienza en el citosol con la sintesis de
acetoacetil-CoA a partir de dos moléculas de acetil-CoA, que sirve como
esqueleto carbonado de todos los esteroles producidos en la via, en una reaccion
catalizada por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa (Tiolasa). Seguidamente, una
molécula de acetoacetil-CoA vuelve a combinarse con otra de acetil-CoA para
formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) por accién de la HMG-CoA
sintasa (HMGCS). Luego se produce la conversion de HMG-CoA a mevalonato
(acido mevalénico) a partir de la HMG-CoA reductasa (HMGR). La mevalonato
guinasa (MK) cataliza la fosforilacién de mevalonato para dar fosfomevalonato.
En la siguiente reaccién se produce una nueva fosforilacion, en la cual la
fosfomevalonato quinasa (PMK) convierte el fosfomevalonato en

bifosfomevalonato (MP), que posteriormente es decarboxilado por la MPP



decarboxilasa para formar isopentenilpirofosfato (IPP). Este ultimo compuesto
constituye la unidad estructural cuya polimerizacion dara origen a los distintos
productos poliisoprenoides de la via. Una isomerasa cataliza la interconversién
de IPP en su isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP), siendo ambos isoprenoides
precursores de distintos productos celulares (Buhaescu y Izzedine, 2007). En la
siguiente reaccion se produce la condensaciéon entre IPP y DMAPP para generar
una molécula de geranil pirofosfato (GPP), el cual reacciona con otra molécula
de IPP en una segunda reaccién de condensacion para formar farnesil pirofosfato
(FPP). Ambas reacciones de condensacion del tipo "cabeza-cola" son catalizadas
por la enzima FPP sintasa. Este punto representa la primera ramificacién de la
via. Una de las ramas continta hacia la sintesis de colesterol en una serie de

aproximadamente 20 reacciones (FIGURA II.1).
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FIGURA Il.1Esquema de la via del mevalonato en humanos.



2.1.2 HMGR

La enzima limitante de la VM, la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A
reductasa (HMGR) (EC 1.1.1.34). Se encuentra presente en Eukarya, Archaea y
Bacteria, los tres dominios de los seres vivos. La comparacién de secuencias
entre HMGR revela dos clases distintas de enzimas: HMGR de eucariotes (clase
I) y HMGR de procariotes (clase Il) (Bochar y col., 1999). En Archaea el analisis
filogenético revelod la presencia de las dos clases de HMGR lo que sugiere una
divergencia evolutiva entre los dos tipos de enzimas (Friesen y Rodwell, 2004).
Las HMGR de diferentes organismos son multimeros de un niumero especifico
de especies de mondmeros idénticos. Las enzimas de clase |, a excepcion de las
presentes en Archaea, contienen dominios de membrana N-terminal que estan
implicados en la degradacién regulada por esterol de HMGR, mientras que las
HMGR clase Il carecen de este dominio y son solubles. Los dominios de
membrana de las HMGR de clase | son diversos, presentando dos (plantas), siete
(levaduras) u ocho (mamiferos) hélices transmembrana. El domino catalitico es
conservado entre las HMGR de una misma clase, pero difieren entre clases (con
solo 14-20% de identidad), lo que sugiere divergencia evolutiva entre ambas
clases (Bochar y col., 1999).

En humanos la enzima se localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) y esta
formada por una Unica cadena polipeptidica de 888 aminoacidos. El extremo
amino terminal de 339 residuos corresponde al dominio transmembrana;
mientras que la regidon catalitica se ubica en el extremo C-terminal (residuos
460-888) orientado hacia el citosol. Ambos dominios se conectan por un
segmento de 119 residuos llamado dominio de uniéon (FIGURA 1.2, A).

La estructura de la porcién catalitica de la HMGR humana (residuos 460-888) ha
sido descripta por Istvan y Deisenhofer (2000) (PDB 1DQ8, 1DQ9, 1DQA). La
enzima forma tetrameros cuyas dimensiones aproximadas son 110 A x 80 A x
70 A con simetria D2. En esta estructura dos monémeros se pliegan uno sobre
otro formando dimeros, que se disponen de a dos para formar la estructura del
tetramero (FIGURA I1.2, B).

Los mondémeros estan formados por un dominio N, un gran dominio L y un
pequefio dominio S (FIGURA 11.2, C). El dominio N el mas pequefio de los tres
dominios y presenta una estructura o—helicoidal y en la proteina completa
conecta la porcién catalitica de HMGR al dominio de la membrana. El dominio L
(d1dg8b4) contiene el sitio de unién del sustrato, HMG-CoA. Su plegamiento
(residuos 528-590 y 694-872) es exclusivo de las HMGR y presentan una


https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_EC

arquitectura semejante a un prisma. El dominio S (d1dg8b1) (residuos 592-682)
se inserta en el dominio L. Contiene el sitio de union para NADPH y adopta un
plegamiento de sandwich o/B que se asemeja a la ferredoxina y no al
plegamiento de Rossmann usualmente observado en las enzimas dependientes
de NADP (Istvan, 2001a). Los dominios S y L estan conectados por una cadena
casi continua (LB3 y SB1) y un bucle (residuos 682-694). Este bucle, llamado
'cis-loop' contiene un cis-péptido entre los residuos C688 y T689 y es esencial

en la formacion del sitio activo de la HMGR (Istvan y col., 2000).
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v C-loop ki
1 339 459 527 590 652 B9+ 572 858
N — N L s L e
ESS9 KEa1 D767 HEEs

sEve

Dominio L

FIGURA II.2 HMGR humana. (A) Representacion esquematica de la secuencia de HMGR (B)
Diagrama de cintas del tetrdmero de la HMGR humana (PDB 1DQA). Cada mondmero se presenta
en rosa, verde, azul y gris.El tetramero esta formado por dos dimeros conformados uno por el
dimero verde y rosa y el otro por el azul y gris. Cada monémero presenta una molécula de HMG-
CoA (en rojo) y una de NADPH (en negro). (C) Diagrama de cintas de uno de los monémeros. En
azul se indica el dominio N, en verde el dominio Sy en gris el dominio L.

La reaccién catalizada por la HMGR es:

(S)-HMG-CoA+ 2 NADPH+2 H*— (R)-mevalonato +2 NADP* + CoA-SH

donde (S)-HMG-CoA vy (R)-mevalonato corresponden a los esterecisomeros del
sustrato y producto respectivamente. El sitio activo esta situado en la interfase
de los dos mondmeros, de manera que cada dimero posee dos sitios activos

donde participan residuos de ambos mondémeros (diferenciados con las letras «

y B).



La porcion HMG de una molécula de HMG-CoA se une predominantemente a uno
de los mondmeros y se localiza cercana al sitio de unién del NADPH ubicado en
el otro mondémero. La porcién CoA del sustrato adopta una conformacion
extendida, donde su grupo ADP se ubica en un bolsillo con carga positiva cerca
de la superficie de la enzima, con la parte de acido pantoténico extendiéndose
profundamente en el interior de la proteina. La unién del CoA se completa con
la participacion del residuo Y479 del mondmero vecino. El anillo de esta tirosina
se ubica en forma paralela sobre la base adenina del CoA estableciendo
interacciones del tipo van der Waals, y forma un puente de hidrégeno mediante
su grupo OH con el 3'-fosfato de la ribosa, cerrando de esta forma la cavidad.
El cis-péptido se curva sobre la parte superior de HMG, es esencial en la
formacion del sitio de union a HMG permitiendo la correcta orientacién de los
residuos S684, D690, K691, y K692 (Istvan, 2000).

El sitio activo se completa con el sitio de unién de NADPH el cual se ubica
predominantemente en el monémero vecino. La union es estabilizada por el
motivo altamente conservado, DAMGMN, y por interacciones del tipo dipolo-
dipolo con la hélice Sx3. La unién de NADPH provoca un cambio conformacional
en el extremo C-terminal de la enzima que da como resultado el ordenamiento
de la hélice Lx11 y el cierre completo del sitio activo. En las estructuras de la
enzima en las cuales falta el NADPH, 26 residuos C-terminales estan
desordenados incluyendo el residuo H866.

La determinacién de la estructura cuaternaria de HMGR humana permitid junto
con estudios cinéticos previos dilucidar el mecanismo de reaccién (Frimpong y

Rodwell, 1994; Istvan, 2000). La reaccién ocurre en tres etapas:

(1) HMG-CoA+ NADPH+ H* — [mevaldil-CoA] + NADP™
(2) [mevaldil-CoA]— [mevalaldehido] + CoA-SH
(3) [mevaldehido]+ NADPH+ H™ — mevalonato + NADP*

La primera reaccion de reduccion da como producto intermediario
mevaldil-CoA, que es estabilizado por la cadena lateral del residuo K691. La
unién de NADPH provoca un cambio conformacional que da como resultado el
ordenamiento de los residuos C-terminales. Esto cierra el sitio activo y orienta
el residuo H866 dentro de la distancia de puente de hidrogeno al grupo tiol de
CoA, permitiendo que el residuo H866 done un proton al tioanién en el segundo
paso de la reaccion. La proximidad de E559 a D767 podria potencialmente elevar

el pKa de la cadena lateral de acido glutamico de manera que pueda ser



protonado. En consecuencia, se ha propuesto que el E559 es el donador de
protones para la formacion del mevaldehido. D767 es critico en la catalisis,
porque su cadena lateral se situa cerca de E559 y también forma interacciones
idnicas con K691, estabilizando la cadena lateral de lisina en el sitio activo
(Istvan, 2000) (FIGURA I1.3).

E'|: ~HOH
H
~fEsal
g o
( A
Hup K

e
H
>
A
(h CoASH
Ht H
Mo N
- =

FIGURA 11.3 Mecanismo de reaccion de HMGR humana (adaptado de Istvan 2000)

Los estudios de dinamica molecular QM/MM sobre el sitio activo de HMGR
humana con distintos estados de protonacion de los residuos Glu559, Asp767
e His752 (Oliveira y col., 2016) concuerda con la hipotesis de que Glu559 actia
como un acido general durante la primera etapa de reduccién, tal como lo
sugirieron tanto la estructura cristalografica como el estudio computacional
sobre la HMGR de procariotes (Haines y col., 2012). El mecanismo observado en
simulaciones de dindmica molecular genera un intermediario, el mevaldil-CoA
estable, que permite el intercambio del cofactor y no impide que ocurra la

reaccién inversa, hecho que concuerda con observaciones experimentales.



2.1.3 Regulacion HMGR

La HMGR presenta uno de los mecanismos de regulacion mas complejos
conocidos hasta el momento (A¢imovic¢ y Rozman, 2013). Esta regulada a nivel
de transcripcion, traduccién, modificaciones postraduccionales y degradacién
(Goldstein y Brown, 1990, 2015; Jo y DeBose-Boyd, 2010).

El modo principal por el cual esta enzima es regulada es por medio del control
a largo plazo mediante la modulacion de la velocidad de sintesis y degradacién
por retroalimentacion. Cuando los niveles de LDL-colesterol o mevalonato caen,
la cantidad de HMGR presente en las células puede ascender hasta 200 veces,
debido a un incremento en la sintesis de la enzima, combinado con una
disminucion de su degradacion. Cuando los niveles de LDL-colesterol o
mevalonato aumentan, estos efectos se revierten. El colesterol puede controlar
la expresién de mas de 20 genes involucrados en su metabolismo tales como
los que codifican a la HMGR y al receptor de LDL (Horton y col., 2003). Todos
estos genes contienen una secuencia de ADN por delante del sitio de iniciacion
de la transcripcion llamada elemento regulador de esteroles (SRE). Para que
estos genes se transcriban, un factor de transcripcion especifico, la proteina de
unién al elemento regulador de esteroles (SREBP), debe unirse al SRE. La SREBP
es sintetizada como una proteina integral de membrana que se fija en la
membrana del reticulo endoplasmatico formando un complejo con la proteina
activadora de la ruptura del SREBP (SCAP) - cuando la concentracion de colesterol
se eleva por encima de un umbral de 5% del total de lipidos- (Motamed y col.,
2011). El SCAP funciona como un sensor de esteroles. Cuando el colesterol en
la membrana del reticulo endoplasmatico disminuye, la SCAP cambia su
conformacion e inmediatamente después acompafia a su SREBP unida hacia el
aparato de Golgi por medio de vesiculas membranosas. En el aparato de Golgi,
la SREBP es clivada por dos proteasas unidas a membrana. La proteasa del sitio 1
(S1P), cliva a la SREBP en la regién luminal que conecta sus dos hélices
transmembrana, pero solamente cuando se halla asociada a la SCAP. Esta
ruptura expone un enlace peptidico de la SREBP para que sea clivado por la
proteasa de sitio 2 (S2P). Esta libera un dominio que migra al nicleo donde activa
la transcripcién de su gen diana. Por consiguiente, el nivel de colesterol en la
célula aumenta hasta que la SCAP no induce mas la translocacion de la SRBEP al
Golgi, un ejemplo clasico de inhibicion por retroalimentacion.

Por otro lado, la actividad de HMGR es atenuada a través de la fosforilacion de

un residuo serina localizado en el dominio catalitico (5872) (Sato y col., 1993).



La HMGR es fosforilada en un sistema de cascada biciclico por medio de una

enzima quinasa dependiente de AMP (AMPK).

2.1.4 Inhibidores de la HMGR: Estatinas

Las estatinas son un grupo de farmacos utilizados para disminuir el colesterol.
Todas las estatinas comparten un componente estructural que imita a la porcion
HMG de HMG-CoA unido covalentemente a un grupo hidrofébico rigido. Esta
similitud les permite actuar como inhibidores competitivos de la HMGR con
respecto a la unién de HMG-CoA, pero no con respecto a la union de NADPH
(Istvan, 2003).

Las estatinas se clasifican en dos grupos estructurales (FIGURA 11.4). Las
estatinas naturales conocidas como las de tipo |, presentan en comun el anillo
hexahidronaftaleno con un grupo éster x-metilbutirico y una B-hidroxi-5-
lactona enlazada por un puente etilénico; pero difieren las unas de las otras por
la posicion de los metilos sobre el anillo y la cadena lateral. El anillo de la B-
hidroxi-d-lactona de estos compuestos puede sufrir una apertura hidrolitica y
convertirse en los correspondientes acidos 3’,5’-dihidroxiheptanoicos, que son
las formas activas y las responsables del efecto inhibidor de la HMGR. Las
estatinas del tipo Il, surgieron como producto de las diversas investigaciones
llevadas a cabo con el fin de obtener medicamentos hipocolesterolémicos con
una accion farmacoldgica potenciada con respecto a las estatinas naturales
(Goldstein y Brown, 2015; Istvan, 2001b). Estructuralmente conservan la porcién
afin con la HMGR responsable de su accion inhibitoria, pero presentan un
tamafio molecular mayor que las de tipo |. Tienen en comun una cadena lateral
fluorofenil, un grupo metiletii y un acido heptenoico. Las diferencias
estructurales entre las distintas estatinas de este grupo dan lugar a diferentes
caracteristicas de union que se suman a las de unién de la porcion que imita la
porcién HMG del sustrato.

La resolucién de la estructura de HMGR co-cristalizada con diferentes estatinas,
junto con estudios de cinética enzimatica, han permitido dilucidar el mecanismo
de accion de estos compuestos a nivel molecular (Istvan, 2003). El grupo similar
a HMG (comun a las moléculas de estatina) ocupa el sitio de unién de HMG de la
enzima, mientras que los grupos hidrofébicos se posicionan en una ranura poco
profunda formada por el reordenamiento de los residuos C-terminales de la
enzima, uniéndose fuertemente a la misma. De esta forma a pesar de ser

moléculas mas voluminosas que el sustrato, logran ubicarse en el sitio activo y



unirse fuertemente a la enzima estableciendo numerosas interacciones del tipo
van de Walls (Istvan, 2001b; Tabernero y col., 1999). Las estatinas presentan K;

del rango de nM mientras que para HMG-CoA la Ky es de ~ 4 pM.
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FIGURA 11.4 Estructura de las estatinas tipo | y tipo Il (adaptado de (Istvan, 2003))



CAPITULO 2
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

De los objetivos especificos del presente trabajo de Tesis, los correspondientes

a este capitulo son:

e Obtener, caracterizar y purificar los péptidos que provienen de un aislado
proteico de amaranto y sus hidrolizados.

e Determinar la capacidad de inhibicidn de la fraccidon proteica de amaranto de
la enzima 3-hidroxi-3-metil-CoA reductasa (HMGR).

e Determinar la capacidad de los productos de hidrélisis de un aislado proteico
de amaranto de inhibir a la HMGR.

e Estimar mediante estudios computacionales la presencia de péptidos
bioactivos en la fraccion globulinas de amaranto de inhibidores de HMGR.

e Caracterizar posibles mecanismos de accion de los péptidos con diferentes

actividades utilizando técnicas /n s/lico.



2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Obtencidén de la harina de amaranto

Se utilizaron semillas de Amaranthus hypochondriacus cosechadas en el
Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR), Argentina (2013). Las
semillas enteras se molieron en un molino ciclonico UDY (UDY Corporation), de
1 mm de malla y posteriormente se desgrasaron mediante extraccién con
n-hexano, en una relacion 10 % p/v, durante 5 h con agitacion constante a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo se dejé en contacto 20 h
mas en reposo. Para separar el solvente se realizé una filtracién a temperatura
ambiente empleando una bomba de vacio y luego se dejo secar en iguales
condiciones durante otras 20 h para asegurar la evaporacion completa del
hexano. La harina desgrasada obtenida se almacend en recipientes herméticos

a 4°C hasta su uso.

2.3.2 Preparacion de los aislados proteicos

Los aislados proteicos de amaranto fueron obtenidos de acuerdo a lo propuesto
por Martinez y Anon (1996). La harina desgrasada se dispersé en agua, en una
relacion 10% p/v. La extraccion de las proteinas se realizo ajustando el pH a 9,0
con NaOH 2 N y agitando la suspension durante 1 h a temperatura ambiente. El
siguiente paso consistié en la centrifugacion a 9000 g a 10°C durante 20 min
(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. La dispersion obtenida se centrifugd a 9000g y a 4°C

durante 20 min a efectos de separar las proteinas. Se descarto el sobrenadante;



el precipitado fue resuspendido en agua, en una relacién 1:3 y se neutralizé con
NaOH 2 N hasta pH 7. Luego se congel6 a -80°C y se liofilizd. El sélido obtenido
fue molido y almacenado a 4°C en recipientes herméticos hasta su uso
(FIGURA 11.5).

harina de amaranto desgrasada + agua
l Ilevar a pH 9,0 con NaOH 2N

l agitar1 h
centrifugar a 9.000g durante 20 mina 10°C
|
' '
precipitado sobrenadante

l Illevar a pH 5,0 con HCI 2N

centrifugar a 9.000g durante 20 mina 10°C
I
' '

precipitado sobrenadante

l resuspender en agua y neutralizar con NaOH 0,1N
l liofilizar
AISLADO PROTEICO

FIGURA II.5 Esquema de obtencién de aislados de amaranto.
2.3.3 Preparacion de los hidrolizados proteicos con alcalasa

El aislado nativo se disperso en agua utilizando una relacién sélido:liquido de
1:10 p/v y se ajustd el pH a 9 con NaOH 2 N. Las dispersiones obtenidas se
agitaron durante 1h a 37°C en un agitador orbital con termostato
(OrbitEnvironShaker de Lab-Line). Se agregd la enzima alcalasa, se utilizé una
proteasa bacteriana proveniente de Bacillus licheniformis, marca Sigma-Aldrich
(=2.4 U/g). La mezcla de reaccidn se incubd durante 6 h a 37°C controlando y
corrigiendo el pH durante todo el proceso. Se adicionaron 0,16 ul de la enzima
comercial por mg de aislado. Esta relacion ha sido previamente utilizada y
optimizada en nuestro laboratorio (Vecchi, 2007), de modo de obtener
hidrolizados extensivos (GH >10%) que generen la liberacion de péptidos
bioactivos (Benitez y col., 2008).

La reaccion de hidrélisis se detuvo por calentamiento de la mezcla de reaccién
a 90°C durante 10 min en bafio de agua. Posteriormente la muestra se congelo
a -80°C y se liofilizé. Los hidrolizados obtenidos se molieron y se almacenaron

a 4°C en recipientes herméticamente cerrados hasta su utilizacién. Se tomaron



alicuotas a distintos tiempos de protedlisis con el objetivo de estudiar la cinética

de reaccion y realizar un seguimiento de la misma.
2.3.4 Digestion gastrointestinal simulada

El proceso de digestion es un proceso complejo en el cual intervienen factores
intrinsecos propios del individuo. Los protocolos de simulacion utilizados, son
diversos, tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo,
considerando la composicion quimica de los fluidos y enzimas empleadas. Estas
diferencias en el protocolo en muchos casos dificultan la comparacién de los
resultados obtenidos por diferentes autores. Recientemente se ha propuesto un
protocolo estandarizado de digestiéon /n vitro (Minekus y col., 2014) aceptado
por la comunidad cientifica, sin embargo, al inicio del presente trabajo no se
habia implementado este modelo razoén por la cual se empleé otro protocolo.
El aislado nativo de Amaranthus hypochondriacus se sometié a una digestion
gastrointestinal simulada empleada por Gawlik-Dziki y col., (2009) con
modificaciones (Minekus y col., 2014) por duplicado.

Se prepard una suspension de 2 g de aislado en 40 ml de fluido simil saliva con
x-amilasa (final 70 Unidades/ml), se dejé 5 min en agitacion a 37°C. Luego se
adicionaron 160 ml de fluido simil jugo gastrico (termostatizado a 37°C), se
ajusto el pH a 2 con HCl y se dejé en agitacion durante 60 min. Finalmente se
adicionaron 160 ml de fluido simil jugo duodenal, se ajusté el pHa 7 y se incubé
durante 60 min a 37°C con agitacion. La digestidon se detuvo por calentamiento
de la mezcla de reaccién a 80°C (medida en el seno de la dispersién) durante 10
min en bano de agua.

Se tomaron alicuotas al inicio y final de cada etapa del proceso de digestidon con
el objetivo de estudiar la cinética de protedlisis y realizar un seguimiento de la
misma. Todas las alicuotas fueron tratadas a 80°C durante 10 min en bano de

agua.

Reactivos

-Fluido simil saliva: 2,38 g/l Na;HPO4; 0.19 g/l KH;PO4; 0,3 g/l NaCl
pH=6,8; x-amilasa (Sigma-Aldrich) 60 mg (70 Unidades/ml).

-Fluido simil jugo gdstrico. se utilizé pepsina comercial 1:15000 marca
MP Biomedicals. Se prepararon 2,5 g/l pepsina en 0,03 M de NaCl en HCI 0,1 N.

La solucién se incubd a 37°C durante 30 min con agitacidon antes de utilizarla.



-Fluido simil jugo duodenal. se utilizé pancreatina comercial 4 X USP
marca MP Biomedicals 3 g/l pancreatina en NaHCO3 0,1 M pH 8,1. Se incub6 30

min a 37°C con agitacion antes de utilizarla.

Aislado de amaranto + fluido simil saliva a 37°C pH 6,8 con x-amilasa
Alicuota GH (E1 )/l agitar 5 min
+ fluido simil gastricoa 37°C con pepsina pH 2,0
Alicuota GH (EZ)/l ajuste a pH 2,0 con HCI
l agitar1 h
+ fluido simil duodenal a 37°C con pancreatina pH 8,1

Alicuota GH (Eg)/l ajuste a pH 7,0 con NaOH
l agitar 1 h

Alicuota GH (E4)/l 10 min a 80°C
Aislado Digerido

FIGURA 1.6 Esquema del proceso de digestidon gastrointestinal simulado. Todas las alicuotas
fueron tratadas térmicamente para detener la accion de las enzimas.

2.3.5 Caracterizacion de las muestras
2.3.5.1 Determinacion de proteinas
> Meétodo de Kjeldahl/

El contenido de proteinas de los aislados y sus respectivos hidrolizados se
determindé mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 1984). Para convertir el
nitrégeno en proteinas se utilizo como factor de conversién 5,85 g proteina/g
de nitrégeno, que es el mas apropiado para las proteinas de amaranto (Paredes-
Lopez, 1994)

Reactivos
Catalizador: Na;SO4 anhidro + CuSQOs. 5 H>O (relacion 10:1).
H>S04: 98% p/p acido sulfurico concentrado, & = 1,84 g/ml.
H3BOs: 4% p/v acido bérico
Indicador Mortimer: 0,016% p/v rojo de metilo, 0,083% p/v verde de
bromocresol en etanol.

H,SO4 valorado: acido sulfurico de valorado (aproximadamente 0,2N).



La digestion de cada muestra se realizé colocandola en un balén de Kjeldahl y
agregando catalizador y 15 ml de H,SO4 concentrado. Una vez terminada la
digestion, se alcaliniz6 la mezcla con el objetivo de liberar el nitrégeno presente
como amoniaco y destilarlo por arrastre con vapor de agua. El amoniaco
destilado se recogié sobre acido borico 4% p/v utilizando Mortimer como
indicador. La valoracién se realizd6 con acido sulfurico de concentracion
conocida. El porcentaje de proteinas de las distintas muestras se calculd

mediante la siguiente expresion:
% Proteinas = (Vmuestra - Vblanco) x Nacido x 0,014 x 5,85 x 100/ g muestra

donde,

Vmuestra: volumen (ml) de acido sulfurico gastado en la valoraciéon de la muestra.
Vblanco: volumen (ml) de acido sulfarico gastado en la valoraciéon del blanco.
Nacido: concentracion normal del acido sulfurico.

0,014: masa en g del miliequivalente de nitrégeno.

5,85: factor de conversion de nitrégeno a proteina de amaranto.

g muestra: masa de la muestra en gramos.
» Método de MicroKjeldah/

El contenido de proteinas de las dispersiones proteicas preparadas para los
estudios de solubilidad y actividad bioldgica, se determiné empleando el método
de MicroKjeldahl, el cual, a diferencia del Kjeldahl, permite utilizar una menor
cantidad de muestra para su cuantificacion.

La digestion de cada una de las muestras se realizé en un tubo digestor junto
con 1 g de catalizador (Na;SO4 anhidro + CuSQO4.5H;0 relacién 10:1) y 3 ml de
H>SO4 concentrado. Los tubos se colocaron en un digestor (2040 Digestor Foss
Tecator) el tiempo necesario hasta aparicién de color verde. Una vez finalizado
el proceso, el contenido de los tubos se trasvasé a matraces de 50 ml y se
completd el volumen con agua destilada. Por dltimo, el amonio liberado se
cuantifico por el método colorimétrico descripto por Nkonge y Ballance (1982).
Se incluyeron dos tubos con controles junto con las muestras, uno de ellos con
sulfato de amonio y el otro con urea. El sulfato de amonio utilizado como control
fue secado en estufa durante 12 h a 105°C y cuidadosamente pesado una vez
frio. Ambos controles se realizaron a fin de conocer exactamente el contenido

de nitrégeno que aportan y evaluar a partir de los datos obtenidos la exactitud



del método. La lectura de la absorbancia a 660 nm permitié calcular la
concentracion de nitrogeno en las muestras y convertir el nitrégeno a proteinas
para lo cual se utilizé el factor de conversién antes mencionado, 5,85 g

proteina/g nitrogeno (Paredes-Lopez, 1994).

Método colorimétrico de Nkonge y Balance
Reactivos
-Solucion A: Na;HPO4 0,2 M, NaOH 0,2 M
-Solucién B: NaOH 2,5 M
-Solucion salicilato-nitroprusiato (N-S): 20% p/v salicilato de sodio y 0,03% p/v
nitroprusiato de sodio.
-Lavandina que asegure 5% de cloro activo.
Curva de calibracion
Se prepar6 empleando albimina de suero bovino (Sigma-Aldrich), en
concentraciones de 0; 1,5; 3y 6 g de nitrdgeno cada 100 ml de solucién.
Cdlculos
El porcentaje de proteinas se obtuvo usando la curva de calibracién para calcular
los g de N, teniendo en cuenta las diluciones previamente realizadas, y luego
aplicando el factor de conversion (5,85 mg de proteina/mg de N) para obtener
los mg de proteina. Finalmente, estos ultimos se refieren a la masa pesada en

forma porcentual.
> Determinacion de proteina soluble

La proteina soluble, preparada a diferentes concentraciones, previa a la
determinacién de la actividad bioldgica, se determino dispersando las muestras
en el buffer de estudio y cuantificando el contenido de proteinas en los
sobrenadantes. Se prepararon dispersiones de los solidos en agua en una
concentracion de 10 mg/ml, se agitaron a 500 rpm durante 1T h a 25°C en un
termomixer Eppendorff. Luego se centrifugaron a 10000g a 20°C, durante 15
min en una microcentrifuga Hermle Z 233 MK-2. El contenido de proteina del
sobrenadante se determiné utilizando el método de MicroKjeldahl.

La solubilidad (S) de cada muestra se calcul6 utilizando la siguiente expresion:

(s x100)

%) =
5 (%) mg Prot Total




donde,

s: contenido de proteina en el sobrenadante determinado por MicroKjeldahl.
mg proteina total: contenido total de proteina en la muestra determinado por
Kjeldahl.

2.3.5.2 Determinaciéon de cenizas

La determinacién del contenido de minerales del aislado, albiminas e
hidrolizados se realizé mediante calcinacion. Las muestras se colocaron en
capsulas de porcelana taradas, se carbonizaron por accion de la llama y
finalmente se calcinaron en una mufla a 550°C hasta cenizas blancas. En algunos
casos, en los que no se obtuvieron cenizas blancas, fue necesario disolver los
residuos en agua destilada, secar la dispersién con mechero sobre tela metalica
y volver a colocar en la mufla a 550°C. La cantidad de cenizas de la muestra se
calculd por diferencia de peso entre la capsula con las cenizas y la capsula vacia,

y se refiridé a la masa inicial de muestra para calcular el porcentaje de cenizas.
2.3.5.3 Determinacion del contenido de humedad

La determinacion de humedad se realizé utilizando el método indirecto (AOAC,
1990). Para ello las muestras se colocaron en recipientes limpios y tarados en
estufa a 103+2°C y presion atmosférica, hasta alcanzar peso constante. La
humedad porcentual se calculé determinando la cantidad total de agua perdida
por parte de la muestra. Esta se calculd por diferencia de peso antes y después
de haberla colocado en la estufa, y calculando el porcentaje de la misma respecto

a su peso inicial.
2.3.5.4 Determinacion del contenido de hidratos de carbono

El contenido de hidratos de carbono se determiné por el método colorimétrico
de antrona (Loewus, 1951). Con el fin de mejorar la homogeneidad de las
muestras estas fueron sometidas a hidrdlisis acida con HCl a ebullicion durante
2 h a reflujo antes del ensayo colorimétrico. Se utilizé una relacion de 1 ml HCI
concentrado (& = 1,19 g/ml) cada 11 ml de solucién.

Para la realizacion de la curva de calibracion se utilizaron diluciones adecuadas
de glucosa patron marca Sigma-Aldrich. Las lecturas de absorbancia se

realizaron en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 620 nm.



2.3.5.5 Determinacion del grado de hidroélisis (GH%) por OPA

El grado de hidrélisis se determind dosando los grupos amino libres mediante
el método del ortoftaldehido (OPA) descripto por Nielsen y col. (2001) y Dinnella
y col. (2002) con algunas modificaciones como describié Cian y col. (2012).

La curva de calibracién se construyo a partir de una solucion de leucina (Sigma-
Aldrich) 1 mg/ml. La reaccién consiste en adicionar 750 pl del reactivo de OPA
sobre 100ul de la muestra, agitar durante 5 s, dejar reposar 2 min y finalmente

medir la absorbancia a 340 nm, para lo cual se utilizé un lector de placas.

Reactivos

-Buffer del ensayo: Borato de sodio 0,15 M, 0,15% p/v SDS, pH 9,5.
-Reactivo OPA: buffer del ensayo.

-OPA 5,97 mM.

-DTT 5,7 mM.

Cdlculos
Para calcular el grado de hidrdlisis se utilizo la siguiente expresion:
(NHzt¢- NHzt=0)

GH % = X100
% NH2z Totales

donde,

NH:t: grupos amino libres a tiempo de hidralisis t.

NH; t=0: grupos amino libres a tiempo cero de hidrdlisis.

NH; totales: grupos amino totales presentes en la proteina.

NH; totales: NHyc0 — NH,t=0

NH; oo : (1/PM aa promedio) x (1 + fiys) x [proteina proteinas en mg/ml]

NH; t=0: (1/PM aa promedio) x (1/L + fiys) x [proteina proteinas en mg/ml], y se
mide experimentalmente con OPA utilizando una muestra sin hidrolizar.

PM aa promedio: promedio de los pesos moleculares de los aminoacidos de las
proteinas de la muestra. Para amaranto se considera 130 g/mol.

fiys: proporcion de moles de Lys (L) por cada mol de aa para proteinas de
amaranto, 1/20.

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



2.3.5.6 Electroforesis

Se realizaron electroforesis desnaturalizantes tricina-SDS-PAGE vy tricina en
condiciones reductoras Tricina-SDS-PAGE +B-ME (Schagger, 2006).

Muestras

Las muestras para las electroforesis se prepararon de diferente modo segun
provinieran de muestras liquidas o de muestras liofilizadas. En el primer caso se
mezclaron 20 ul de las mismas (concentraciéon aproximada 10 mg/ml), con 10
ul del buffer de muestra adecuado, segun el tipo de electroforesis a realizar.
Cuando se trabajé con sélidos, las muestras se dispersaron directamente en el
buffer de muestra correspondiente, en la relacion 1 mg de sélido cada 500 ul
buffer aproximadamente.

Para asegurar la accion del B-mercaptoetanol presente en el buffer de muestra
en condiciones reductoras, las dispersiones fueron calentadas a 100°C en bafio
maria durante 1 min.

Antes de sembrar las muestras, en los geles de poliacrilamida, las mismas fueron
centrifugadas a 10000g a 15°C, durante 15 min. Posteriormente en cada calle se
colocod un volumen de muestra, disuelta en buffer de muestra, que permitiera

sembrar entre 20 y 50 ug de proteina por calle.

Patrones
Se utilizaron diferentes patrones de masa molecular. Para las electroforesis de
Tricina-SDS-PAGE se emplearon 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), o-lactoalbimina (14,4
kDa),aprotinina (6,51 kDa), cadena B de la insulina (3,5 kDa) y bacitracina (1,4
kDa).

Reactivos
Reactivos Tricina SDS-PAGE y Tricina SDS-PAGE+ S-ME

-Buffer de electrodo anddico: Tris—-HCI 0,1 M, pH 8,9

-Buffer de electrodo catédico: Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 0,1% p/v, pH
8,25

-Buffer de gel: Tris—-HCI 1M, SDS 0,1% p/v, pH 8,45

-N",N" N ,N"tetrametiletilendiamina (TEMED): se agregd en la

preparacion de los distintos geles a una concentracién final de 0,01% v/v



-Solucion AB3: 48 g acrilamida, 1,5 g bisacrilamida/100 ml de solucién

-Solucion AB6: 46,5 g acrilamida, 3 g bisacrilamida/100 ml de solucién

-Persulfato de amonio al 10% p/v. Se coloca durante la preparacion de los
geles en concentracién final 0,075% v/v en gel apilador, de 0,05% v/v en gel
espaciador y 0,03% v/v en gel separador.

-Buffer de muestra: Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, glicerol 12% p/v, SDS 4%,
Servablue-G 0,01% p/v, pH 6,8, con o sin f—-mercaptoetanol (2-ME) 5% v/v, para
obtener condiciones reductoras o no reductoras, respectivamente.

-Solucién fijadora: metanol al 50% v/v, acido acético al 10% v/v.

-Solucién colorante: Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0,192% p/v
disuelto en agua/metanol/acido acético (10:10:4).

-Solucion decolorante: 10% v/v acido acético.

> Reactivos tincion con plata

-Solucion fijadora: 60 ml de 50% v/v acetona, 1,5 ml de 50% p/v TCA y
25 ul de 37% v/v formaldehido.

-Solucién de pretratamiento A: 50% v/v acetona.

-Solucion de pretratamiento B: 100 ul de 10% NazS.03 en 60 ml de agua
bidestilada.

-Solucion de impregnacion: 0,8 ml de 20% p/v AgNOs, 0,6 ml de 37% v/v
formaldehido y 60 ml de agua bidestilada.

-Solucién de revelado: 1,2 g de Na;COs, 25 ul de 37% v/v formaldehido,
25 ul de 10% p/v Naz25203 y 60 ml de agua bidestilada.

-Solucién de detencion (Stop): 1% v/v acido acético glacial.

Geles

Los geles se prepararon de modo de generar tres zonas diferentes:
- Gel Apilador: 0,0825 ml solucion AB3/ml solucién gel.
- Espaciador: 0,2 ml solucién AB3/ml solucién gel.

- Separador: 0,33 ml solucién AB6/ml solucién gel.

Desarrollo de los geles y condiciones de corrida
Las electroforesis se realizaron en miniplacas (10 cm x 7 cm x 1 mm) en un
equipo BIO-RAD, modelo mini-protean II.
Las corridas se llevaron a cabo a voltaje constante. Se emple6 voltaje bajo,

aproximadamente 30V, hasta que las proteinas atravesaron el gel apilador.



Luego la diferencia de potencial se aument6 a 100V hasta finalizar la corrida. Se

requirieron entre 4 y 5 h para completarlas.

Fijacion, coloracion y decoloracion

Los geles se colocaron en la solucion fijadora una vez finalizada la corrida
durante al menos 45 min, luego se le adicion6 la solucién colorante con
Coomassie Brilliant Blue R-250 durante un minimo de 5 h y finalmente se
decoloraron a temperatura ambiente durante 2 h, renovando el decolorante cada
40 min.

En los casos en los que realizé la tincion con plata se colocaron los geles durante
5 min en la solucion fijadora. Posteriormente se lavaron y enjuagaron varias
veces con agua bidestilada. Después se pusieron en las soluciones para realizar
los pretratamientos A y B durante 5 y 1 min, respectivamente. Una vez
enjuagados los geles se colocaron en la solucién de impregnaciéon durante 8
min. Después de enjuagarlos nuevamente se agregd la solucion reveladora
durante el tiempo necesario para revelar la imagen (aproximadamente 60 s) y se
detuvo la reaccion manteniendo los geles en contacto con acido acético glacial
1% (v/v) durante 60 s.

Obtencion de imagenes y andlisis de los geles
Para procesar los geles, las imagenes se digitalizaron utilizando un scanner HP
Scanjet G2710.

2.3.6 Analisis por cromatografia liquida rapida para proteinas
(FPLC)

La cromatografia fue utilizada en este trabajo con el fin de caracterizar, separar

o purificar las muestras proteicas de amaranto.
2.3.6.1 Cromatografia FPLC de exclusién molecular

Durante la ejecucién de este trabajo se utilizd la cromatografia FPLC de
exclusidon molecular, que permite separar especies peptidicas por el tamano que
presenten. Se utilizé una columna Superdex Peptide 10/300 GL pre-empacada

marca GE Healthcare.



Muestras
Las muestras liofilizadas fueron solubilizadas en buffer de corrida, buffer
Na;HPOs 50 mM/NaCl 0,15 mM, pH 8, para obtener una concentracién no
superior a los 20 mg de proteina soluble/ml. Se agitaron durante 1 h a 25°Cy
500 rpm en un agitador térmico y luego se centrifugaron a 14000g a 20°C
durante 20 min utilizando una microcentrifuga. El sobrenadante obtenido se
filtré a través de filtros de nylon de 0,22 pm de poro y luego se inyecté en el

equipo de FPLC, utilizando un loop de 200 ul.

Desarrollo
Para desarrollar las corridas cromatograficas se utilizé el equipo de AKTA Purifier
(GE Healthcare). Todos los buffers de corrida empleados fueron filtrados vy
desgasificados a través de filtros de nylon de 0,22 pym de poro antes de su uso.
Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente. El solvente de corrida fue el
buffer utilizado para solubilizar a la muestra. Inicialmente se equilibro la
columna suministrando 50 ml del buffer correspondiente (equivalente a dos
volumenes de la misma) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Luego se
procedid a inyectar la muestray se eluyo a un flujo de 0,5 ml/min. Se colectaron
las fracciones del eluato durante la totalidad de la corrida con un colector
automatico mientras se determinaron los valores de absorbancia a 214 nm de
modo continuo a la salida de la columna. Los perfiles obtenidos se procesaron

con el programa OriginPro 8.

Calibracion
La columna empleada presenta un rango de exclusion de 100-7000 Da para
proteinas globulares; se calibré6 con azul dextrano (volumen muerto, Vo),
aprotinina (6512 Da), vitamina B12 (1855 kDa) y acido hipurico (179,14 Da).
Luego se obtuvo una curva de calibracion relacionando el logaritmo de la masa

molecular (en Da) con el Kay, siendo Kav:

Kav = Vo= Vo) / (Vo= V)
donde,
Ve: volumen de elucion en mililitros del pico de interés.

V+: corresponde al volumen total del lecho (24 ml).

Vo: volumen muerto.



2.3.6.1 Cromatografia FPLC de interaccion hidrofébica

En este trabajo se utilizé la cromatografia FPLC de interaccion hidrofébica a
efectos de separar las muestras proteicas de amaranto. En esta metodologia de
separacién las especies se separan por particion entre la fase estacionaria, de
caracteristicas apolares, y la fase mévil de caracter mas polar que el relleno de

la columna. Se utilizé una columna Alkyl Superose HR 5/5 marca GE Healthcare.

Reactivos
-Buffer A: Na;HPO4 50 mM pH 7, NH4SO4 2M.
-Buffer B: Na;HPO4 50 mM pH 7.

Muestras
Las muestras fueron dispersadas en buffer A a una concentracion de 25 mg de
proteina soluble/ml. Se agitaron durante 1 h a 25°C y 500 rpm en un agitador
térmico y luego se centrifugaron a 14000g a 20°C durante 20 min utilizando una
microcentrifuga. El sobrenadante obtenido se filtré a través de filtros de nylon
de 0,22 pm de poro y luego se inyecté en el equipo de FPLC, utilizando un loop
de 200 pl.

Desarrollo
Para desarrollar las cromatografias se utilizé el equipo de AKTA Purifier (GE
Healthcare). Todos los buffers de corrida empleados fueron filtrados y
desgasificados a través de filtros de nylon de 0,22 pym de poro antes de su uso.
Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente. Como solvente de corrida se
empled el mismo buffer utilizado para solubilizar a la muestra. Inicialmente se
equilibré la columna con 5 volumenes de columna del buffer A (5ml) a una
velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se inyectaron 200 pl de la muestra. La proteina
no retenida se eluyé con 5 volumenes de columna de buffer A. La proteina
retenida se eluyé empleando un gradiente de 0 a 100% de buffer B en 15
volumenes de columna. Finalmente se volvié a equilibrar la columna con 5
volumenes de columna de buffer A. Se utilizé6 una velocidad de flujo de 0,5
ml/min durante toda la corrida. Las fracciones del eluato se colectaron durante
la totalidad de la corrida con un colector automatico mientras se determinaron
los valores de absorbancia a 214 nm de modo continuo a la salida de la columna.

Los perfiles obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8.



2.3.7 Ensayo de Inhibicion de HMGR /n vitro

Se determind la inhibicion /n vitro de la enzima 3-hidroxi-3-metil-coenzima A
reductasa (HMGR) empleando el kit comercial marca SIGMA-ALDRICH (CS1090)
de acuerdo a las indicciones de uso, utilizando como buffer del ensayo buffer
fosfato pH 7,4; 400 mM KCI.

Reactivos
-Buffer de ensayo: 1,4 g/l Na;HPOg4; 0,24 g/l NaH.PO4) pH 7,4; KCI 400 mM.
-NADPH: 25 mg NADPH (95 % de pureza) en 1500 ul de buffer de ensayo.
-HMG-CoA: 5 mg HMG-CoA /ml de buffer de ensayo.
-HMGR: 0,5-0,7 mg HMGR/ml de buffer (50 mM tris-HCI pH=7,5; 5 mM DTT,
1:200 v/v protease inhibitor coctail (Sigma-Aldrich); 50% p/v glicerol).

-Pravastatina: 100 uyM en buffer de ensayo.

Muestras
Las muestras se solubilizaron en el buffer del ensayo durante 1h con agitacion
constante a 500 rpm y 25°C empleando un agitador térmico Thermomixer
Comfort marca Eppendorf, luego se centrifugaron durante 20 min a 14000g y

temperatura ambiente utilizando una microcentrifuga (Hermle Z 233 MK-2).

Desarrollo

El dominio catalitico de la enzima HMGR cataliza, tal como se discutio
previamente, la reduccién del B-hidroxi-f-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
dependiente de NADPH para dar mevalonato y coenzima A. La reaccion fue
monitoreada determinando la velocidad de consumo de NADPH mediante la
medicion de absorbancia a 340 nm. En presencia de sustancias que inhiban la
actividad de la HMGR, las tasas de velocidad de consumo de NADPH seran
menores.

Las cinéticas de reaccion se realizaron en microplacas de 96 pocillos; para la
medicion de absorbancia a 340 nm se utilizo un lector de placas BioTek
Synergy HT. En cada pocillo de la microplaca se colocé en el orden indicado
buffer de reaccion (para alcanzar un volumen final de reaccién fijo de 200 ul),
20 ul de muestra, 10 pl solucién de NADPH (concentracion final 400 uM) y 12 ul
HMG-CoA (concentracién final 0,3 mg/ml). Las reacciones se iniciaron (tiempo
cero) por adicién de 12 ul de HMGR (concentracion final 6 ug/ml). Se incub6 a
37°C, agitando enérgicamente la placa durante 10 s y se determind la

absorbancia a 340 nm durante 10 min. Durante el ensayo se incluy6 un control


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/cs1090

positivo de inhibicién, utilizando pravastatina, y un control de actividad maxima
de HMGR, y un blanco de enzima (sin enzima). Todas las medidas se realizaron
al menos por duplicado. En la TABLA 1.1 indican las cantidades y el orden de

agregado de los reactivos en las mezclas de reaccion de inhibicion HMGR /n

vitro.
TABLA II.1 Detalle de mezclas de reaccién de Inhibicion HMGR /n vitro.
Orden Reactivo Concentracién Blanco Blanco inhibicién Actividad Muestra
Final Enzima Sustrato Maxima
1 Buffer 178 ul 188 ul 181 ul 182 ul 156 ul
2 Pravastatina 500 nM - - 1 pl -
3 Muestra - - - - 20 pl
4 NADPH 400 uM 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul
5 HMG-CoA 0,3 mg/ml 12 ul - 12 ul 12 ul 12 ul
6 HMGR 6 ug/mi - 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Calculos

La actividad de HMGR se expresé como Unidades/mg de proteina. Una unidad
convierte 1,0 pumol de NADPH a NADP+ por min a 37°C por mg de proteina
(Unidades/mgP).

AAbs AAbs

, — muestra — -
Unidades / _ min min
mg P 12,44 xVx0,6X%0,55

blanco enzima

donde:

AAbs . . . .
——muestra: pendiente de la curva de absorbancia vs tiempo correspondiente

a cada muestra.

AAbs . . . .
——blanco enzima: pendiente de la curva de absorbancia vs tiempo

min

correspondiente al ensayo blanco enzima.

0,2: volumen total de reaccién en ml.

12,44 coeficiente de extincion molar del NADPH a 340 nm x2 (e=6,22mM-cm-1)
V: volumen de enzima empleado en la reaccién en ml (2 pl).

0,6: concentraciéon de la enzima en mg P/ml (0,5-0,7 mg/ml, de acuerdo al lote
de la enzima).

0,55: camino 6ptico en cm para las cubetas de la placa.



Las pendientes fueron obtenidas mediante el ajuste lineal de la curva de Abs en
funcion del tiempo en el rango de 3 a 10 min.

El porcentaje de inhibicién % /NH fue calculado mediante la siguiente expresion:

Unidades
mg P
Unidades
mg P

Muestra

%INH =11 x100

Actividad Maxima

La actividad maxima se determind en iguales condiciones que las utilizadas para
la muestra. La evaluacion de cada condicion (realizada por triplicado) incluyé los
controles de blanco sustrato, blanco enzima y la medida de actividad maxima

por duplicado.
2.3.8 Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente empleando el
programa GraphPad Prism 6. Se efectud el analisis de varianza (ANOVA), y para
la comparacion de medias se utilizaron el Test de la menor diferencia
significativa (LSD) descripta por (Fisher, 1954) vy el Test HSD
(Honestly-Significant-Difference) de Tukey (Tukey, 1949), ambos con un nivel

de significacion de o = 0,05 (95% de confianza).



2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Obtencion y caracterizacion del aislado proteico de amaranto
y sus hidrolizados

A partir de la harina desgrasada de amaranto se prepararon los aislados
proteicos. El rendimiento de la obtenciéon de los mismos se calculé después de
realizar varias preparaciones y resulto igual a 6,6+0,3 g de aislado proteico cada
100 g de harina desgrasada.

El contenido de proteinas, hidratos de carbono, cenizas y humedad del aislado
proteico (Ais) se determind por las metodologias detalladas en Materiales y
Métodos del presente capitulo. La composicion resultante se detalla en la
TABLA I.2. Los valores obtenidos coinciden, en general, con los valores
previamente determinados para otras especies y variedades de amaranto
(Condés y col., 2009; Vecchi, 2007). En particular el contenido de proteinas del
aislado fue 84,2+0,5 g/100g de aislado, siendo del orden de los valores
obtenidos en preparaciones realizadas en nuestro laboratorio (Condés y Col.,
2009; 75,4+0,5 g/100 g aislado; Orsiniy col., 2011; 72,4+ ,4 g/100 g aislado;
Ventureira y col., 2012: 83,1+0,5 g/100 g aislado). Los aislados de amaranto
normalmente presentan un contenido de proteinas inferior al que presentan los
aislados proteicos de soja, debido principalmente al hecho que estos aislados
son obtenidos a partir de harina integral por lo que contienen una mayor
cantidad residual de hidratos de carbono, representados principalmente por
polisacaridos presentes en la fibra, y sales. Los aislados proteicos de amaranto
estan principalmente constituidos por albuminas y globulinas, plegadas en una

conformacién cercana a la nativa (Martinez y Afiién 1996).



TABLA 11.2 Composicion del aislado proteico

Composicién centesimal (g/100g de muestra)

Proteinas Hidratos de Carbono Cenizas Humedad Fibras
84,2 + 0,5 3,3+0,1 2,7 £0,2 5,9 + 0,1 3,9

El contenido de fibras se determind por diferencia

A partir del aislado se prepararon los hidrolizados, por hidrélisis exdgena con
alcalasa, de ahora en mas denominados Hid, y por simulacion del proceso de
digestion gastrointestinal, Dig, como se detalla en la Seccion 2.3.3 y 2.3.4 de
Materiales y Métodos del presente capitulo.

La alcalasa es obtenida por fermentacion sumergida de una cepa de Bacillus
licheniformis y su principal componente enzimatico, es la serinproteasa
subtilisina de Carlsberg, (EC 3.4.21.62). Esta enzima actua a pHs comprendidos
entre 6y 10, y si bien es una proteasa relativamente inespecifica, estudios sobre
su cinética de hidrdlisis sefialan que la minima secuencia de reconocimiento para
su accion es un residuo de glicina flanqueado por dos aminoacidos hidrofébicos
voluminosos (Bratovanova y Petkov, 1987). La alcalasa libera, por lo tanto, en su
mayoria péptidos con aminoacidos hidrofobicos en su extremo C-terminal. La
accién de la alcalasa se siguiéo midiendo el grado de hidrélisis (GH) a diferentes
tiempos de reacciéon, mediante la determinacion, como se indicé previamente,
de la cantidad de grupos amino libres con el reactivo o-ftalaldehido (OPA). Para
eso se tomaron alicuotas representativas de las dispersiones del aislado de
amaranto tratadas a pH 9 y 37°C a distintos tiempos de reaccion (0, 1, 2, 3,5,y
6 h). Como control se incluydé una alicuota tomada inmediatamente después del
agregado de la enzima (0 min). Los resultados se muestran en la FIGURA 1.7 A.
El proceso de simulacién de digestion gastrointestinal fue monitoreado del
mismo modo. Se tomaron alicuotas representativas después de dispersar la
muestra en el fluido simil saliva (E1), inmediatamente después del agregado del
fluido simil gastrico (E2); luego del agregado del fluido simil duodenal, antes de
llevar a pH 7 e incubar 1h (E3) y al finalizar el tratamiento térmico para detener
el proceso de digestion (E4). Todas las alicuotas fueron calentadas durantel0
min a 80°C en bano de agua. Los resultados obtenidos se muestran en la
FIGURA II.7 B.
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FIGURA I1.7 Cinética de hidrolisis del aislado proteico de amaranto (A) por alcalasa y (B) sometido

a digestion gastrointestinal simulada. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

En los dos procesos de hidrodlisis se observa, como es esperado, un incremento
del grado de hidrélisis con el tiempo de reaccién alcanzando un GH % final de
25+3% vy 44+2% para Hid y Dig, respectivamente. Resulta ademas evidente que
la accidon de la alcalasa logré un menor niumero de rupturas de las uniones
peptidicas presentes, hecho que fue superado por la accion de la pepsinay las
enzimas pancreaticas.

Durante la simulacién del proceso de digestion gastrointestinal se observé un
incremento del GH de 0+0,2% en E1; a 4,5+0,4% en E2; a 20+0,6% en E3, a
44+1% en E4. El fluido simil saliva no presenta actividad proteolitica, y su
agregado responde al pedido de unificacion de protocolos de digestion
gastrointestinal realizado por Minekus y col. (2014). El incremento del GH
observado inmediatamente después del agregado del fluido simil gastrico es
producto de la accion del medio acido y de la accién proteolitica de la pepsina
en un corto tiempo comprendido entre la adicion del reactivo y el tratamiento
térmico para detener la reaccidn enzimatica. Luego del periodo de incubacién
con pepsina, el GH se increment6 a 20+0,6% y alcanzd, al finalizar el periodo de
incubacién con pancreatina -mezcla de enzimas proteoliticas-, un valor final de
44+1%. El grado de hidrélisis final y el contenido de proteinas (determinado por
microkjeldahl) de las tres muestras obtenidas (Ais, Hid y Dig) se detallan en la
TABLA 11.3.



CAPITULO 2 I

TABLA IlI. 3 Contenido de proteinas y grado de hidrélisis porcentual (GH) del aislado de amaranto
(Ais), Aislado hidrolizado con alcalasa durante 6h (Hid) y aislado sometido a un proceso de
digestion gastrointestinal simulada (dig).

Ais Hid Dig
Proteinas 84,2 + 0,5 70 =1 50,0 = 0,3
GH 0% 25 + 3% 44 + 2%

Tanto la composicién en proteinas como el grado de hidrodlisis porcentual
obtenidos coinciden con los valores informados previamente en nuestro
laboratorio. El contenido de proteinas de los hidrolizados, en particular del
obtenido en el proceso de digestion gastrointestinal simulado, es inferior al
correspondiente al aislado proteico debido a la incorporacion de sales durante
su obtencion.

La caracterizaciéon de los perfiles polipeptidicos presentes en las diferentes
muestras se llevd a cabo mediante electroforesis y cromatografia de filtracion
en gel (FPLC). En la FIGURA I1.8 se muestran los perfiles electroforéticos en geles
de tricina (SDS-PAGE) en condiciones reductoras y no reductoras

correspondientes a las tres muestras.
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FIGURA I1.8 Electroforesis Tricina-SDS-PAGE en condiciones reductoras (+BME) y no reductoras
(-BME) del aislado de amaranto (Ais), su hidrolizado (Hid) y digerido (Dig) con tincion
convencional (A) y tincién de plata (B). VLMW: patrones de muy bajo peso molecular.

Los perfiles obtenidos revelan diferencias significativas en la composicion
polipeptidica de las muestras. En el caso del aislado de amaranto, el cual esta
constituido principalmente por las globulinas de almacenamiento del grano

(11S, globulina-Py 7S), se obtuvo el perfil electroforético tipico en concordancia
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con lo informado por otros autores (Martinez y Afidn, 1996; Abugoch y col.,
2010). Se puede observar la presencia de bandas de 67 kDa, constituyentes de
la globulina 7S (Quiroga y col., 2010), bandas de masa molecular de 56-54 kDa
correspondientes a las subunidades AB de las globulinas 11S y al polipéptido P-
54 de la globulina-P; bandas de aproximadamente 30 kDa y 20 kDa
correspondientes a los polipéptidos Ay B de la globulina 11S, y bandas de masa
molecular menor a 20 kDa, que pueden corresponder a la fraccion albuminas.
También se observaron especies polipeptidicas de alta masa molecular que no
pudieron entrar al gel y que se corresponden con la existencia de agregados
proteicos solubles bajo las condiciones de ensayo.

En condiciones reductoras decrecen los agregados antes indicados y se disocian
las subunidades AB de las globulinas 11S y su equivalente de globulina-P,
incrementandose el contenido de polipéptidos acidos y basicos.

Cuando el aislado es sometido al proceso de hidrolisis, tanto exdégena como
gastrointestinal simulada, el perfil electroforético se modifica radicalmente. En
el caso de los hidrolizados obtenidos por accion de alcalasa, tanto en
condiciones reductoras como no reductoras, se pueden observar cantidades
reducidas de polipéptidos de masas moleculares aproximadas de 55, 17 y
14 kDa. En tanto que en el caso de los hidrolizados obtenidos por digestién
gastrointestinal simulada no fue posible detectar ninguna especie polipéptidica
en ninguna de las condiciones de ensayo, lo que sugiere la presencia de péptidos
de masa molecular inferior a 3,5 kDa. Estos resultados son concordantes con los
grados de hidrolisis determinados.

Por ultimo, cabe senalar que en el caso de Hid y Dig desaparecen también del
perfil los agregados solubles presentes en el aislado.

A efectos de visualizar los cambios sufridos por las proteinas de amaranto como
consecuencia de la hidrélisis, se analizaron también las variaciones en la masa
molecular de las mismas mediante cromatografia de exclusion molecular,
empleando columnas de gel filtracién y un sistema FLPC. Teniendo en cuenta
gue las muestras se encuentran enriquecidas en polipéptidos de baja masa
molecular, producto de los procesos de degradacion durante los procesos de
hidrélisis empleados, se seleccioné para este ensayo la columna Superdex
Peptide, cuyo rango de exclusién es de 7000 a 100 Da. Los perfiles de elucion

obtenidos se muestran en la FIGURA I1.9.
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FIGURA 11.9 Cromatograma del aislado de amaranto (Ais) e hidrolizados obtenidos por digestién
gastrointestinal simulada (Dig) y accién de alcalasa (Hid). Las muestras fueron eluidas con buffer
Na2HPO4 50 mM/NaCl 0,15 mM, pH 8. La columna se calibré con azul dextrano (volumen
muerto, Vo), aprotinina (1), vitamina B12 (2) y acido hipurico (3).

El aislado de amaranto esta constituido principalmente por especies
polipeptidicas cuyas masas moleculares son superiores a 7000 Da (Scilingo y
col., 2002; Martinez y Aiidn, 1996), las cuales eluyen en el volumen muerto. Las
especies cuyos pesos moleculares son menores a 7000 Da, constituidas
principalmente por polipéptidos de menos de 70 residuos aminoacidicos, que
pueden corresponder a especies polipeptidicas que se encuentran libres, como
los inhibidores de tripsina (Tamir y col., 1996) o a productos de hidrdlisis

provenientes de la ruptura de polipéptidos mayores.

Los perfiles cromatograficos correspondientes al Dig y el Hid mostraron un
incremento de los picos correspondientes a las especies polipeptidicas de menor
tamafo, inferiores a 6.500 Da. Al aumentar el grado de hidrodlisis se observo un
incremento en la poblacion de especies de menor peso molecular. Resulta
evidente que la simulacién del proceso de digestion gastrointestinal conduce a

la liberacion de péptidos de largo de cadena inferior a 10 aminoacidos.
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2.4.2 Determinacion de la Inhibicion de HMGR

La potencial actividad hipocolesterolemiante de las proteinas y péptidos de
amaranto se evalué mediante el ensayo de inhibicién /n vitro de la enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR). En este ensayo se enfrenta el
sustrato, hidroximetil-CoA (HMG-CoA) con la enzima HMGR que cataliza su
reduccién dependiente de NADPH a coenzima A y mevalonato. La reaccién es
monitoreada, como se indicé previamente, por el descenso de la absorbancia a
340 nm debido al consumo de NADPH. De este modo, el método permite
estudiar la habilidad de una muestra para modular la actividad de la HMGR
observandose los cambios en la velocidad de conversion de NADPH a NADP+
mediante la lectura espectrofotométrica.

Se analiz6 el efecto de la fraccién proteica soluble de las proteinas o péptidos
de amaranto presentes en cada muestra en estudio (Ais, Hid, Dig) sobre la
actividad enzimatica de la HMGR empleando un kit comercial marca
Sigma-Aldrich. Antes de iniciar los ensayos de inhibicién se estudié la
solubilidad de las muestras en el buffer de ensayo del kit, cuantificando proteina
soluble por el método de Lowry (Lowry y col., 1951). Los valores de absorbancia
obtenidos para la curva de calibracion, preparada con el buffer provisto en el
kit, fueron superiores a los obtenidos rutinariamente en nuestro laboratorio. Del
mismo modo, la absorbancia desarrollada en las muestras fue superior a la
esperada de acuerdo a la cantidad de muestra solubilizada y su contenido de
proteina. Estos resultados nos llevaron a pensar en la presencia de alguna/s
sustancia/s que interfiera/n con el método de cuantificaciéon de proteinas, como
el caso del doecilsulfto de sodio (SDS). Para comprobar esta hipotesis se
repitieron los ensayos de solubilidad de proteinas y/o polipéptidos modificando
el método de cuantificacion. Se opté por el método del acido bicinconinico
(Smith y col., 1985) por tratarse de un método con mayor tolerancia a sustancias
interferentes. Sin embargo, la respuesta obtenida mostré la misma tendencia
gue la observada en los ensayos previos, confirmando asi la presencia de
sustancias interferentes. Sin embargo, no pudiendo descartar la presencia de
componentes peptidicos, ademas de proteinas, se optd por cuantificar la
proteina soluble por el método de microkjeldahl, determinandose ademas la
posible presencia de proteina en el buffer incluido en el kit. Este analisis revelé
la presencia de proteina en el buffer del kit, probablemente albdmina, utilizada

frecuentemente como estabilizante para otras proteinas solubles (por ejemplo,
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enzimas labiles), lo que impide el uso del mismo como tal en nuestros estudios.
En forma paralela se contact6 a los representantes de Sigma-Aldrich a efectos
de solicitar informacion sobre la composicién del buffer del kit, la cual no fue
suministrada por ser de su propiedad. Los reclamos efectuados por nosotros
dieron lugar a la incorporaciéon de una leyenda, en la informacién del kit,
advirtiendo que el buffer de ensayo no es compatible con los ensayos de
determinacién de proteinas.

Por lo tanto, para poder llevar adelante los estudios de determinacién de la
actividad de la HMGR se decidié remplazar el buffer del kit. Se utilizé en su
reemplazo un buffer fosfato (1,4 g/| Na;HPO4, 0,24 g/I NaH,PO.) de pH 7,4 con
la adicion de KCI 400 mM (Bischoff y Rodwell, 1996; Frimpong y col., 1993; Polo
y Garcia de Bravo, 2006). La solubilidad del Ais, Dig e Hid en el nuevo buffer de
ensayo se determiné de acuerdo al protocolo detallado en Pag. 88 del presente

trabajo y los resultados obtenidos se presentan en |la TABLA 11.4.

TABLA II. 4 Solubilidad % (g de proteina en el sobrenadante/100 g proteina total) en buffer fosfato
pH 7,4; KCl 400 mM del Ais, Hid y Dig.

Ais Hid Dig
Solubilidad % 49+1 95+2 98+2

Los valores encontrados resultaron similares a los valores de solubilidad del
aislado de amaranto y sus hidrolizados en agua (Sabbione, 2015). A baja fuerza
idnica y pH cercano a 6-7 las globulinas de amaranto, muestran una solubilidad
reducida. La misma se ve francamente incrementada por efecto de la hidrélisis
la cual provoca una disminucién sensible del tamafio molecular de los péptidos
presentes en ambos hidrolizados.

Seguidamente se evalu6 la actividad de la HMGR en funcion de la concentracion
de proteina (ug/ml) de Ais, Dig e Hig. La respuesta observada se expresé como
el porcentaje de inhibicién (% INH) haciendo uso de los calculos detallados en la
Seccién 2.3.7 de Materiales y Métodos. En la FIGURA I1.10 se muestra un ejemplo
de las cinéticas de reacciéon obtenidas para los ensayos de actividad maxima y

los controles.
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FIGURA 11.10 Actividad de la HMGR.

Para cada condicidon ensayada se obtuvieron las curvas de absorbancia a 340 nm
en funcién del tiempo, por triplicado. A partir de estos graficos, se calcularon
los porcentajes de inhibicion de la enzima. Los resultados obtenidos se
muestran en la TABLA 1.5 y FIGURA 11.11.

Los resultados obtenidos indican que los polipéptidos y/o péptidos presentes
tanto en el Ais como en el Hid y el Dig son capaces de inhibir la accion de la
HMGR. Los valores de inhibicion mas altos fueron alcanzados por Ais seguido
por Hid. El proceso de digestion gastrointestinal simulado, Dig, redujo
ligeramente el grado de inhibiciéon enzimatica alcanzado, lo que indicaria que
algunos péptidos bioactivos han sido hidrolizados durante este proceso
transformandose en productos no activos.

En ninguna de las muestras y/o condiciones ensayadas, se logré alcanzar una
inhibicion del 100 % de la actividad enzimatica. Este hecho podria deberse a la
presencia de sustancias que estarian actuando como inhibidores no
competitivos y/o a la existencia simultanea de inhibidores y activadores de la
enzima. La HMGR es una enzima multisustrato, con un mecanismo de accién del
tipo pin-pong (Panda y col., 2011) y sus inhibidores pueden mostrar distintos
tipos de inhibicion dependiendo del sustrato que se considere (HMGR-CoA y
NADPH).
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TABLA 1.5 Porcentajes de inhibicién (%INH) de HMGR del Ais, Hid y Dig a diferentes
concentraciones de proteina expresada en pg/mi.
Ais Hid Dig
Proteina (ug/ml)
10 52 104 7 33 66 10 30 62 90
% INH
5872 63+102 53+12a 55ab 47+13b 43+2ab 45+4ab 24+4abc J2+4c  5+]Qc
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FIGURA II.11 Porcentaje de inhibicion de HMGR del Aislado (Ais), aislado hidrolizado (Hid) y
aislado digerido (Dig). P corresponde al control de inhibicion con Pravastatina. Diferentes letras
sobre las barras indican diferencia significativa (« = 0,05, Tukey).

Bajo las condiciones de ensayo empleadas las muestras de Ais e Hid no

mostraron un comportamiento dosis-respuesta. En el caso del Dig, si bien se

obtuvo una respuesta del porcentaje de inhibiciéon con la concentracion de

muestra, este es contrario al esperado; dado que la inhibicion se incrementa al

reducirse la concentracién de proteina de la muestra.

En el caso de Ais e Hid la falta de un comportamiento dosis-respuesta podria

ser atribuido, tal como se indicé previamente, a la existencia de especies

polipeptidicas, resistentes a la accién de la alcalasa, capaces de inhibir o activar



la HMGR o a la aparicion de péptidos productos de la hidrolisis con estas
caracteristicas. Otra causa probable del efecto encontrado es que el rango de
concentracion de proteina seleccionado para realizar las determinaciones de la
actividad enzimdatica no sea el adecuado y que el mismo deba ser,
probablemente, reducido. Por otro lado, el hecho de haber modificado la
composicion del buffer de reaccién podria incidir en la conformacién y/o
comportamiento del sitio catalitico de la enzima.

Resultados informados por Soares y col. (2015) a partir de hidrolizados de
proteinas de amaranto obtenidos por accion de una mezcla de enzimas (tripsina,
x—-quimioripsina y peptidasas de la mucosa intestinal porcina) mostraron la
existencia de tri y tetrapéptidos, capaces de inhibir la HMGR. El mayor grado de
inhibicion, 55%, fue alcanzado por el hidrolizado, seguido por el péptido VGVI
el cual fue capaz de inhibir en un 50% la accion de la enzima. Para todos los
otros péptidos identificados el porcentaje de inhibicién alcanzado fue inferior
variando entre 39y 11%. Todos estos porcentajes de inhibicion fueron obtenidos
para una concentracion de proteinas de 4 pg/ml. Soares y col., (2015) no
mostraron resultados de inhibicion en funcion de la concentracion de los
hidrolizados o péptidos identificados por lo que no se ha podido verificar si los
mismos exhiben un comportamiento dosis-respuesta.

Los porcentajes de inhibicion alcanzados en nuestro estudio son superiores al
obtenido con el hidrolizado incluido en el trabajo de Soares y col., para una
concentracion proteica 2,5 veces mas alta.

Cabe por ultimo sefalar que practicamente no existen otros antecedentes en
bibliografia relacionados con la potencial accion inhibitoria de proteinas y/o

péptidos de amaranto de la HMGR.

2.4.3 Fraccionamiento del aislado sometido a digestidn

gastrointestinal simulada

Teniendo en cuenta el incremento del % INH observado al reducirse la
concentracion de la muestra se decidié fraccionar con el fin de identificar a las
sustancias responsables de la bioactividad. Para ello se decidié emplear la
cromatografia como paso de purificaciéon de la muestra sometida a digestion
gastrointestinal simulada. Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en
bibliografia de inhibidores peptidicos de la HMGR (ver préxima seccion) se

decidié emplear una cromatografia (FPLC) de interaccion hidrofébica que separa



las especies proteicas de acuerdo a su caracter no polar, sin poder descartar un
efecto del tamafo de las proteinas o péptidos. Las condiciones de corrida se
describieron en Materiales y Métodos (2.3.6.1). El Dig se solubilizé en buffer
Na;HPO,; 50 mM pH 7 NH4SO4 2M y se eluy6 con un gradiente lineal de 0 a 100%
de buffer Na;HPO4 50 mM. Se realizaron varias corridas sucesivas obteniéndose
cromatogramas superpuestos al que se muestra en la FIGURA 11.12.

El eluido de la columna fue colectado en 7 fracciones de acuerdo a los picos
observados en los cromatogramas. Las fracciones | y Il corresponden a
componentes de mayor caracter hidrofilico. Las fracciones lll, 1V, V, VI y Vi

presentan hidrofobicidad creciente en el mismo sentido de su numeracion.
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FIGURA II.12 Cromatografia de interaccion hidrofébica FPLC (columna Alkyl Superose, GE
Healcare) del aislado sometido a digestidon gastrointestinal simulada (Dig) en buffer Na2HPO4
50 mM pH 7). En linea punteada se indica el gradiente de NH4SO4 de 2 a OM.

A cada fraccion colectada se le analizé su potencial accién inhibidora de la
HMGR. Como las fracciones eluidas contienen cantidades variables de NH4SO4
primero se estudio la actividad de la HMGR remplazando el volumen de muestra
empleado en los ensayos por soluciones de NH4SOs 1, 1,5 y 2 M en buffer
Na;HPO,; 50 mM pH 7. Dado que la concentracion final de NH4SO4 en las mezclas
motivo de estudio es 0,1-0,2 M, las mismas se encuentran comprendidas en el
rango de no precipitacion por agregado de sal (Wingfield, 2001), conservandose

la actividad de la HMGR en estas condiciones.
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Seguidamente se estudio la potencial actividad inhibitoria de todas las fracciones
colectadas, no encontrandose inhibicion de la actividad enzimatica.

La ausencia de actividad podria deberse a una baja concentracién de péptidos
bioactivos en las fracciones cromatograficas obtenidas, a pesar de haberse
colectado las fracciones correspondientes a mas de una corrida; concentracién

inferior a la presente en el digerido sin fraccionar.
2.4.4 Bibliotecas de inhibidores de HMGR

Con el objetivo de encontrar inhibidores de la HMGR en la fraccién proteica de
amaranto se realizé una busqueda bibliografica exhaustiva de inhibidores de
esta enzima, de secuencias conocidas. Como resultado de esta busqueda se
encontraron antecedentes s6lo para soja y mas recientemente en amaranto.

En hidrolizados de aislados proteicos de soja fueron identificados tres péptidos
con actividad inhibitoria de la HMGR: LPYP, LPYPR e SLYPR provenientes de la
globulina 7S de soja (glicinina). Pak y col. (2008; 2012; 2005; 2007). Estos
autores demostraron que el acido glutamico, aminoacido E, era un residuo
reconocido por el bolsillo de unién de la enzima a HMG-CoA. Sin embargo, no
encontraron, mediante estudios con dicroismo circular, patrones relacionados
con una conformacién a nivel de estructura secundaria de los péptidos IAVE,
IVAE, YAVE y YVAE (Pak y col., 2006). Si lograron hallar una conformacioén de
giro en el extremo N-terminal de otra serie de péptidos tales como FFYVAE,
FPYVAE y FGYVAE. Todos estos péptidos fueron capaces de inhibir a la HMGR de
manera competitiva (Park y col., 2008). Este tipo de estructura se encontraria
favorecida por la presencia de residuos de prolina. Finalmente, estos autores,
haciendo uso de diferentes estrategias como: la superposicion de las estructuras
de los tetrapéptidos con las correspondientes a las estatinas en los complejos
HGMR-estatina (PDB 1HWS8 (compactina), 1THW9 (simvastatina), THWI
(fluvastatina), THWJ (cerivastatina) y THWL (rosuvastatina)); el analisis de
componentes principales (PCA) y el estudio mediante dinamica molecular del
comportamiento conformacional del modelo ciclico del hexapéptido de glicina,
lograron demostraron la importancia de la conformacién tipo giro B en la
estructura de los PB inhibidores de la enzima en estudio y arribaron al disefio de
un nuevo inhibidor muy potente, el SFGYVAE (K; estimada 12 + 0,4 nM) (Pak y
col.,, 2012). En base a estos conocimientos estos autores construyeron una
biblioteca sintética de péptidos (TABLA 11.6).
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Tabla 11.6 Biblioteca de inhibidores peptidicos derivada de los trabajos de Pak y col. (2008a; 2008Db,
2012) Los residuos se representan en colores de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas:
Residuos acidos (verde): D, E; basicos (celeste): R, H y K; hidrofébicos (rojo): I,V,F,Y,W, P.

Péptido IC50 (uM) Homo sapiens IC50 (UM) Rattus norvegicus

AFGYVAE 0,49 =
DFGYVAE 0,16 -
EFGYVAE 0,24 =
FFGYVAE 0,32 -
FFYVAE 2,5 =
FGYVAE 0,4 -
FPYVAE 1,4 =
FVAE - 43,8
GFGYVAE 0,27
GFPDGG - 1,5
GFPEGG = 1,7
GFPTGG - 16,9
GLPDGG = 22,3
GLPEGG - 27,2
GLPTGG = 19,4
IAVE 52 75,2
IAVP 97
IAVPGEVA 201 152
IAVPTGVA 152
IFGYVAE 0,35
IVAE 75 44,1
LFGYVAE 0,37
LPYP = 484
PFGYVAE 0,43 -
SFGYVAE 0,033 =
TFGYVAE 0,26 -
VFGYVAE 0,45 =
YAVE 44 52,6
YVAE 41 41,8

Cabe senalar, que todas las secuencias identificadas contienen una proporcién
importante de aminoacidos hidroféobicos, caracteristica bastante comun en
péptidos que presentan diferentes actividades bioldgicas, por ejemplo, actividad
antihipertensiva debida a la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina.

Soares y col. (2015), como se mencion6 oportunamente, estudiaron la capacidad
de inhibicion de HMGR de hidrolizados de proteinas de amaranto e identificaron
tri y tetrapéptidos activos. Las secuencias identificadas se detallan en la
TABLA I1.6. Estos autores indican que dado que los péptidos bioactivos

identificados no tienen una relacion estructural con las estatinas los mismos
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pueden representar una clase nueva de inhibidores de la HMGR y podrian
interactuar directamente con la enzima bloqueando asi el camino del
mevalonato.

Por su parte, Li y col., (2015), empleando una biblioteca de Phago Display,
identificaron 12 dodecapétidos capaces de inhibir la HMGR. Para evaluar la
afinidad de union de los péptidos con la enzima realizaron un analisis de
docking empleando la estructura PDB THWK y considerando las particularidades
del sitio activo de HMGR, en el que participan residuos de la subunidad Ay
subunidad B de HMGR, e incluyendo todos los residuos criticos informados
previamente por Istvan (2001b). Dado que el tamafo de los dodecapéptidos era
demasiado largo para encajar en el sitio activo de la enzima, para facilitar el
proceso de docking estos autores dividieron cada secuencia en dos
hexapéptidos. Los resultados obtenidos mostraron que el caracter del entorno
del sitio de unidon es principalmente hidréfilico y que las interacciones
hidrofobicas entre el péptido y HMGR pueden ser insignificantes. Basandose en
estos resultados disefiaron cuatro hexapéptidos y seis tetrapéptidos los cuales
sintetizaron (TABLA 1I.7). La evaluacién de estos péptidos reveld6 grandes
discrepancias entre las puntuaciones scoring de los analisis de docking y las
capacidades de inhibicion de la HMGR determinada experimentalmente.

Los inhibidores peptidicos descriptos hasta el momento actian como

inhibidores competitivos al HMG-CoA, al igual que las estatinas.

Tabla II.7 Porcentajes de inhibicidn (% INH) de HMGR de péptidos. Los residuos se representan en
colores de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas: residuos hidrofébicos (rojo); cargados
positivamente (celeste); cargados negativamente (verde).

Secuencia % IHN concentracién de proteinas/péptido Autores
TPMASD ~60 100 pM e
HFKW ~60 100 uM ! zg]c;’ .
PMAS ~70 100 uM
GGV be 39 17 uM
IVG be 37 14 uM
LVG abe 19 14 uM Soares y
VGVI ab 11 10 uM col.,, 2015
VGVL «d 50 10 uM

Hidrolizado de amaranto < 55 4 ug/ml
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2.4.5 ldentificacion de péptidos inhibidores de HMGR en secuencias de

amaranto

El aislado proteico de amaranto esta constituido principalmente por proteinas
correspondientes a la fraccion globulina, particularmente globulina 11S y en
menor proporcién 7S. Con el objetivo de identificar por métodos secuenciales y
estructurales secuencias aminoacidicas encriptadas en las proteinas de
amaranto que coincidan con las correspondientes a los inhibidores antes
descriptos (TABLA I1.6) se realizé, en principio, una busqueda de las secuencias
de las proteinas de amaranto.

Hasta el presente se han identificado 825 secuencias perteneciente a la division
Angiospermae, orden Centrospermae, clase Dicotyledonae, familia
Amanthaceae, distribuidas en 49 especies del género Amaranthus,
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/protein, junio 2016).

Estas secuencias pueden ser agrupadas en 177 clusters de 90% de identidad
(http://weizhonglab.ucsd.edu/cd hit/). De las 49 especies correspondientes al
género Amaranthus, de acuerdo a la informacién existente hasta el presente,
solo 4 son comestibles (Amaranthus caudatus, cruentus, hypochondriacus y
mantegazzianus).

Particularmente en la especie Amaranthus hypochondriacus encontramos 148
secuencias agrupables en 105 clusters con 90% de identidad de las cuales 69
fueron identificadas en cloroplastos correspondientes a semillas germinadas,
estadio posterior al de nuestro interés. Por esta razén nos quedamos con 36
secuencias representativas de cada grupo (TABLA 11.8).

Del contenido de esta Tabla nos resultan de particular interés para realizar las
busquedas secuenciales la globulina 11S (CAA57633.1) y la lectina o aglutinina
(AAD33922.1) En la FIGURA 11.13 se presentan las secuencias correspondientes
a estas dos proteinas en amaranto.

Dado que en la busqueda secuencial realizada no se encontré ocurrencia de las
secuencias de inhibidores de HMGR conocidos (TABLA I1.7), encriptadas en las
proteinas seleccionadas (globulina 11S y lectina de amaranto), nos planteamos
disefar otra estrategia para identificar secuencias peptidicas potencialmente

activas.
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Tabla 1.8 Proteinas secuenciadas en la especie Amaranthus hypocondriacus.

ACCESSION Descripcion
1QFD Cadena A, Estructure en solucidn de inhibidor de Alfa-Amilasa (Aai)
AAB58165.1 Betaina aldehido deshidrogenasa
AAD33922.1 Aglutinina
AAD34639.1 Precursor proteico antimicrobiano
AAD37438.1 Precursor de la subunidad pequefa de la ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa
AAM43922.1 Poliamina oxidasa
AAV37459.1 Prosistemina
ABG89856.1 Cistatina
ABS72164.1 Acetolactato sintasa
ABS72165.1 Protoporfirinégeno oxidasa mitocondrial
ADH59419.1 Cobre/zinc superéxido dismutase citosoélica
ADM35971.1 RING zinc finger protein
ADO15315.1 C4 Fotosintética fosfenolpiruvato
ADO15316.1 Precursor de la subunidad alfa de la enzima malica NAD dependiente
ADZ48644.1 4,5-DOPA extradiol dioxigenasa
AEH84413.1 Piruvato ortofosfato di quiinasa
AFS17278.1 Sucrosa sintasa Il
AFS17281.1 Invertasa neutra/alcalina, parcial
AFS17283.1 ADP glucosa pirofosforilasa, parcial
AHI59253.1 Proteina de tipo 4 similar a la superfamilia transmembrana 9 putativa
AHI59309.1 Box DEAE de la RNA helicasa ATP-dependiente, parcial
AHI59366.1 Substilisina putativa, parcial
AHI59422.1 Glutaredoxina putativa-como proteina, parcial
AHV78224.1 4,5-DOPA dioxigenasa proteina similar al extradiol
AHV78225.1 Glucosil Itransfera |
AHV78226.1 cyclo-DOPA 5-0-glucoslitransferasl
AHV78227.1 CYP76, parcial
AKO71445.1 Ah24
BAJ09328.1 Amidén Sintasa
BAR73034.1 Enzima desramificante de almidén
CAA52749.1 Proteina de unién a la clorofila a/b, parcial
CAA52750.1 Proteina de unién a la clorofila a/b
CAA57633.1 Globulina 11S. Proteina de almacenamiento de semillas
CAB61327.1 Inhibidor de tripsina, parcial
P83167.1 Proteina no-especifica de transferencia de lipidos 1
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A

CAA57633.

CAA57633.

CAA57633.

CAA57633.

CAA57633.

CAA57633.

CAA57633.

AAD33922.

AAD33922.

AAD33922.

AAD33922.

* 20 * 40 * 60 * 80
STHASGFFFFHPTKMAKSTNYFLISCLLFVLENGCMGEGRFREFQQOGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQE

* 100 * 120 * 140 * 160
FRCAGVSVIRRTIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGNGITGMMIPGCPETYESGSQQFQGGEDERIREQGSRKFGMRGDRE

* 180 * 200 * 220 * 240
ODQHQKIRHLREGDIFAMPAGVSHWAYNNGDQPLVAVILIDTANHANQLDKNFPTREYLAGKPQOEHSGEHQFSRESRRG

* 260 * 280 * 300 * 320
ERNTGNIFRGFETRLLAESFGVSEEIAQKLQAEQDDRGNIVRVQEGLHVIKPPSRAWEEREQGSRGSRYLPNGVEETICS

* 340 * 360 * 380 * 400
ARLAVNVDDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPILRHLRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLNAHNIMYCVRGRGRIQIVNDQG

* 420 * 440 * 460 * 480
QSVFDEELSRGQLVVVPONFAIVKQAFEDGFEWVSFKTSENAMFQSLAGRTSAIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKEFNR

* 500
PETTLFRSSGQGEYRRKISIA : 501

* 20 * 40 * 60 * 80
MAGLPVIMCLKSNNNQKYLRYQSDNIQQYGLLQFSADKILDPLAQFEVEPSKTYDGLVHIKSRYTNKYLVRWSPNHYWIT

* 100 * 120 * 140 * 160
ASANEPDENKSNWACTLFKPLYVEEGNMKKVRLLHVQLGHYTENYTVGGSFVSYLFAESSQIDTGSKDVFHVIDWKSIFEFQ

* 180 * 200 * 220 * 240
FPKTYVTFKGNNGKYLGVITINQLPCLQFGYDNLNDPKVAHQMFVTSNGTICIKSNYMNKFWRLSTDNWILVDGNDPRET

* 260 * 280 * 300
NEAAALFRSDVHDENVISLLNMQOKTWFIKRFTSGKPEFINCMNAATQIVDETAILEITIELGSNN : 304

80
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240

320

400

480

80
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240

Figura 1l.13: Secuencias de las proteinas globulina 11S (CAA57633.1) (A) y aglutinina

(AAD33922.1) (B) de Amaranthus hypochondriacus

Teniendo en cuenta lo discutido previamente se buscara completar el presente

trabajo, en ensayos posteriores, mediante una aproximacion integral que tenga

en consideraciéon las caracteristicas de los inhibidores peptidicos

identificados.
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2.4 CONCLUSIONES CAPITULO 2

La actividad hipocolesterolémica de péptidos bioactivos puede ser debida, entre
otras alternativas, a la inhibicion de la HMGR, enzima reguladora de la via del
mevalonato. La evaluacion de la actividad de esta enzima, de acuerdo a la
informacién contenida en fuentes bibliograficas, puede llevarse a cabo de
diferentes formas: (i) midiendo la actividad de la HMGR directamente en
preparados de higado de raton; (ii) empleando un homogenado de Escherichia
coli trasformada con el plasmido codificante del dominio catalitico de la HMGR
de hamster (Frimpong y col., 1993; Pak y col., 2005) y/o humano (Lin y col.,
2015); (iii) utilizando el dominio catalitico purificado correspondiente a la
enzima humana (Sigma-Aldrich) (Soares y col., 2015).

En el presente trabajo de tesis, se optd por la ultima opcidén haciendo uso de un
kit comercial provisto por Sigma-Aldrich. Esta metodologia presentd una serie
de inconvenientes los cuales tuvieron que ser superados, particularmente
aquellos asociados a la existencia de proteinas no declaradas en el buffer a
utilizar en la reaccién. Una vez logrado esto, los resultados obtenidos mostraron
que las muestras de Ais e Hid eran capaces de inhibir la HMGR, al igual que la
muestra de Dig, aunque en una menor proporcion. Estos resultados llevan a
pensar que en el Ais se encuentran especies proteicas o polipéptidos que logran
reducir la actividad enzimatica, actividad que no es incrementada por efecto de
la hidrolisis exégena ni del proceso de digestion gastrointestinal simulada
aunque el tamano molecular de especies presentes se reduce drasticamente. Por
lo tanto, las reacciones de hidrélisis deben estar generando péptidos con
actividad inhibitoria de la enzima, para compensar la pérdida de actividad que
podria estar asociada a proteinas y/o polipéptidos de mayor tamano. El hecho

qgue la actividad inhibitoria de la enzima no sea funcién de la concentracion de
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muestra, falta de un comportamiento dosis-respuesta, nos induce a pensar en
la existencia simultadnea en las muestras de activadores e inhibidores. Los
primeros estarian en baja cantidad en la muestra de Ais y en mayor contenido
en Dig, siendo a su vez su afinidad a la enzima superior a la de los inhibidores
y su sitio de union diferente. Estas hipoétesis deben ser comprobadas en un
futuro préximo.

En necesario también tener en consideracion que el ensayo utilizado en este
trabajo hace uso solo del dominio catalitico de la enzima y que este pudo haber
sufrido cambios conformacionales cuando se reemplazé el buffer del Kit por
otro carente de proteina cuya funcion mas probable es estabilizar la enzima, por
ende, la respuesta de esta pudo ser diferentes frente a potenciales inhibidores
o activadores de su funcion o presencia de diferente cantidad de proteina. Esto
también debera ser comprobado mediante el empleo de otras metodologias de
la actividad de la HMGR.

Cabe por ultimo sefalar que los resultados de inhibicion obtenidos puedan ser
fruto de una accidn inespecifica, sin embargo, llama la atencién que sean del
mismo orden de los obtenidos por Soares y col. (2015) con la misma matriz
proteica. Por otra parte, resulta llamativo que estos autores no hayan informado
una relacion entre la dosis de los péptidos identificados y la respuesta de la
inhibicién.

Los péptidos de amaranto, como indico Soares y col. (2015) podrian
eventualmente constituir una clase de inhibidores de la HMGR diferentes del de
las estatinas.

El uso de herramientas bioinformaticas tampoco arrojé mayor claridad a la
problematica que enfrentamos dado que la busqueda secuencial realizada
mostro la inexistencia de secuencia de péptidos identificados como inhibidores
de la HMGR en la estructura primaria de globulina 11S y lectina, Unicas
secuencias conocidas entre las proteinas de almacenamiento de amaranto.
Nuevamente aqui la falta de informacion es un factor limitante para la busqueda
debiéndose emplear otra estrategia para lograr identificar secuencias peptidicas
potencialmente activas.

Finalmente cabe destacar que la HMGR es una enzima regulada a diferentes
niveles: de transcripcién, traduccion, modificaciones postraduccionales y
degradacién y ademas es estructuralmente compleja. Debemos recordar que la
misma esta constituida por una sola cadena polipéptidica con tres dominios:

uno transmembrana en el extremo N-terminal, uno catalitico en el extremo
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C-termina y un dominio intermedio de union. La porcién catalitica en humanos
de la HMGR humana forma tetrameros constituidos también por tres dominios,
L, S y N donde se ubican el sitio de unién al sustrato, el sitio de uniéon para
NADPH y la porcion de union de la porcion catalitica al dominio transmembrana,
respectivamente. Ademas, se encuentra presente un bucle que contiene un
cis-péptido esencial en la formacion del sitio activo.

Resulta evidente que los potenciales péptidos inhibidores de la accién de la
HMGR podrian en principio actuar sobre distintos sitios de la molécula, ya sea el
sitio activo o el sitio de uniéon de NADPH, etc. En el caso de mezclas como las
muestras de Ais, Hid y Dig diferentes péptidos podrian actuar a través de
diferentes mecanismos. Hasta el presente, como se indicé previamente, solo se

han descrito inhibidores de tipo competitivo con el sustrato.
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3.1 INTRODUCCION

Las proteinas de almacenamiento de semillas de amaranto, tal como se indicara
previamente (INTRODUCCION, Seccién 1Il.3), contienen secuencias peptidicas
encriptadas que exhiben diferentes actividades bioldgicas. Nuestro grupo de
trabajo se encuentra estudiando las siguientes actividades: antihipertensiva,
inmunomoduladora, hipocolesterolémica, antitrombodtica y antioxidante. Para
ello se emplean técnicas /n vitro e in vivo haciendo uso de diferentes sistemas
animal modelo. En el caso del estudio de la actividad antihipertensiva, hemos
ademas realizado estudios /n silico los cuales nos han permitido identificar dos
tetrapéptidos, ALEP y VIKP, encriptados en la globulina 11S de amaranto que
actuan como inhibidores competitivos de la enzima Convertidora de
Angiotensina, ACE, tal como demostraramos haciendo uso de docking ligando-
proteina (Vecchi y Afién, 2009). Este fue el primer trabajo en el que se utiliz6 el
docking de péptidos para encontrar inhibidores de ACE a partir de una fuente
proteica alimentaria. Como hemos visto previamente (Introducciéon General,
Seccion 1.4) la aproximacion /n silico es una herramienta muy util y poderosa
para complementar, ayudar en el disefio de estrategias y/o corroborar los
ensayos /n vitro e in vivo. Por esta razon se decidid en principio consolidar este
tipo de estudios en el seno del grupo de trabajo: formar recursos humanos
especializados en el marco de este trabajo de Tesis Doctoral y por otro lado
complementar estudios en curso haciendo uso de estas herramientas. En
particular se utilizé herramientas bioinformaticas en el analisis de las actividades
antitrombotica y antioxidante; el estudio experimental correspondiente fue
llevado a cabo por las Lic. Ana Clara Sabbione y Lic. Maria Cecilia Orsini Delgado

en sus respectivas Tesis Doctorales.
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A continuacién, se hara una breve introduccion de las dos actividades biolégicas
seleccionadas y con posterioridad la descripcién de los estudios llevados a cabo

haciendo uso de herramientas bioinformaticas.

3.1.1 Actividad Antitrombodtica

La trombosis es la obstruccion local del flujo de sangre en algun vaso sanguineo
arterial o venoso debido a la formacién de un trombo, coagulo que se forma en
el lugar y tiempo equivocado. Actualmente la trombosis se considera una
enfermedad multicausal resultante del efecto de factores genéticos y adquiridos
gue interactuan entre si (Lensing y col., 1999).

Durante el funcionamiento adecuado de los mecanismos de hemostasis la
formacién de un trombo/coagulo es desencadenada por una lesion en la pared
de un vaso sanguineo. En una primera etapa se produce la adhesién plaquetaria
en la zona lesionada formandose un agregado plaquetario. En una segunda
etapa se forma una red de fibrina que atrapa los elementos sanguineos en su

interior para dar lugar a la formacién del trombo (FIGURA 111.1).

VIA COMUN
Factor X
Complejo — ¥ \ Factor X
factor VIl-factor tisular FactorV Complejo activador
Prototrombinasa

Ca*?

Factor VIl =7 Factor VIII, IX

PROTROMBINA = TROMBINA
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Ca+? FIBRINA €@ FIBRINOGENO
‘/ Ca+2
Factor VIII
-/
Eactor ~ N Factor de
tisular TN Plaquetas
Factor Il N PF-3
AN //\
Tromboplastina _:f_%;\/.;\:\ /
: £ Proenzimas
activadas
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=

FIGURA lll.1 Esquema condensado representando la cascada de la coagulacion.
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Una falla en la regulacion de los mecanismos de coagulacion origina la formacion
de trombos patoldgicos debido a la precipitacion y adhesiéon de los elementos
celulares que componen la sangre. Dependiendo del tipo de vaso sanguineo
ocluido y la duracion de este fendmeno se pueden producir diferentes dafios
(Cruz-Gonzalez y col., 2008).

Los tratamientos antitrombodticos existentes se basan en impedir la formacién o
crecimiento del trombo y facilitar la disolucion de coagulos ya existentes. Los
agentes antitromboticos se clasifican en antiplaquetarios, anticoagulantes y
fibrinoliticos, segun su mecanismo de accién. Los dos primeros actuan
impidiendo la formacion de coagulos en la sangre; mientras que los agentes
fibrinoliticos se emplean para disolver coagulos ya existentes.

La prevencion de enfermedades arteriales trombdticas es prioritaria en una gran
cantidad de paises desarrollados. Estudios epidemiologicos han demostrado que
una dieta inadecuada constituye un importante factor de riesgo para los eventos
tromboticos. Por otro lado, dietas ricas en frutas y verduras han mostrado que
tienen el potencial de prevenir estas enfermedades (Bazzano y col., 2002;
Gillman y col., 1995). En los ultimos anos se han informado efectos
antitromboticos de extractos alcohélicos de distintas variedades de tomate,
ajos, cebollas y proteinas de soja (Corzo-Martinez y col., 2007; Gibbs y col.,
2004; Yamada y col., 2004)

3.1.2 Actividad Antioxidante

En los organismos aerobios el oxigeno representa la fuerza motriz para el
mantenimiento de su metabolismo y su viabilidad celular, sin embargo,
representa en si un peligro potencial debido a su capacidad de formacion de
intermediarios parcialmente reducidos y dotados de una alta reactividad,
conocidas como especies de oxigeno reactivas (ROS). Estas especies pueden ser
radicalarias, es decir especies moleculares activadas con un electrén en un nivel
energético mayor y, en cuyo caso, poseen una reactividad alta e indiscriminada.
En sistemas bioldgicos las ROS pueden tener origen tanto endégeno como
exdgeno. Por ejemplo, ademas de ser intermediarios en la cadena respiratoria,
el organismo también utiliza a los radicales libres como mecanismo de defensa
para la destruccidon de bacterias y patdégenos invasores. El estrés oxidativo es
causado por un desbalance entre la produccion de ROS y la capacidad de

detoxificacion del organismo.
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Frente a esta situacién el organismo humano responde con sistemas de defensa
antioxidante, pero en determinadas ocasiones puede ser insuficiente,
desencadenando diferentes procesos fisiolégicos y fisiopatologicos. El estrés
oxidativo se asocia al proceso de envejecimiento celular y diversas
enfermedades como enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades
degenerativas del sistema nervioso como Parkinson y de Alzheimer (Halliwell,
2001).

Los mecanismos de defensa contra los radicales libres pueden ser enzimaticos
0 no enzimaticos. En el primer grupo se encuentran las enzimas como la
superoxido dismutasa, la catalasa y la glutatién peroxidada entre otras. Todas
ellas son dependientes de oligoelementos (selenio, cobre, manganeso y zinc).
Como sistemas no enzimaticos las células cuentan con sustancias “scavenger”,
gue son sustancias capaces de captar radicales libres. En este grupo se incluyen
los carotenoides, las vitaminas C y E, entre otros. Los mecanismos se
complementan ya que actuan sobre distintos oxidantes o en diferentes
compartimentos celulares.

Las ROS pueden producir diversos efectos sobre moléculas bioldgicas pudiendo
causar dafo celular. Por ejemplo las ROS pueden actuar oxidando lipidos de las
membranas bioldgicas, sobre proteinas provocando su desnaturalizacién y
consecuente pérdida de actividad en el caso de enzimas; y sobre los acidos
nucleicos modificando bases y produciendo mutagénesis y carcinogénesis
(Pihlanto, 2006)

Los antioxidantes son un grupo de sustancias estructuralmente complejas que
se agrupan de acuerdo a sus mecanismos de accion. Existen evidencias de que
el consumo de antioxidantes en la dieta puede tener efectos positivos
adicionales en la disminucién del estrés oxidativo que se suman a las defensas
propias del organismo (Fang y col., 2002). Entre los antioxidantes mas
conocidos y estudiados de la dieta se encuentran las vitaminas, como la vitamina
C vy E, los carotenoides, los polifenoles y los flavonoides. Los acidos fendlicos y
flavonoides son antioxidantes muy eficientes debido a la presencia en su
estructura de anillos aromaticos con grupos hidroxilos que son capaces de
estabilizar el electrén desapareado de los radicales libres. Ademas, los
flavonoides pueden prevenir la auto-oxidacion de lipidos insaturados debido a
su capacidad de formar complejos con el ién clprico, que actia como

catalizador en este proceso.
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Recientemente han sido aislados péptidos con capacidad antioxidante
proveniente de proteinas alimentarias de diversas fuentes como las caseinas de
la leche, proteinas de trigo, huevo y soja, entre otras (Chen y col., 1998; Gibbs
y col., 2004; Hernandez-Ledesma y col., 2005;Pefia-Ramos y col., 2004). La
actividad se ha asociado con la presencia de ciertos aminoacidos en la secuencia.
La histidina parece ser el aminoacido mas relevante en esta actividad debido a
la presencia del grupo imidazol en su estructura, y la hidrofobicidad de los
péptidos también parece ser un factor importante en esta actividad ya que
incrementa su accesibilidad hacia sitios hidrofébicos donde, por ejemplo, ocurre
la peroxidacion lipidica (Chen y col. 1998). También se ha demostrado que
varios aminoacidos por si mismos pueden actuar como antioxidantes, entre ellos

tirosina, triptéfano, metionina y lisina (Chen y col., 1996).
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3.2 APLICACION DE TECNICAS
BIOINFORMATICAS AL ESTUDIO DE
LA ACTIVIDAD ANTITROMBOTICA

3.2.1 Obtencion de la fraccidon activa

Esta fraccion fue obtenida por la Dra. Sabbione durante el desarrollo de su Tesis
Doctoral. Para ello se prepard un aislado proteico a partir de harina desgrasada
obtenida de semillas de Amaranthus hypochondriacus (UNRC, Cordoba,
Argentina) mediante extraccidon a pH 9 y precipitacién isoeléctrica a pH 5 como
fue descripto anteriormente. El aislado se sometié a un proceso de digestidn
gastrointestinal simulada; inicialmente fue tratado con pepsina (0,1g pepsina/g
proteina en 0,1N HCl y 0,03M NaCl, pH 2) a 37°C durante 1 h, y luego con
pancreatina (0,1g pancreatina/g proteina en 0,1M NaHCOs, pH 6) en iguales
condiciones. Las muestras se caracterizaron mediante la determinacion de la
concentracion proteica (Kjeldahl), del grado de hidrdlisis (OPA) y de la
composicion polipeptidica por electroforesis Tricina-SDS-PAGE con y sin agente
reductor. Empleando el método de las microplacas se determind la actividad
antitrombotica /n vitro del aislado y del digerido. Este método descripto por Yang
y col. (2007), modificado por Zhang y col. (2008), se basa en la deteccion de la
formacién del coagulo, una vez que la trombina convierte el fibrindgeno en
fibrina, mediante la medida de la absorbancia a 405 nm (Sabbione, 2015). Los
resultados obtenidos muestran que en las proteinas de amaranto se encuentran

péptidos con actividad antitrombética que se liberan una vez que la proteina es
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sometida a la digestion gastrointestinal simulada (Digerido: 68,4+0,8 g
proteina/g hidrolizado y GH% 51,1+3,8). Los resultados alcanzados por la Dra.
Sabbione muestran que el aislado proteico (82,4+1,6 g proteina/g aislado) no
fue capaz de inhibir la coagulacién sanguinea a las concentraciones estudiadas,
mientras que el digerido presentd una curva de inhibicion del tipo dosis-
respuesta que permitié calcular un ICso de 0,23+0,02 mg/ml. Mediante FPLC de
exclusion molecular se logré separar, a partir del digerido, una fraccién activa
(FA) con comportamiento dosis-dependiente cuyo ICso fue 0,07+0,01 mg/ml.

En experimentos posteriores la Dra. Sabbione estudié, haciendo uso de un
ensayo /n vitro, la capacidad de absorcion de los péptidos a través del epitelio
intestinal. Para ello se utilizaron monocapas de células Caco 2-TC7 en filtros
semipermeables [lamados insertos (FIGURA Ill.2). La fraccién peptidica activa fue
incubada con células de epitelio intestinal y posteriormente se analizaron
mediante HPLC en fase reversa distintas alicuotas correspondientes a las
camaras apical y basolateral. Esta metodologia permite conocer los péptidos
presentes en dichos compartimentos y con posterioridad las secuencias de los

péptidos que atravesaron la monocapa celular (Sabbione, 2015).

Pocillo

Inserto

Camara apical

Péptidos presentes
en la muestra

e \_( -
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FIGURA Iil.2 Diagrama del montaje utilizado para las mediciones de la actividad transportadora
de la monocapa de células Caco 2-TC7 (Sabbione, 2015).

3.2.2 Identificacién de péptidos presentes en la fracciéon activay en
la camara basolateral

Las muestras FA y CB fueron enviadas al INRA (Unité BIA-Plateforme
Biopolyméres Biologie Structurale, Nantes, Francia) para ser analizadas por
espectrometria de masas MALDI-TOF, con el objetivo de estudiar la complejidad
de las mismas y determinar los pesos moleculares de las especies presentes en
cada una de ellas (FIGURA IIl.3).
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FIGURA lil.3 Espectro de masas MALDI-TOF de la fraccién activa.

En esta figura se puede apreciar que una gran cantidad de masas presentaron
pesos moleculares inferiores a los 4000 Da, razéon por la cual se procedié a
analizar los péptidos presentes por nano-cromatografia liquida acoplada a
detectores de masa en tandem (LC-MS/MS) y asi poder obtener los datos de las
secuencias. Al comparar los resultados del MALDI-TOF con los del LC-MS/MS se
encontrd un gran nimero de picos que no pudieron ser identificados. De hecho,
de todas las especies halladas, solamente tres, correspondientes a los picos
marcados con el asterisco rojo en la FIGURA IIl.3, pudieron identificarse. Otras
masas significativas (ejemplo 1964,86 o 1752,65) fueron detectadas por LC-
MS/MS pero no lograron identificarse haciendo uso de la base de datos utilizada
en el analisis de datos. La imposibilidad de identificacién de estos picos se debe
a que pocas proteinas de amaranto se encuentran secuenciadas. Cabe remarcar
que algunas proteinas de importancia dentro de la taxonomia Amaranthus,
como por ejemplo la globulina 7S, una de las proteinas de reserva mayoritarias
en las semillas, aun no ha sido secuenciada; es de esperarse que péptidos
presentes en la FA y por lo tanto presentes en la cdAmara basolateral del inserto
provengan de esta proteina.

Teniendo en cuenta estos datos se realizé una secuenciacion de novo de los

picos correspondientes a las masas moleculares que no se identificaron. Sin
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embargo, debido a la complejidad de la muestra este analisis no permitio
alcanzar resultados confiables.

La FA resulté compleja en cuanto a su composicion polipeptidca. Se identificaron
en ella 57 secuencias de 10 proteinas del genero Amaranthus. Dado que la
fraccion activa en estudio, FA, proviene de un aislado proteico de amaranto y
siendo que el aislado proteico se compone principalmente de las proteinas de
reserva, se decidié seleccionar para los posteriores analisis las secuencias
encontradas dentro de estas proteinas. La mayor cantidad de péptidos
detectados en la fraccion activa pertenecen a la globulina 11S (CAA57633.1)y a
la aglutinina (AAD33922.1) (Tabla II.1).

TABLAIIl.1NUmero de secuencias y familias en las cuales se agruparon las secuencias identificadas
por LC-MS/MS acoplado a MALDI-TOF en la fraccién activa (FA) y el contenido de la camara
basolateral (CB). Se utilizé el programa MASCOT 2.2 contra la base de datos Uniprot restringido al
género Amaranthus.

FA CB
Secuencias . secuencias .
. . o familias | . o familias

Proteina a la que pertenece identificadas identificadas
Globulina 11S (A. Aypochondriacus) 32 9 2 2
Aglutinina (A. caudatus) 11 6 2 2
Alérgeno del polen (A. retroflexus) 8 5 - -
Cistaina (A. hypochondriacus) 2 2 - -
Enzima malica dependiente de NAD 5 5 . .
(A. hypochondriacus)
Betaina (aldehido deshidrogenasa) | .
(A. hypochondriacus)
NADH deshidrogenasa (A. blitoides) 1 1 - -
ATP sintetasa - - 2 2
Inhibidor de tripsina - - 1 1
Almidén sintasa - - 1 1

Los péptidos pertenecientes a una misma proteina, fueron agrupados en
familias, que corresponden a secuencias pertenecientes a una misma region de
la secuencia de la proteina madre. De esta forma se identificaron 9 familias de
péptidos provenientes de la globulina 11S y 6 familias correspondientes a la
lectina (aglutinina) de amaranto para la FAy, 2 y 2 para CB respectivamente. Las
secuencias identificadas corresponden al 24 % de la secuenciadela11Syal 21 %
de la secuencia de la aglutinina (FIGURAS 111.4 Y IIL.5).
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Figura lll.4. Secuencia de la globulina 11S de Amaranthus hypochondriacus (CAA57633.1).En
azul se encuentran marcadas las familias de péptidos identificadas en la fraccion activa;
subrayadas en negro se encuentran marcadas las familias de péptidos identificadas en la camara
basolateral. En negro se marca el sitio de corte que da origen a los polipéptidos acido y basico.
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Figura lll.5 Secuencia de la lectina de Amaranthus caudatus (AAD33922.1). En gris se encuentran
marcadas las familias de péptidos identificadas en la fraccion activa. Subrayadas en negro se
encuentran marcadas las familias de péptidos identificadas en la camara basolateral.

Con estos resultados se trabajé entonces en la identificacion de las secuencias
candidatas a ser las responsables de la bioactividad para su posterior sintesis.
Se analiz6 la composicion aminoacidica de los péptidos identificados
comparandola con péptidos antitrombodticos identificados y disponibles en
bases de datos, y secuencias de los sustratos fisioldgicos de la enzima trombina.
Las secuencias identificadas fueron entonces comparadas con secuencias de
péptidos con actividad antitrombodtica derivados de proteinas alimentarias
tomando como referencia la base de datos BIOPEP (Minkiewicz y col., 2010), en
la que, en mayo de 2014, se encontraron registrados 56 péptidos
antitromboticos. Ninguno de ellos presentd coincidencias con las secuencias
encontradas en la fraccion activa. Por esta razon se decididé emplear otros
criterios que nos permitieran seleccionar aquellas secuencias que se sintetizaran
para realizar posteriores estudios.

Teniendo en cuenta que el ensayo empleado para la determinacién de la
actividad antitrombatica se basa en la inhibicion de la enzima trombina se opt6
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por consensuar criterios para la seleccion de péptidos en base a las interacciones
entre péptidos y la enzima trombina.

La trombina (EC 3.4.21.5) es una glicoproteina de 32 kDa, formada por dos
cadenas polipeptidicas, Ay B, de 259 y 36 aminoacidos respectivamente que se
encuentran unidas por un puente disulfuro. Participa en el final de la cascada de
la coagulacién, conocida también como via comun (Seccién 3.1.1, Pag. 122). Esta
proteasa escinde las moléculas de fibrindbgeno en fibrinopéptidos, que
espontaneamente comienzan a agruparse formando asociaciones altamente
ordenadas que dan inicio a la formaciéon del coagulo (Fuss y col., 2001). Esta
enzima pertenece a la familia de las serinproteasas, como la tripsina y
quimiotripsina. Inicia el ataque nucleofilico en el enlace peptidico mediante un
residuo de serina que posee en su centro activo e interacciona preferentemente
con sustratos que poseen aminoacidos cargados positivamente como Arg/Lys
en la posicion P1 del sustrato de acuerdo a la nomenclatura de Schechter y
Berger (1967) (FIGURA III.6).

H;N — P4—-P3—-P2—-P1-P1—-P2—-P3 —-P4—-CO0OH

FIGURA IIl.6 Nomenclatura de Schechter y Berger para residuos aminoacidicos de acuerdo a su
localizacién con respecto al enlace escindido por proteasas. El enlace escindido se muestra en
rojo.

Sin embargo, al igual que otras proteasas la preferencia de sustrato se extiende
mas alla de la posicién P1 y esta dictada por interacciones con otros dominios
estructurales que no estan en contacto con el bolsillo de especificidad primaria.
Las inspecciones de las secuencias de consenso reconocidas por la trombina
revelan que interacciona preferentemente con sustratos que contienen
aminoacidos cargados positivamente, como arginina, en la posicion P1, prolina
en P2 y un residuo hidrofébico, el cual suele ser aromatico, en la posiciéon P4
(Bajusz y col., 1990; Huntington, 2005; Hirsh y col., 2005; Mehta y col., 2013).
La trombina presenta dos exositios electropositivos fisicamente alejados del
sitio activo y localizados casi en lugares opuestos en la superficie de la trombina.
Estos exositios desempefian un papel crucial en el reconocimiento de sustratos,
efectores e inhibidores especificos que participan en el complejo mecanismo de
regulacion de la cascada de coagulacion y la actividad de la trombina; sus
propiedades se han caracterizado por extensos estudios cristalograficos,
mutagénicos, biofisicos e enzimoldgicos (Figura lll.7) (Marino y col., 2010; Bock
y col., 2007).
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Mientras el sitio activo tiene preferencia por aminoacidos cargados

positivamente, ambos exositios tienen preferencia por sustratos cargados

negativamente. El exositio | exhibe ademas afinidad por sustratos hidrofébicos
(Huntington, 2005).

A B

Exositioll

Ser 195 Ser 195

Figura Ill.7 Estructura cristalina de la trombina (PDB 1PPB) representada con y sin superficie (A'y
B respectivamente). En amarillo se indican los residuos serina (Ser195), histidina (His57) y
aspartato (Asp102) que forman parte de la triada catalitica del sitio activo. Destacado en lavanda
se indica el exositio | y en verde el exositio Il.

Para poder seleccionar algunos péptidos entre todos los encontrados en la
fraccion activa se establecieron criterios que nos permitieran tener en
consideracion la afinidad y el mecanismo de reconocimiento entre los péptidos
y la trombina. Los criterios utilizados se basaron en el trabajo de Huntington
(2005), para definirlos se establecieron algunos parametros que involucran las
caracteristicas y cantidades relativas de los distintos tipos de aminoacidos: la
fraccion neta de carga negativa (Fa)y |a fraccion neta hidrofobica (Fh). La primera
se calculé sustrayendo los residuos basicos de los acidos y dividiendo por el
numero total de residuos y la segunda se calculé haciendo la relacion entre los
residuos hidrofébicos y el nimero total de residuos. Una vez establecidas estas
consignas se definieron los criterios que se indican a continuacion:

- Probable interaccion del péptido con el sitio activo de la trombina: para
este sitio se determindé la cantidad de aminoacidos cargados
positivamente y la distribucion de los mismos en las secuencias
encontradas.

- Probable interaccion de los péptidos con el exositio I: cuando la fraccién

neta de carga negativa se divide por la fraccién neta de carga hidrofébica
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y el valor resulta < 2 existe una alta probabilidad de interaccién de la
secuencia con el exositio |I. Los contactos hidrofébicos proveen la mayor
parte de las energias de enlace para las interacciones del péptido con el
exositio |, mientras que las interacciones electrostaticas estarian
principalmente involucradas en orientar las superficies hidrofébicas
complementarias (Karshikov, y col., 1992; Myles, y col., 2001).

- Probable interaccion de los péptidos con el exositio /I: cuando la fraccién
neta de carga negativa se divide por la fraccion neta de carga hidrofébica
y el valor resulta > 2, existe una alta probabilidad de interaccion de la
secuencia en cuestion con el exositio Il. Las interacciones electrostaticas
son las que predominan cuando los péptidos establecen interacciones

con este exositio.

Basandonos en los criterios de seleccion anteriormente mencionados y
aplicandolos a las secuencias de las familias de péptidos hallados, se
seleccionaron las secuencias que se remarcan en la TABLA Ill.2.

A la lista de péptidos candidatos a ser sintetizados se sumaron los hallados en
la cdmara basolateral que fueron también encontrados en la fraccién activa para
sintetizarlos y realizar futuros estudios. La TABLA Ill.2 muestra ademas de las
secuencias mencionadas, la familia a la que pertenecen, el criterio por el cual
han sido seleccionadas, indicando la probabilidad de interaccionar con el sitio
activo, el exositio | o el Il o su presencia en la camara basolateral después de los

ensayos de simulacién de absorcion y transporte en los insertos.

TABLA 111.2. Detalle del nimero de residuos totales (T), hidrofébicos (H), acidos (A), y bdsicos (B);
la fraccion neta de carga negativa (Fa) y la fraccion neta hidrofobica (Fh) de las secuencias
identificadas en FA y CB de globulina 11S y aglutinina. Resaltados en gris se indican cuales fueron
seleccionados para su sintesis. Residuos acidos: D, E; basicos: R, Hy K; hidrofébicos: I, V, F, Y, W,
P.

Nimero de Residuos

Familia Secuencia T H A B Fa Fh Fa/Fh Criterio
Globulina 115

1 LLFVLFNGCM 10 2 0 0 0,00 0,20 0,00
IQAEAGLTEV-——---—- 10 2 2 0 0,20 0,20 1,00 Exositio 1
fffffff TEVWDSNE-- 8 2 3 0 0,38 0,25 1,50

2l TEVWDSNEQ- 9 2 3 0 0,33 0,22 1,50
——————— TEVWDSNEQE 10 2 4 0 0,40 0,20 2,00 Exositio 2
--IEQGNGIT- 8 2 1 0 0,13 0,25 0,50

3 IYIEQGNGITG 11 4 1 0 0,09 0,36 0,25
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IDTANHANQLD- 11 1 2 1 0,09 0,09 1,00 Exositio 1
4 IDTANHANQLDK 12 1 2 2 0,00 0,08 0,00 Sitio Activo
--——NHANQLDK 8 0 1 2 -0,13 0,00 -
-LAGKPQQE---——--- 8 1 1 1 0,00 0,13 0,00
-LAGKPQQEH----——- 9 1 1 2 -0,11 0,71 -1,00
YLAGKPQQEH-—————- 10 2 1 2 -0,10 0,20 -0,50
————— PQQEHSGEHQFS 12 2 2 2 0,00 0,17 0,00
5 -LAGKPQQEHSGEH--- 13 1 2 3 -0,08 0,08 -1,00
-LAGKPQQEHSGEHQ-- 14 1 2 3 -0,07 0,07 -1,00 Sitio Activo
YLAGKPQQEHSGEH--- 14 2 2 3 -0,07 0,14 -0,50
YLAGKPQQEHSGEHQ-- 15 2 2 3 -0,07 0,13 -0,50
-LAGKPQQEHSGEHQFS 16 3 2 3 -0,06 0,19 -0,33
6 LQAEQDDR 8 0 3 1 0,25 0,00 - *
LAVNVDDPS-———————-——- 9 3 2 0 0,22 0,33 0,67
-AVNVDDPSKA-——————- 11 3 2 1 0,09 0,27 0,33
-AVNVDDPS-—————————- 8 3 2 0 0,25 0,38 0,67
/ -AVNVDDPSK----————- 9 3 2 1 0,11 0,33 0,33 *
——————————— DVYTPEAG 8 4 2 0 0,25 0,50 0,50
——————————— DVYTPE-- 6 3 2 0 0,33 0,50 0,67 CB
IQIVNDQGQ--——---- 9 3 1 0 0,11 0,33 0,33
IQIVNDQGQS------- 10 3 1 0 0,10 0,30 0,33
IQIVNDQGQSV--———- 11 4 1 0 009 036 025
8 IQIVNDQGQSVFDEELS 17 5 4 0 0,24 0,29 0,80
--IVNDQGQSV-————- 9 3 1 0 0,11 0,33 0,33
-———NDQGQSVFDEELS 13 2 4 0 0,31 0,15 2,00 Exositio 2
-AFEDGFE 7 2 3 0 0,43 0,29 1,50 Exositio 1
9 QAFEDGFE 8 2 3 0 0,38 0,25 1,50
Numero de Residuos
Familia Secuencia T H B A Fa Fh Fa/Fh Criterio
Aglutinina
: -SADKILDPL 9 1 2 1 0,11 0,11 1,00
FSADKILDPL 10 2 2 1 0,10 0,20 0,50
2 12 3 2 0 0,17 0,25 0,67
12 2 2 1 0,08 0,17 0,50
LFAESSQIDTGSK 13 2 1 1 0,00 0,15 0,00
-FAESSQIDTGS- 11 2 1 0 0,09 0,18 0,50
3 -FAESSQIDTGSK 12 2 1 1 0,00 0,17 0,00
--AESSQIDTGSK 11 1 1 1 0,00 0,09 0,00
--AESSQIDTGSK 11 1 1 1 0,00 0,09 0,00 CB
4 DNLNDPK 7 1 0 1 -0,14 0,14 -1,00 Sitio Activo
5 ILVDGNDPR 3 1 1 0,00 0,33 0,00
-LVDGNDPR 8 2 1 1 0,00 0,25 0,00 Sitio Activo
6 AILEIIELGSNN 12 3 2 0 0,17 0,25 0,67
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En la FIGURA IIl.8 se presentan las estructuras de la globulina 11S y de la
aglutinina. Sobre las mismas se encuentran marcados los péptidos
seleccionados para ser sintetizados (TABLA Ill.2). Se puede apreciar en ambas
estructuras que la mayoria de los péptidos seleccionados se encuentran
ubicados en la zona superficial de las moléculas proteicas, quedando mas
expuestos a posibles ataques hidroliticos. En este sentido cabe mencionar que
el péptido DVYTPE hallado en la camara basolateral de los insertos, se encuentra
ubicado en la cara IE del homotrimero de la globulina 11S (FIGURA III.8). En la
molécula nativa hexamérica esta cara se encuentra unida por interacciones no
covalentes a la del otro trimero. Por esta razén en el caso de que la molécula se
encuentre nativa, con su estructura cuaternaria intacta, este péptido no quedaria
expuesto al medio (Tandang-Silvas y col., 2012). Sin embargo, la globulina 11S
se separa en sus trimeros por efecto del pH, lo que asegura la accesibilidad de
las proteasas a esa regiéon de la molécula. La simulacion /n silico de la protedlisis
de la globulina 11S y de la aglutinina, haciendo uso de la herramienta de corte
de péptidos PeptideCutter de ExPASy (Gasteiger y col.,, 2005), permitid
comprobar que el ataque de diversas proteasas, tales como pepsina,

guimotripsina y tripsina, permitiria la liberacion de los péptidos identificados.

FIGURA II1.8: Ubicacién de los péptidos seleccionados para su sintesis marcados en la estructura
de la globulina 11S (A) y aglutinina de amaranto (B), Los colores coinciden con los utilizados
para presentar los péptidos en la TABLA IlI.2.
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La aproximacion realizada haciendo uso de herramientas bioinformaticas ha
permitido la identificacion de péptidos con potencial actividad antitrombética
encriptados en la secuencia de proteinas de amaranto. Cabe sefialar que estos
péptidos no mostraron actividad antitrombética haciendo uso de las técnicas /n
vitro indicadas previamente, al menos en las concentraciones en que han sido
evaluados. Por consiguiente, es necesario buscar otra metodologia para detectar
su bioactividad y ademas replantear, en un futuro préximo, otro tipo de

estrategia bioinformatica para identificar nuevos péptidos antitromboticos.
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3.3 APLICACION TECNICAS
COMPUTACIONALES AL ESTUDIO DE
ACTIVIDADES ANTIOXIDANTE

3.3.1 Obtencion de péptidos antioxidantes de amaranthus

mantegasianus

El objetivo de esta parte del trabajo, realizada por la Dra. Orsini Delgado durante
el desarrollo de su Tesis Doctoral, fue separar e identificar péptidos
antioxidantes originados en el proceso simulado de digestion gastrointestinal.
Mediante RP-HPLC preparativa se separaron dos muestras: aislado proteico de
amaranto mantegazzianus (I) y su respectivo hidrolizado obtenido por digestién
gastrointestinal simulada (Id). Posteriormente se determiné la actividad
antioxidante de cada fraccion mediante el método de ORAC (Orsini Delgado y
col., 2015). Las fracciones del Id que presentaron mayor actividad (7, 16, 20, 22,
25 y 30) fueron analizadas en la Plateforme Biopolymeres Biologie Structurale
perteneciente al Unité BIA en el INRA (Nantes, Francia) por espectrometria de
masas con el objetivo de estudiar la complejidad de las mismas y determinar los
pesos moleculares de las especies presentes en cada una de ellas. En base a esta
informacion se emplearon herramientas bioinformaticas para establecer
posibles mecanismos de accion. Los estudios desarrollados se detallan a
continuacion.

Todas las fracciones analizadas por MALDI del aislado sometido a digestion
gastrointestinal (Id) mostraron la presencia de polipéptidos inferiores a 4 kDa.
Posteriormente, las muestras fueron analizadas por cromatografia liquida de
nanoflujo-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). La identificacion de

péptidos se realiz6 comparando espectros de masa la base de datos UniProt
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restringida a la taxonomia de Amaranthus, utilizando el servidor MASCOT 2.2
(Matrix Science). Las secuencias identificadas en las fracciones se detallan en la
TABLA 111.3.

TABLA Ill.3 Péptidos identificados en las fracciones de Id analizadas por LC-MS/MS. Se indica la
fraccion, el peso molecular (Mr experimental y calculado), la secuencia y la proteina de origen.

L Mr Mr . .
Fraccion . Secuencia Proteina
experimental calculada
7 821,4282 821,4283 VVSNIYQ Globulina 11S
882,3593 882,3607 ESFGVSEE Globulina 118
907,4392 907,4399 ISREEAFG Globulina 11S
978,3938 978,3931 TEVWDSNE Globulina 11S
990,4408 990,4407 AYNNGDQPL Globulina 11S
1019,4299 1019,4308 WEEREQGS Globulina 118
1106,4524 1106,4516 TEVWDSNEQ Globulina 11S
1163,5819 1163,5822 IYIEQGNGITG Globulina 11S
1294,6229 1294,6227 IYIEQGNGITGM Globulina 11S
812,464 812,4644 DKILDPL Aglutinina
814,3817 814,3821 DNLNDPK Aglutinina
993,5351 993,5356 STHNGLRPL Almidén Sintasa
1017,4958 1017,4978 EEQKGSDIL Almidén Sintasa
1228,6113 1228,6088 VQEWNPITDK Almidén Sintasa
830,4248 830,4246 RGNKDEI Cistaina
888,43 888,4301 ENREVDK Proteina de shock termico-cloroplasto
1172,5564 1172,5561 DITPDDKQEL Fosfoenol Piruvato-C4 Fotosintético
916,4652 916,4688 LDVLVCNAA Protoclorofilida reductasa
16 875,3775 875,3773 WEEREQ Globulina 11S
1018,4723 1018,4753 IEQGNGITGM Globulina 11S
1129,489 1129,4901 GDRFQDQHQ Globulina 118
1431,6485 1431,6491 AGKPQQEHSGEHQ Globulina 11S
1159,4986 1159,4993 ITASANEPDEN Aglutinina
1160,4937 1160,4945 ASANEPDENKS Aglutinina
1122,473 1122,473 NNNPNFSGPY Almidén Sintasa
844,4303 844,429 NNEDLLK Enzima Malica
830,3911 830,3882 QQAGGENK Proteina de shock termico-cloroplasto
1061,4615 1061,4625 SNDREEIAE Sacarosa Sintasa
20 855,4093 855,4086 NNGDQPLV Globulina 118
893,3864 893,3879 NDQGQSVF Globulina 11S
973,4464 973,4465 LQAEQDDR Globulina 11S
1544,7336 1544,7332 LAGKPQQEHSGEHQ Globulina 11S
890,474 890,4749 EILYPEK Almidén Sintasa
1422,5799 1422,58 NNNPNFSGPYGEN Almidén Sintasa
22 802,3102 802,3102 NAMMAPH Globulina 11S
1246,567 1246,569 AWEEREQGSR Globulina 118
1601,7475 1601,7481 GMRGDRFQDQHQK Globulina 11S
1665,7485 1665,7495 AGKPQQEHSGEHQFS Globulina 11S
1169,5835 1169,5829 YLAGKPQQEH Globulina 11S
833,4124 833,4131 IDTGSKDV Aglutinina
916,4978 916,4978 LQSDRVVT Almidén Sintasa
939,4279 939,4298 FTTSAERE Actina
25 869,4608 869,4607 LAGKPQQE Globulina 11S
1030,4675 1030,4679 LQAEQDDRG Globulina 118
1386,5901 1386,5953 VSHWAYNNGDQP Globulina 11S
1121,5196 1121,52 AESSQIDTGSK Aglutinina
1046,4659 1046,4669 FKHTEDSPS Cistaina
30 863,4133 863,4137 FNRPETT Globulina 11S
866,5338 866,5338 VIKPPSRA Globulina 11S
958,4736 958,472 IVNDQGQSV Globulina 11S
1003,5909 1003,5927 HVIKPPSRA Globulina 118
1014,4976 1014,4982 AVNVDDPSKA Globulina 11S
991,5074 991,5087 KFNRPETT Globulina 11S

1034,4673 1034,4669 GYDNLNDPK Aglutinina
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Se encontr6 que las fracciones contenian diversos péptidos de diferentes
proteinas de amaranto, cuya masa molecular oscilé entre 800y 1700 Da (7-15
aminoacidos). Es importante sefialar, como ya se mencioné anteriormente, que
s6lo una parte de las proteinas de semilla de amaranto tienen secuencia
informada en la base de datos UniProt, debido al conocimiento incompleto del
genoma de Amaranthus. Por lo tanto, sélo los péptidos pertenecientes a esas
proteinas referenciadas pueden ser identificados mediante este procedimiento
y ho podemos descartar la presencia en cada fraccién de otros péptidos que no

se han identificado contra la base de datos empleada.

3.3.2 Relacién entre la estructura de péptidos y actividad
antioxidante

Diferentes estudios realizados por distintos autores han analizado la relacion
entre la estructura de péptidos y su actividad antioxidante. Chen y col., (1995)
obtuvieron seis péptidos con actividad antioxidante, medida por su capacidad
de peroxidacion del acido linoleico, a partir de digeridos de B-conglicinina de
soja. Estos péptidos contienen aminoacidos hidrofobicos, tales como Val y Leu
en posicion N-terminal y Pro (P), His (H) o Tyr (Y) en otras zonas de sus
secuencias. Posteriormente, utilizando péptidos sintéticos derivados de LLPHH,
estos autores pudieron demostrar que el segmento HH era importante para la
actividad antioxidante. La supresién de residuo His (H) de la zona C-terminal
reducia significativamente el poder antioxidante. Por otra parte la supresion de
Leu (L) de la posicion N-terminal no tenia efecto sobre la actividad en estudio,
mientras que His (H) y Pro (P) jugaban un rol importante (Chen y col., 1996). A
efectos de dilucidar cuales secuencias peptidicas derivadas de proteinas de
suero de leche podrian ser mas activas, Hernandez-Ledesma y col., (2005)
evaluaron la actividad ORAC de cada amino acido. Estos autores mostraron que
Trp (W), Tyr (Y) y Met (M) mostraron las mayores actividades antioxidantes,
seguidos de Cys (C), His (H) y Phe (F); el resto de los aminoacidos no presentd
actividad. La mayor actividad antioxidante mostrada por Trp (W) y Tyr (Y) puede
ser explicada por su capacidad para donar hidrégeno. Por otra parte, Met (M)
podria ser oxidada a sulféxido de Met (M) y Cys (C) puede donar el hidrégeno
del sulfuro. Con posterioridad a la evaluacion por ORAC de los péptidos
seleccionados, estos autores concluyeron que la conformacion de los péptidos
puede conducir tanto a efectos sinérgicos como antagdénicos en comparaciéon a

la actividad antioxidante de los aminoacidos. En otras palabras, la actividad
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antioxidante, evaluada por ORAC, de péptidos derivados de proteinas de B-
lactoglobulina mostraron alta actividad en la medida que contuvieran en su
secuencias residuos de Trp (W), Tyr (Y) y Met (M) (Hernandez-Ledesm y col.,
2007). Adicionalmente, estos autores postularon que la presencia de Tyr (Y) y
Met (M) en posicién C-terminal, asi como la existencia de Trp (W) y Tyr (Y) en la
posicion N-terminal aumentaba la actividad secuestrante de los péptidos. La
presencia de Tyr (Y) en la posicion N-terminal también ha sido descripta como
un factor determinante en la actividad secuestrante de radicales para péptidos
derivados de ovoalbumina (Davalos y col., 2004). Otro aminoacido que
aumentaria la capacidad secuestrante del péptidos seria el residuo de Leu
(Aleman y col., 2011). Algunos péptidos carentes de aminoacidos donantes de
protones, por ejemplo GGAN, presentaron también actividad secuestrante de
radicales (Li y col., 2007). Debido a sus caracteristicas estructurales, Gly (G) -
que confiere flexibilidad- y Pro (P) -que interrumpe la estructura secundaria e
impone restricciones conformacionales- pueden incrementar la disponibilidad
de los aminoacidos que pueden actuar como antioxidantes (Aleman y col.,
2011).

La relacién entre estructura y actividad antioxidante de péptidos ha sido también
analizada usando la técnica de modelado QSAR (Li y Li 2013). Estos autores
obtuvieron a partir de informacién bibliografica secuencias de péptidos
antioxidantes y los organizaron en tres bases de datos: capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC), a ORAC y capacidad para secuestrar radicales
superoxido (SOR). El modelado QSAR mostro las relaciones entre las propiedades
fisicoquimicas de las regiones C-terminal y N-terminal y la potencia
antioxidante, revistiendo una mayor importancia la zona C-terminal. Las
posiciones mas relevantes fueron: C2 > C1 para TEAC, C3 > C4 > C1 > N1 >
N2 para ORAC, y C4 > C1 > NI para SOR. En los tres casos, los aminoacidos
hidrofébicos voluminosos localizados en la region C-terminal se relacionaron
con la actividad antioxidante. En el caso de ORAC, los aminoacidos
polares/cargados en la posicion C1 como también los residuos aminoacidicos
con bajas propiedades electrénicas en las posiciones N1 y N2 contribuyen a la

capacidad antioxidante de los péptidos (Li y Li, 2013).

3.3.3 Seleccion de péptidos potencialmente antioxidantes para su

sintesis y evaluacién de su actividad
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La comparacién de las fracciones analizadas, a partir de las obtenidas en nuestro
laboratorio, mostré la presencia de péptidos (especialmente los de la globulina
11S) con secuencias superpuestas. Para la globulina 11S, estas secuencias se
clasificaron en 9 grupos (TABLA 1ll.4). Esta proteina, también Ilamada
amarantina, en su forma nativa adopta una conformacién hexamérica
heterogéneas (330 y 400 kDa). La mayoria de los grupos de péptidos detectados
(1 a 6) se localizaron en la subunidad acida, mientras que los grupos 7, 8 y 9
eran parte de la subunidad basica de la globulina 11S. Teniendo en cuenta la
informacion detallada previamente que relaciona la estructura de péptidos con
su actividad antioxidante se seleccionaron 10 péptidos -representativos de
diferentes grupos para ser sintetizados, los mismos se encuentran resaltados
con negrita en la TABLA 111.4.

TABLA 11l.4 Grupos de péptidos obtenidos por digestion gastrointestinal de globulina 11S de
amaranto. Se indica el peso molecular (Mr) y la localizaciéon de estos péptidos dentro de la
secuencia de la globulina 11S, asi como la actividad antioxidante (ORAC) de los péptidos
sintetizados seleccionados.

Grupo Fraccién Secuencia Mr ;\la Localizacion IC50 TE ID
1 F7 TEVWDSNE 1019,4308 8 35-42
F7 TEVWDSNEQ 1090,4679 9 35-43 0,020 (0,017-0,023) 1,82 1
2 F7 IYIEQGNGITG 1163,5822 11 74-85
F7 IYIEQGNGITGM 1294,6227 12 74-86 0,017 (0,015-0,020) 2,52 2
F16 IEQGNGITGM 1018,4753 10 76-86
3 F16 GDRFQDQHQ 1129,4901 9 121-130 0,60 (0,49-0,72) 0,06 3
F22 GMRGDRFQDQHQK 1601,7481 13 118-130
4 F16 AGKPQQEHSGEHQFS  1665,7485 15 184-198
F22 YLAGKPQQEHSGEH 1579,7379 14 183-196
F20 LAGKPQQEHSGEHQ  1544,7332 14  182-195 0,14 (0,12-0,17) 036 4
F16 AGKPQQEHSGEHQ 1431,6491 13 184-196
F22 YLAGKPQQEH 1169,5829 10  182-191 0,016 (0,013-0,018) 2,34 5
F25 LAGKPQQE 869,4607 8 183-190
5 F25 LQAEQDDRG 1030,4679 9 234-241
F20 LQAEQDDR 973,4465 8 234-242 na - 6
6 F30 VIKPPSRA 866,5338 8 251-259
F30 HVIKPPSRA 1003,5927 9 250-259 0,57 (0,50-0,65) 0,06 7
7 F16 WEEREQ 875,3773 6 261-266
F7 WEEREQGS 1019,4308 8 261-268
F22 AWEEREQGSR 1246,5690 10  260-269 0,0067 (0,0063-0,0073) 6,07
F30 AVNVDDPSKA 1014,4982 10 288-297 na -
F22 KFNRPETT 991,5074 8 441-448 na - 10
F30 FNRPETT 863,4137 7 442-448

Los péptidos seleccionados para la sintesis y la evaluacidon de la actividad antioxidante se indican en negrita. na: no hay actividad
para concentraciones de hasta 1 mg/ml. TE: actividad expresada como equivalentes de Trolox: umol Trolox / umol péptido.

IC50: se obtuvo a partir del ajuste de las curvas dosis - respuesta; Los valores entre paréntesis representan el intervalo de confianza
del 95%.
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La actividad antioxidante de los péptidos sintetizados fue evaluada por el
método de ORAC por la Dra. Orsini Delgado. Los resultados obtenidos (TABLA
l1l.4) mostraron que los péptidos 6, 9 y 10, correspondientes a los grupos 5, 8 y
9 respectivamente, no mostraron actividad antioxidante al menos hasta una
concentracion de 1 mg/ml. Por otra parte, los siete péptidos restantes mostraron
una actividad antioxidante creciente en funcién de la concentracion de cada uno
de ellos, por lo que fue posible calcular los respectivos valores de ICso. Como se
muestra en la TABLA lll.4, el péptido mas activo fue el péptido 8 (grupo 7,
fraccion 22) seguido por el péptido 5 (grupo 4, fraccién 22), 2 (grupo 2, fraccién
7)y el 1 (grupo 1, fraccién 7).

En la FIGURA 1Il.9 se muestra la secuencia completa de la globulina 11S y se han
resaltado las secuencias peptidicas seleccionadas para su sintesis. Ademas,
dichas secuencias han sido localizados en la estructura homotrimérica de la
globulina 11S con excepcién del péptido AWEEREQGSR por estar ubicado en la
region movil localizada en la cara interna del trimero (cara IE). La cara IA

corresponde al lado expuesto al medio de la estructura hexamérica.

A | 2

MEGRFREFQQGNECQIDRLTALEPTNRIQAERGLTEVWDSNEQEFRCAGVSVIRRTIEPHGLLLPSFTSAPELIYIEQGN
GITGMMIPGCPETYESGSQQFQGGEDERIREQGSRKFGMRGDRFSDQHQKIRHLREGDIFAMPAGVSHWAYNNGDQPLVA
VILIDTANHANQLDKNFPTRFYLAGKPQgEHSGEHQFSRESRRGERNTGNIFRGFETRLLAESFGVSEEIAQKLQAEéDD
RGNIVRVgEGLHVIKPPSRAW;;REQGSRGSRYLPEEVEETICSARLAVNVSDPSKADVYTPEAGRLTTVNSFNLPILRH

LRLSAAKGVLYRNAMMAPHYNLNAHNIMYCVRGRGRIQIVNDQGQSVFDEELSRGQLVVVPONFAIVKQAFEDGFEWVSE

9
KTSENAMFQSLAGRTSATIRSLPIDVVSNIYQISREEAFGLKENRPETTLFRSSGQGEYRRKISIA

FIGURA II1.9 (A) Secuencia completa de globulina 11S de A. Aypochondriacus. Los rectangulos
grises indican la posicién de los péptidos detectados por MALDI-TOF. (B) Péptidos sintetizados
marcados en la estructura del homotrimero de globulina 11S (PDB 3QAC): TEVWDSNEQ (ROJO),
IYIEQGNGITGM (AZUL), LAGKPQQEHSGEHQY YLAGKPQQEH (VERDE). Con las siglas IE se indica la
cara que participa en las interacciones hidrofébicas entre dos trimeros para formar la estructura

hexamérica de la proteina nativa. La cara IA queda expuesta al medio. AWEEREQGSR no se
muestra en la estructura por encontrarse en una regién movil en la cara IE.
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Dado que los péptidos que presentaron mayor potencia antioxidante contienen
entre 9y 12 residuos aminoacidicos, ellos pueden adoptar alguna conformacion
tridimensional que podria afectar su actividad. Por esta razon se generaron las
estructuras peptidicas de los mismos haciendo uso del programa PEPFOLD, el
cual es un recurso en linea para la prediccién de novo de la estructura de
péptidos a partir de la secuencia de aminoacidos (Maupetit y col., 2009). La
conformacidn seleccionada representa la conformacién de energia mas baja de
las estructuras generadas por PEP-FOLD. Con el programa PyMOL (Molecular
Graphics System, Version 1.7.4 Schrodinger, LLC) se generaron las imagenes y
se realizo el analisis de cada estructura (FIGURA 111.10).

El péptido 8 result6 mucho mas potente que la fraccion completa digerida. Su
secuencia muestra un aminoacido aromatico voluminoso en posiciéon N2, otro
aminoacido voluminoso en posicion C4 y un aminoacido cargado positivamente
en posicion C1, caracteristicas relevantes segun QSAR para la actividad ORAC.
Este péptido es el que exhibe la estructura mas plegada, con cinco giros, y mas
compacta. El mismo gira, con los anillos de Trp y Arg expuestos al medio
(FIGURA1II.TO, E).
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FIGURA III.10 Estructuras obtenidas por PEPFOLD de péptidos de amaranto con capacidad
antioxidante: (A) TEVWDSNEQ; (B) IYIEQGNGITGM; (C) LAGKPQQEHSGEHQ; (D) YLAGKPQQEH; (E)
AWEEREQGSR
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El péptido 5 muestra un aminoacido voluminoso en la posicion N1, un
aminoacido positivamente cargado en posicion C1 y residuos aminoacidicos
voluminosos en C3, C4 y N2. Este péptido a pesar de poseer el mismo nimero
de aminoacidos que el péptido 8, diez residuos aminoacidicos, presenta sélo 3
giros, con los residuos de Tyr e His expuestos al medio (FIGURA 111.10, D).

El péptido 4 contiene una secuencia adicional, a la correspondiente al péptido
5, en el extremo C-terminal y ha perdido el residuo de Tyr en el extremo N-
terminal, esto ha sido suficiente para reducir su actividad antioxidante 10 veces
respecto a la exhibida por el péptido 5. Si se comparan las estructuras de los
péptidos 4 y 5 se puede observar en el péptido 4 una estructura mas plegada
con dos anillos de His localizados uno muy cercano al otro (FIGURA IIl.10, C).

El péptido 2, presenta aminoacidos voluminosos en posicion N2 (Tyr), N1, N3 y
C4 (lle) y Met en posicién C1. El anillo aromatico del residuo Tyr y la Met se
encuentran muy expuestos al medio (FIGURA 11.10, B).

Finalmente, el péptido 1 contiene Trp en el medio de la molécula, un aminoacido
cargado en posicién C2 y diversos aminoacidos voluminosos. En este péptido el
anillo aromatico del Trp esta localizado hacia afuera de la estructura (FIGURA
l11.8, A). Tanto el péptido 1 como el 2 mostraron solamente un giro con las
regiones N y C terminal en la misma direccion (FIGURA 111.10, Ay B).

Cabe remarcar que los cuatro péptidos mas activos (8, 5, 2 y 1) estan localizados
en la region menos estructurada de la subunidad acida de la globulina 11S. Los
péptidos 1 y 5 fueron localizados en una region de conformacién extendida +
giro (turns), mientras que el péptido 2 se encontr6 en una region de
conformacion extendida + region helicoidal. El péptido 8, el mas activo de todos
los péptidos sintetizados, se encuentra localizado en una regién helicoidal
movil. Adicionalmente, los péptidos 2 y 8 se encuentra ubicados en el lado
hidrofébico, IE, de la estructura de la glicinina (globulina 11S), mientras que los
péptidos 1 y 5 se localizan en el lado expuesto, IA, sugiriendo un caracter mas
hidrofilico de sus secuencias (FIGURA 111.9).

Los resultados alcanzados indican que los péptidos de amaranto con capacidad
antioxidante identificados exhiben algunas caracteristicas estructurales
compatibles con caracteristicas previamente descriptas como relevantes para
esta actividad bioldgica haciendo uso del método QSAR. Todos ellos, como
hemos visto presentaron al menos un aminoacido voluminoso de naturaleza
aromatica. Ademas, los péptidos mas activos se encuentra localizados en

pequefas regiones estructuradas, internas o expuestas de la globulina 11S.
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3.4 CUPINAS Y LECTINAS

Como vimos en el CAPITULO 1, las proteinas que presentan mayor cantidad de
péptidos bioactivos pertenecen a superfamilias con mayor diversidad,
estructural y secuencial (FIGURA I.11, Pag. 61). Por otra parte, existen evidencias
suficientes de la presencia de péptidos encriptados en las proteinas de amaranto
(seccién 1.3, Introduccion General). En particular, en este capitulo hemos
comprobado la presencia de secuencias activas en la globulina 11S y aglutinina
de amaranto, entonces no preguntamos si la familia estructural a la cual
pertenecen se encuentra entre las que presentan mayor diversidad.

La globulina 11 S (PDB 3QAC) forma parte de las globulinas de reserva de
amaranto las cuales son incluidas dentro de una superfamilia mas amplia
denominada “superfamilia de cupinas”. Dentro de esta clasificacion se agrupan
distintas proteinas que cubren funciones biolégicas muy diversas (Khuri y col.,
2001; Dunwell y col., 2001, 2004). Estas proteinas comparten dos motivos de
secuencias cortas de consenso conservadas y un dominio estructural
denominado cupin (Pfam id PFO0190) de donde proviene el término cupinas
(Dunwell, 1998).

La lectina de amaranto pertenece a la fraccion albumina que no es de reserva.
Su estructura nativa es homodimérica constituida por dos subunidades de
33 kDa, cada una de las cuales comprende dos dominios homodlogos de
amarantina (Pfam id PF07468) en tandem. Su funcién aun no ha sido asignada,
pero se ha sugerido que esta implicada en la sefializacion del mecanismo de
defensa de plantas (Lannoo y Van Damme, 2014; Manning y col., 2017).

Es interesante resaltar que tanto la globulina 11S como la aglutinina pertenecen
a superfamilias con gran diversidad estructural (superfamilias 2.60.120.10. y
2.80.10.50 respectivamente). En la FIGURA Ill.11 se muestran los graficos de

diversidad estructural en funcion de la diversidad secuencial para ambas
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superfamilias. Del mismo modo que se observé en la FIGURA I.11 del Capitulo 1
(Pag. 62) se muestra el numero de clusters al 35% de identidad vs el nimero de

clusters estructurales para cada una de las superfamilias.
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FIGURA Ill.11: Nimero de familias de homdlogas al nivel 35% de identidad (S35) (diversidad
secuencial) vs nimero de clusters estructurales (diversidad estructural) para todas las
superfamilias contenidas en CATH (puntos grises). Las superfamilias (A) 2.60.120.10 (11S) y (B)
2.80.10.50 (aglutinina) se encuentran coloreadas en rojo.

Estas observaciones nos abren la posibilidad de usar la diversidad secuencial y
estructural para seleccionar posibles candidatos proteicos que puedan contener
PBs. Como vimos en el capitulo 1, una vez detectadas las superfamilias con PBs,
la existencia de posibles hot-spots ayudaria en la prediccién de la ocurrencia de
PBs en regiones especificas de las estructuras proteicas. Otra ventaja adicional
que supondria este método de seleccidon de candidatos, es que seria aplicable al
estudio de proteinas candidatas que aun no han sido secuenciadas pero que si
se conozcan proteinas homologas cercanas secuenciadas. Por ej. en nuestro
caso particular la 7S, una proteina mayoritaria en los aislados de amaranto, que
no se conoce su secuencia. En cambio, se conoce la secuencia de una proteina
homologa cercana, una vicilina perteneciente a la especie Sesamum indicum
(Quiroga y col., 2010). Estas globulinas pertenecen a la superfamilia de las
cupinas, y a la superfamilia 2.60.120.10, que como se menciond anteriormente
muestra una diversidad secuencial y estructural alta comparada con el resto de
las superfamilias en CATH, lo que la convierte también en una candidata para
evaluar la ocurrencia de PBs en su secuencia. Al tratarse de una homodloga

cercana a la 7S de amaranto, se podria extrapolar la prediccién realizada.
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Evidentemente, como comentamos en el Capitulo 1 estos resultados
preliminares son promisorios para el desarrollo de un método bioinformatico
para predecir qué proteinas serian las mejores candidatas para evaluar la
existencia de PBs. Claramente, este método debera ser desarrollado y

correctamente evaluado para medir su capacidad predictiva.
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3.5 CONCLUSIONES CAPITULO 3

La aplicaciéon de técnicas bioinformaticas resulta una herramienta fundamental
en el estudio de la ocurrencia y actividad de PBs. La aproximacion experimental
empleada en laboratorios como el nuestro, en general, permiten obtener
fracciones con actividad biolégica comprobada, purificadas, con respeto al
material de partida, pero lejos estan de resultar lo suficientemente puras como
para poder identificar en ellas una unica secuencia. Dichas fracciones, complejas
desde el punto de vista de su composicidon, hacen necesarias la aplicacién de
sucesivas etapas de purificacion (usualmente técnicas cromatografias)
incrementando los costos y tiempo de experimentacion.

El uso de espectrometria de masas aplicada a fracciones que presentan esta
composicion tan compleja requiere necesariamente del uso de bases de datos
secuenciales, hecho que introduce una limitaciéon adicional al proceso de
identificar la sustancia responsable de la actividad bioldgica evaluada.

En este capitulo se aplicaron aproximaciones bioinformaticas para la seleccién
de secuencias identificadas en fracciones activas basadas en las particularidades
de la actividad antioxidante y antitrombodtica.

En el estudio de la actividad antitrombotica se empled una aproximacién basada
en las caracteristicas de los sustratos de la enzima trombina para seleccionar,
de una posible lista de 57 secuencias activas, 10 para ser sintetizadas. En la
posterior evaluacién /n vitro de la actividad antitrombética ninguna de las
secuencias seleccionadas resulté activa en las concentraciones evaluadas.
Restaria plantear a futuro una estrategia distinta para identificar los péptidos
responsables de la actividad. Aun, teniendo en cuenta que varios componentes
de la fraccion activa no han podido ser secuenciados por espectrometria de

masas, el/los péptidos activos podrian encontrarse en la lista de secuencias
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descartadas. A pesar de estos resultados negativos, hemos aprendido que las
caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos y por ende de los péptidos, no
fue suficiente para seleccionar los mejores péptidos candidatos. Posiblemente,
su disposicion espacial (conformaciones) enmascare ciertas propiedades o
simplemente la interaccién con el agua y/o interacciones intramoleculares
cambien ciertas propiedades evaluadas en este trabajo. En este sentido,
pensamos aplicar métodos de docking molecular proteina-proteina. Esta
metodologia abarca un conjunto de técnicas que simulan computacionalmente
la uniéon de un ligando a una proteina. Esto métodos permitirian utilizar todas
las secuencias identificadas en la fraccién activa para reconocer ligandos
particulares de una determinada enzima. Asi, estos estudios podrian permitir
seleccionar una nueva lista de candidatos a sintetizar. Sin embargo los
protocolos de docking proteina-proteina no se encuentran optimizados para
secuencias peptidicas mayores a 3 o0 4 residuos (como es en nuestro caso), y
aunque en general se entienda que los costos de las aproximaciones /n silico
son menores a las costos experimentales, para sistemas proteina-proteina los
tiempos de calculo para obtener resultados confiables suelen ser muy altos
debido a la gran variedad de conformaciones que adquieren polipéptidos de mas
de 5 amino acidos de longitud. A pesar de estos inconvenientes, creemos que
una combinacion de datos y metodologias (analisis fisicoquimico, docking,
estudio conformacional de péptidos, etc) reduciria el minimo los errores en las
predicciones de PBs.

En cuanto a la actividad antioxidante se aplico una estrategia basada en
conocimientos generados mediantes modelos QSAR. Esto fue posible porque la
actividad antioxidante de componentes peptidicos has sido estudiada mas en
profundidad que la actividad antitrombética. Se logro seleccionar de una lista
compleja de posibles secuencias activas 10 para su posterior sintesis vy
evaluacién de la actividad /n vitro. El criterio de seleccion empleado permitié la
identificacién de 4 secuencias nuevas, que portan nuevas caracteristicas
estructurales para relacionar estructura-actividad. Las estructuras obtenidas por
Pep-Fold constituyen solo un modelo para visualizar una de las probables

estructuras que podrian adoptar los péptidos.
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En el presente trabajo de tesis se han analizado y discutido las diferentes formas
en las que han sido abordados los estudios relacionados con péptidos bioactivos
derivados de proteinas alimentarias. En particular se han descripto las bases de
datos de referencia en esta tematica - BIOPEP- la cual presenta limitaciones en
su construccion, las que dificultan el empleo de la informacidén bioldgica
almacenada en las secuencias peptidicas reportadas, desde un enfoque
bioinformatico.

Se ha caracterizado el espacio secuencial de las proteinas que contienen
encriptados PB que poseen un largo de cadena superior a 5 aminoacidos, a fin
de generar conocimiento acerca de la relacidén evolutiva y estructural de estas
proteinas. Es aceptado por la comunidad cientifica que cualquier proteina puede
ser fuente de péptidos bioactivos ya que si tomamos una secuencia de 2 o mas
aminoacidos es altamente probable que la misma se encuentre en alguna zona
del espacio secuencial total. Sin embargo, cuando estudiamos la distribucién
de PB observamos que la cantidad de péptidos encriptados que contiene una
proteina no se correlaciona con su longitud. Este hecho nos sugiere que la
ocurrencia de PB no se debe solo a la probabilidad de existencia al azar de una
determinada secuencia aminoacidica. La misma tendencia fue encontrada
cuando se analizaron los resultados obtenidos mediante la asignacion
estructural llevada a cabo. Las secuencias que presentan mayor numero de PBs
se encuentran entre las superfamilias estructurales de mayor diversidad
estructural y secuencial. Esto constituye un conocimiento novedoso, que

trasladado a la investigacion aplicada implicaria que al momento que se decide



CONCLUSIONES GENERALES

investigar una nueva fuente de proteinas como fuente de péptidos bioactivos el
conocimiento de su clasificacién estructural puede contribuir a la seleccién o
descarte de esta fuente. Esta nueva alternativa podria ser aplicada aun cuando
se desconozca la secuencia de las proteinas de interés, en la medida que se sepa
la secuencia de proteinas homologas cercanas. Por otra parte, este conocimiento
puede ser la base del desarrollo de un nuevo método bioinformatico para
predecir que proteinas serian las mejores candidatas para evaluar la existencia
de PBs. Nos proponemos en un futuro llevar adelante esta tarea y una vez
desarrollado el método evaluar correctamente su capacidad predictiva.

En el presente trabajo de tesis también se ha descripto la aplicacion de
herramientas bioinformaticas y ensayos de bioactividad experimentales para la
identificaciéon de péptidos bioactivos en amaranto. Se estudié la actividad
hipocolesterolémica mediante ensayos de inhibiciobn de la HMGR humana,
enzima central en la biosintesis de colesterol. Los resultados obtenidos
mostraron, en principio, la presencia de inhibidores de esta enzima cuya
actividad resulta independiente de la concentracion de proteinas y/o péptidos
presentes en aislados, en hidrolizados y en digeridos de amaranto. Como era
esperable la liberacion de péptidos de las secuencias de las proteinas de
almacenamiento del grano -ya sea por accién de enzimas enddgenas o
simulacion del proceso gastrointestinal- produjo un mayor grado de inhibicion.
Cabe senalar que este es uno de los escasisimos estudios relacionados con una
posible actividad hipocolesterolémica asociada a péptidos de origen vegetal; se
han descripto solamente tres trabajos en soja y uno en amaranto.

Las dificultades experimentales encontradas en la determinacion de la HMGR,
asi como la limitacién que representa el desconocimiento de la secuencia
aminoacidica de la totalidad de las proteinas de almacenamiento del grano de
amaranto, nos impidio arribar a resultados mas precisos sobre la identificacion
de péptidos con potencial actividad hipocolesterolémica inducida por la
inhibicion de la HMGR, asi como profundizar en el mecanismo de accion de los
mismos. Sin embargo, resulta promisorio el haber detectado que tanto los Ais
como los Hid y Dig presentan una accion inhibitoria de la HMGR, siendo
requeridos futuros estudios para corroborar estos resultados y determinar su
posible sitio de accion.

El poder abordar el estudio de potenciales péptidos de origen alimentario con
actividad fisiolégica a través de la combinacién de herramientas bioinformaticas

y ensayos experimentales /n vitro es fundamental, particularmente en nuestra
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region donde resulta muy dificil lograr una excelente purificacion e
identificaciéon experimental de las secuencias aminoacidicas de los probables
péptidos bioactivos. Esta aproximacion reduce sustancialmente el nimero de
péptidos a sintetizar y contribuye ademas en la determinaciéon del probable
mecanismo de accion.

Como se indicé precedentemente, la bioinformatica es hoy una herramienta
potente que permite la aplicaciéon de métodos computacionales para manejar,
curar e interpretar informacion sobre sistemas bioloégicos. La aplicacion de este
tipo de herramientas al estudio de la actividad antioxidante y antitrombética
realizada ha enriquecido el trabajo de las Dras. Sabbione y Orsini Delgado, y ha
permitido particularmente identificar cuatro nuevos péptidos antioxidantes
encriptados en la secuencia de las proteinas de almacenamiento de amaranto.
Uno de estos péptidos, sintetizado haciendo uso de la informaciéon derivada del
abordaje bioinformatico, presentd /n vitro una alta bioactividad restando aun la
confirmacion de la misma mediante ensayos /7 vivo en un sistema modelo
animal.

Una de las perspectivas futuras para continuar con lo iniciado en este trabajo de
Tesis es la implementacion de técnicas de docking proteina-proteina como
herramienta para seleccionar péptidos a sintetizar de una posible lista de
péptidos antitromboéticos, inhibidores de Ila enzima trombina, e
hipocolesterolémicos, inhibidores de la enzima HMGR.

Finalmente, durante este trabajo de tesis he adquirido conocimientos basicos y
capacidad para utilizar diferentes herramientas bioinformaticas, el lenguaje de
programacion C, shell scrips, etc.; conocimientos que me permitiran iniciar una
nueva sub-linea de investigacién en el grupo de proteinas vegetales dirigido por

la Dra. M. Cristina AAonN.
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TABLA A.1 Lista completa de péptidos bioactivos extraida de BIOPEP (mayo de 2011). Se detalla el
Id del péptido y su secuencia. La actividad (ACT) se indica con el siguiente cédigo numérico y

corresponde a la clasificacién provista en la base de datos: 1-Antiamnésico; 2-Inhibidor de ACE;
3-Toxina celiaca; 4-Antibacteriano; 5-Antitrombética; 6-Immunomodulatoria; 7-Opioide; 8-
Estimulante; 9-Immunoestimulante;10-Neuropéptido; 11-Regulatoria; 12-Anticancerigena; 13-
Antioxidante; 14-Contractil; 15-Ligando de permeasa bacteriana; 16-Antiinflamatoria; 17-
Natriurético; 18-inhibitoria; 19-Quimiotactico; 20-Acelerante; 21-Hemolitica; 22-Anorexigeno;
23-Agonista Opioide; 24-Antagonista Opioide; 25-Reactivo; 26-Union; 27-Hipotensivo; 28-
Estimulante de otras actividades; 29-Antibiético; 30-Embriotéxico; 31-Antifungica; 32-Antiviral;
33-Vasoconstrictor; 34-Agonista del Receptor Neuropeptidico GPR14; 35-Activacion de la

protedlisis mediada por ubiquitina; 36-Péptido promotor de fertilizacidon; 37-Inhibidor de Proteina
Kinasa C (CPK); 38-Mineralizacién de tejidos y fluidos corporales (mineralizante); 39-Péptidos

activos en membrana; 40-Unidn a Heparina.
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KYCKRWC
RHITSLEVIKAGPHSP
TAQLITATLKNGRKI
SLD
SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKILVKLNDGREL
SLD
SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKIAKLNDGREL
SLD
SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKIILKLNDGREL
SLD
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3677

3678

3679

3680

3681

3683
3684

3685

3694
3696
3718

3728

3740

3743
3754

3755

3756

3757

3758

3759

3799

3800

3801

N

SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKLIVKLNDGREL
SLD
SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKINVKLNDGRE
LSLD
ANIKLSVKWKAQKR
FLKMSIIVKLNDGREL
SLD
ANIKLSVKWKAQKR
FLKMSINVDLSDGRE
LSLD
SIQDLNVSMKLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
KFIVTLRVIKAGPHSP
TAQIIVELKNGRKLSL
D

KKFHIRKR
ANIKISGKWKAQKRF
LKMSGNFDLSIEGMS
ISAD
ANIKLSVEMKLFKRH
LKWKIIVKLNDGREL
SLD

KKWHRRKK

PNGLHTRPA
SIQDLNVSLKLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
SIQDLKVSMKLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
FKCRRWQWRMKKL
GAPSITCVRRAFA
KLKLLLKLKG
FKCRRWQWRMKKL
GAPSITCVRRAFAL
QWGRRCCGWGPGR
RYCVRWC
QYGRRCCNWGPGR
RYCKWRC
QWGRRCCGWGPGR
RYCRRWC
GLLRRLRDFLKKIGE
KFKKIGYG
GILSKLGKALKKAAK
HAAKA
SIQFLKVSLNLDRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
SIQDLKVSLNLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD

3802

3806

3821

3822

3823
3824

3878
3880
3881
3882
3883
3884
3885
3886
3887
3888
3889
3890
3892
3893
3894
3895
3896
3897
3898
3899

3900

3903

3904

3905

3906

3907

N

A b DD DD DMDMDMDMDAEDSDSADSDMDDMDDDDD

SIQDLNLSMKLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
SIQKLNVSMKLFRKQ
AKWKIIVKLNDGREL
SLD
GRFRRLGRKFKKLFK
KYGP
GLLRRLRKKIGEIFKK
YG
GILSKLGKALKKAAK
HAAKAG
KLKLLLLLKLKG
LRDLVCYCRSRGCK
GRERMNGTCRKGHL
LYTLCCR
FLPLIGRVLSGIL
FLPLIGRVLSGILG
LLPIVGNLLKSLL
LLPIVGNLLKSLLG
LLPILGNLLNGLL
LLPILGNLLNGLLG
LLPIVGNLLNSLL
LLPIVGNLLNSLLG
VLPIIGNLLNSLL
VLPIIGNLLNSLLG
FLPLIGKVLSGIL
FFPVIGRILNGIL
FFPVIGRILNGILG
LSPVIGNLLKSLL
LSPVIGNLLKSLLG
LLPVIGNLLKSLL
LLPVIGNLLKSSLG
FVQWFSKFLGRIL
FVQWFSKFLGRILG
FIGASALKVLAGVLP
SVISWVKLGRILQ
ELCEKASKTWSGNC
GNTGHCDNQCKSW
EGAAHGACHVRNG
KHMCFCYFNC
EVCEKASKTWSGNC
GNTTGHC
DGVKLCDVPSGTWS
GHCGSSSKCSQQCK
DREHFAYGGACHYQ
FPSVKCFCKRQC
RNCESLSHRFKGPCT
RDSNC
RVCMGKSAGFKGLC
MRDQNCAQVCLQE
GWGGGNCDGVMR
QCKCIRQCW

3908

3909

3943

3945

3946

3947

3948

3949

3950

3961

3967

3991
3992

3993

3994

3995

3997

3999

4000
4009

4010
4011
4012

N

KICRRRSAGFKGPPC
MSNKNCAQVCQQE
GWGGGNCDGPFRR
CKCIRQC
RICRRRSAGFKGPCV
SNKNCAQVCMQEG
WGGGNCDGPLRRC
KCMRRC
GFGCPNNYQCHRH
CKSIPGRCGGYCGG
WHRLRCTCYRGC
GCASRCKAKCAGRR
CJGWASASFRGRCY
CKCFRC
SCASRCKGHCRARR
CGYYVSVLYRGRCY
CKCLRC
SCASRCKSRCRARR
CRYYVSVRYGGFCY
CRC
GCASRCKAKCAGRR
CKGWASASFRRRCY
CKCFRC
VVTCGSLCKAHCTF
RKCGYFMAVLYHGR
CYCRCLLC
HSHACTSYWCGKFC
GTASCTHYLCRVLH
PGKMCACVHCSR

LKKISQ
FLSFPTTKTYFPHFDL
SHGSAQVKGHGAK
APRKNVRWCTISQPE
\

CIRA
FKCRRWQWRMKKL
GAPSITCVRRAFALE
CIR

APRKNVRWCTI
TKCFQWQRNMRKYV
RGPPVSCIKR
YCNSSCTRAFDCLG
QCGRCDFHKLQCV
H
YCNSSCTKAFDCLG
QCGRCDFHKLQCV
H
YCNSSCTRAADCLG
QCGRCDFHKLQCV
H

EQLTK
GYGGVSLPEWVCTT
F

ALCSEK

CKDDQNPH



4013
4014

4015

4016

5291

5292

5293

5297

5330

5337

5338

5339

5340

5341

5343

5344
5345

5346

5347

ISCDKF

VAGTWY
GLFDVIKKVASVIGG
L
GLFDVIKKVASVIGG
LG
FIGASALKVLAGVLP
SVISWVKLGRILQG
LCNERPSQTWSGNC
GNTAHCDKQCQDW
EKASHGACHKRENH
WKCFCYFNC
NLCERASLTWTGNC
GNTGHCDTQCRNW
ESAKHGACHRGNW
KCFCYFNC
RVCMGKSAGFKGLC
MRDQNCAQVCLQE
GWGGGNCDGVMR
QCKCIRQCW
GFGCPNNYACHQH
CKSIRGYCGGYCAG
WFRLRCTCYRCG
HPHVCTSYYCSKFC
GTAGCTRYGCRNLH
RGKLCFCLHCSR
LTCEIDRSLCLLHCRL
KGYLRAYCSQQKVC
RCVQ
DQMSDGVNYGKGS
SLSKGGAKCGLGIVG
GLATIPSGPLGWLAG
AAGVINSCMK
AISYGNGVYCNKEK
CWVNKAENKQAITG
IVIGGWASSLAGMG
H
VNYGNGVSCSKTKC
SVNWGQAFQERYTA
GINSFVSGVASGAGS
IGRRP
KYYGNGVSCNKNGC
TVDWSKAIGIIGNNA
AANLTTGGAAGWN
KG
ARSYGNGVYCNNKK
CWVNRGEATQSIIGG
MISGWASGLAGM
ILPWKWPWWPWRR
VPLPNVPQPGRRPFP
TFPGQGPFNPKIKWP
QGY
FVPYNPPRPGQSKPF
PSFPGHGPFNPKIQW
PYPLPNPGH

5348

5349

5351

5352

5353

5354

5355

5356

5357

5358

5359

5360

GYVSGAVIEIPDEILD
SARFISLYSDGLRQK
RQLNLSGPGSEHAG
TIRLDGQRNIFDNGR
TRVDGTGSYQLDYA
RGMKPIHGAGLGAE
VNHNIWRGRGGQSL
DLYGGATRQFNFGN
RPNEWGAHGGIRYN
F
SLQPGAPNVNNKDQ
PWQVSPHISRDDSG
NTRTDINVQRHGEN
NDFEAGWSKVVRGP
NKAKPTWHIGGTHR
W
VTCDLLSFKGQVND
SACAANCLSLGKAG
GHCEKVGCICRKTSF
KDLWDKRFG
QKLCERPSGTXSGVC
GNNNACKNQCIR
DGIWTQLIFTLVKNL
ATLWQSGDFQFLDH
ECHYRIKPTFRRLKW
KYKGKFWCPSWTSIT
GRATKSSRSGAVEHS
VRNFVGQAKSSGLIT
QRQAEQFISQYN
GRKSDCFRKSGFCAF
LKCPSLTLISGKCSRF
YLCCKRIR
SAFTVWSGPGCNNR
AERYSKCGCSAIHQK
GGYDFSYTGQTAAL
YNQAGCSGVAHTRF
GSSARACNPFGWKSI
FIQC
GKREKCLRRNGFCA
FLKCPTLSVISGTCSR
FQVCC
GRKSDCFRKNGFCA
FLKCPYLTLISGLCSX
FHLC
QAEESNLQSLVSQYF
QTVADYGKDLVEKA
KGSELQTQAKAYFE
KTQEELTPFFKKAGT
DLLNFLSSFIDPKKQP
AT
GLLSRLRDFLSDRGR
RLGEKIERIGQKIKDL
SEFFQS
GWLKKIGKKIERVGQ
HTRDATIQTIAVAQ
QAANVAATARG

5361

5362

5363

5364

5365

5366

5367

5368

5369

5370

5371

5372

5373

5374

5375

5376

5377

5378

5379
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SWLSKTAKKLENSAK
KRISEGIAIAIQGGPR
WNPFKELERAGQRV
RDAVISAAPAVATV
GQAAAIARG
RWKIFKKIEKVGQNI
RDGIVKAGPAVAVV
GQAATIG
RWKLFKKIEKVGRNV
RDGLIKAGPAIAVIG
QAKSLG
GWLRKLGKKIERIGQ
HTRDASIQVLGIAQQ
AANVAATARG
KWKIFKKIEKVGRNIR
NGIIKAGPAVAVLGE
AKALG
GWLKKLGKRIERIGQ
HTRDATIQGLGIAQ
QAANVAATARG
GWLRKIGKKIERVGQ
HTRDATIQVLGIAQ
QAANVAATARG
GWIRDFGKRIERVGQ
HTRDATIQTIAVAQ
QAANVAATLKG
MASSFMFAVVVLFIS
LAANVESYLAFRCGR
YSPCLDDGPNVNLY
SCCSFYNCHKCLARL
ENCPKGLHYNAYLK
VCDWPSKAGCTSVN
KECHLWKTGRK
GLWSKIKEVGKEAAK
AAAKAAGKAALGAV
SEAVG
ALWKNMLKGIGKLA
GQAALGAVKTLVGA
EG
ALWKDILKNVGKAA
GKAVLNTVTDMVN
QG
GLWNKIKEAASKAA
GKAALGFVNEMVG
GIMSIVKDVAKTAAK
EAAKGALSTLSCKLA
KTC
GILDTLKQFAKGVGK
DLVKGAAQGVLSTV
SCKLAKTC
FLGALFKVASKVLPS
VFCAITKKC
FLPLLAGLAANFLPTI
ICKISYKC
FLPAIFRMAAKVVPTI
ICSITKKC
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5380

5381

5382

5383

5384

5385

5386

5387

5388

5389

5390

5391

5392

5393

5394

5395

5396

5397

5398

5399

VIPFVASVAAEMQHV
YCAASRKC
GILDTLKNLAISAAK
GAAQGLVNKASCKL
SGQC
GILDTLKNLAKTAGK
GALQGLVKMASCKL
SGQC
GILLDKLKNFAKTAG
KGVLQSLLNTASCKL
SGQC
GILDSLKNLAKNAG
QILLNKASCKLSGQC
GILSLVKGVAKLAGK
GLAKEGGKFGLELIA
CKIAKQC
GIFSLVKGAAKLAGK
GLAKEGGKFGLELIA
CKIAKQC
GIFSKLAGKKLKNLLI
SGLKNVGKEVGMDV
VRTGIDIAGCKIKGE
C
GWMSKIASGIGTFLS
GIGQQG
AMWKDVLKKIGTVA
LHAGKAALGAVADT
ISQG
ALWKDILKNAGKAA
LNEINQLVNQG
FLGGLIKIVPAMICAV
TKKC
GLLNTFKDWAISIAK
GAGKGVLTTLSCKL
DKSCG
SLFSLIKAGAKFLGK
NLLKQGAQYAACKV
SKECG
GILDSFKQFAKGVGK
DLIKGAAQGVLSTM
SCKLAKTC
SLFSLIKAGAKFLGK
NLLKQGACYAACKA
SKQC
GIMSIVKDVAKNAAK
EAAKGALSTLSCKLA
KTC
GIMDTLKNLAKTAG
KGALQSLVKMASCK
LSGQC
FLPVLAGIAAKVVPA
LFCKITKKC
GLLDSLKGFAATAG
KGVLQSLLSTASCKL
AKTC

5400

5401

5402

5403

5404

5405

5406

5407

5408

5409

5410

5411

5412

5413

5414

5415
5416
5417

5418
5419

5420

5421

5422

GIFDKLKNFAKGVA
QSLLNKASCKLSGQ
C
GIFSKLAGKKIKNLLI
SGLKNVGKEVGMDV
VRTGIDIAGCKIKGE
C
GIFSKLGRKKIKNLLIS
GLKNVGKEVGMDVV
RTGIDIAGCKIKGEC
GRPNPVNNKPTPHP
RL
RSGRGECRRQCLRR
HEGQPWETQECMRR
CRRRG
FLPLLAGLAANFFPKI
FCKITRKC
GWLKKIGKKIERVGQ
HTRDATIQGLGIAQ
QAANVAATARG
GWLKKIGKKIERVGQ
HTRDATIQVIGVAQ
QAANVAATARG
GIFSSRKCKTPSKTFK
GICTRDSNCDTSCR
YEGYPAGDCKGIRRR
CMCSKPC
GIFSSRKCKTVSKTF
RGICTRNANC
MFFSSKKCKTVSKTF
RGPCVRNA
CRRWQWRMKKLGA
PSITCV
ALWFTMLKKLGTMA
LHAGKAALGAAANT
1SQGTQ
ALWKNMLKGIGKLA
GKAALGAVKKLVGA
ES
ALWMTLLKKVLKAA
AKALNAVLVGANA
GLWSKIKTAGKSVAK
AAAKAAVKAVTNAV
INLKALAALAKKILG
KWKLFKKIGAVLKVL
EKCLRWQNEMRKVG
G
SKCRQWSKIRRTNP
TKCFQWQWNMRKV
RG
GRPNPVNTKPTPYPR
L
GKPRPYSPRPTSHPR
PIRV

5423

5424

5425

5426

5427

5428

5429

5430

5431

5432

5433

5434

5435

5436

5437

5438

5439

5440

5441

5442
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DLRFLYPRGKLPVPT
PPPFNPKPIYIDMGN
RY
DLRFLYPRGKLPVPT
LPPFNPKPIYIDMGN
RY
KSCCPTTAARNQYN
ICRLPGTPRPVCAAL
SGCKIISGTGCPPGY
RH
KSCCPSTTARNIYNT
CRLTGTSRPTCASLS
GCKIISGSTCBSGWB
H
KSCCPBTTGRBIYBT
CRFGGGSRZVCARIS
GCKIISASTCPSYPBK
KSCCPNTTGRNIYNT
CRFGGGSREVCASLS
GCKIISASTCPSYPDK
KSCCPNTTGRNIYN
ACRLTGAPRPTCAK
LSGCKIISGSTCPSDY
PK
MFFSSKKCKTVXKTF
RGPCVRNAN
GIFSNMYXRTPAGYF
RGPXGGYXXN
GIFFSRKCKTPSKTFK
GYCTRDSNCDTSCR
YEGYPAGD
XTCESPSHKFKGPCA
TNRNCES
TKCFQWQRNMRKV
R
CFQWQRNMRKVRG
PPVSCI
FKCRRWQWRMKKL
G
IWLTALKFLGKHAAK
HLAKQQLSKL
KIKWFKTMKSIAKFIA
KEQMKKHLGGE
YPGPQAKEDSEGPS
QGPASREK
LPVNSPMNKGDTEV
MKCIVEVISDTLSKPS
PMPVSKECFETLRGD
ERILSILRHQNLLKEL
QDLALQGAKERTHQ
Q
LRKAQEKFGKNKSQ
SFQL
PEWSKCYQWQRRM
RKLGAPSITCVRRTS
A
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5443

5444

5445
5446
5447
5448

5449

5450

5451

5452

5453
5454

5456
5457

5458

5459
5461
5462
5465

5466

5467

5469

5470

5471

5472

5473
5474

5475
5476
5477

R )

SKCYQWQWRMRKL
GA
EKCLRWQWEMRKV
GG
SKCRQWQWKIRRTN
2

GLLDGLLGTLGLG
GLLDGLLGGLGLG

GLLDMVTGLLGNLG
GLLDVVGNLLGGLG
LG
GLFDAIGNLLGGLGL
G
GLLDVVGNVLHSLG
LG
GLLGMVGSLLGGLG
LG
GLLGFVGSLLGGLGI
G

GLFDIIKKIAESIG
GLLDIVKKVVGAFGS
LG
LDIVKKVVGAFGSLG
GLFDIVKKVVGALGS
LG
GLFDIVKKVVGAIGS
LG
FDIVKKVVGTIAGLG
FDIVKKIAGHIAGSIG

FDIVKKIAGHIVSSIG
QGVRNHVTCRINRG
FCVPIRCPGRTRQIG
TCFGPRIKCCRSW
QGVRNHVTCRIYGG
FCVPIRCPGRTRQIG
TCFGRPVKCCRRW
VYQHQKAMKPWIQP
KTKVIPYVRYL
QGVRNFVTCRINRG
FCVPIRCPGHRRQIG
TCLGPRIKCCR
GLFDIVKKVVGAFGS
LG
GLFDIAKKVIGVIGSL
G
GLFDIVKKIAGHIAGS
IG
GLFDIVKKIAGHIA
GLMSSIGKALGGLIV
DVLKPKTPAS

IIGGR

HPQYNQR

5478

5479

5480

5481

5482

5483

5484

5485

5486

5487

5488

5489

5490

5491

5492

5493

5494

5495

5496

DFASCHTNGGICLP
NRCPGHMIQIGICFR
PRVKCCRSW
VRNHVTCRINRGFC
VPIRCPGRTRQIGTC
FGPRIKCCRSW
VRNFVTCRINRGFCV
PIRCPGHRRQIGTCL
GPQIKCCR
QGVRSYLSCWGNRG
ICLLNRCPGRMRQIG
TCLAPRVKCCR
GPLSCRRNGGVCIPI
RCPGPMRQIGTCFG
RPVKCCRSW
GPLSCGRNGGVCIPI
RCPVPMRQIGTCFG
RPVKCCRSW
SGISGPLSCGRNGGV
CIPIRCPVPMRQIGTC
FGRPVKCCRSW
SIGSAFKKALPVAKKI
GKAALPIAKAALP
SLGGVISGAKKVAKV
AIPIGKAVLPVVAKLV
G
SIGTAVKKAVPIAKK
VGKVAIPIAKAVLSV
VGQLVG
VFQFLGKIHHVGNF
VHGFSHVF
VFQFLGRIIHHVGNF
VHGFSHVF
GWFGKAFRSVSNFY
KKHKTYIHAGLSAAT
LLGDMTDEEFQEFM
QDIEQAREEELLSRQ
GNNRPIYIPQPRPPHP
RL
GNNRPVYIPQPRPPH
PRL
DDMTMKPTPPPQYP
LNLQGGGGGQSGD
GFGFAVQGHQKVW
TSDNGRHEIGLNGG
YGQHLGGPYGNSEP
SWKVGSTYTYRFPNF
DSHEKRHHGYRRKF
HEKHHSHREFPFYG
DYGSNYLYDN
RKFHEKHHSHREFPF
YGDYGSNYLYDN
HRHQGPIFDTRPSPF
NPNQPRPGPIY

5497

5498

5499

5500

5501

5502

5503

5504

5505

5506

5507

5508

5509

5510

5511

5512

5514

5515
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MPCSCKKYCDPWEV
IDGSCGLFNSKYICC
REK
GRKSDCFRKSGFCAF
LKCPSLTLISGKCSRF
YLCCKRIWG
ATCDLLSGTGINHSA
CAAHCLLRGNRGGY
CNGKAVCVCRN
DCLSGRYKGPCAVW
DNETCRRVCKEEGR
SSGHCSPSLKCWCE
GC
AVDFSSCARMDVPG
LSKVAQGLCISSCKF
QNCGTGHCEKRGG
RPTCVCDRCGRGGG
EWPSVPMPKGRSSR
GRRHS
ATCDLLSGTGINHSA
CAAHCLLRGNRGGY
CNGKGVCVCRN
ATCDLLSGTGINHSA
CAAHCLLRGNRGGY
CNRKGVCVCRN
YRGGYTGPIPRPPPIG
RPPLRLVVCACYRLS
VSDARNCCIKFGSCC
HLVK
YRGGYTGPIPRPPPIG
RPPFRPVCNACYRLS
VSDARNCCIKFGSCC
HLVKG
QRVRNPQSCRWNM
GVCIPFLCRVGMRAQI
GTCFGPRVPCCRR
QVVRNPQSCRWNM
GVCIPISCPGNMRQI
GTCFGPRVPCCRRW
QGVRNFVTCRINRG
FCVPIRCPGHRRQIG
TCLAPQIKCCR
SIGSALKKALPVAKKI
GKIALPIAKAALP
VFHLLGKIIHHVGNF
VYGFSHVF
AFKLLGRIIHHVGNF
VYGFSHVFG
GLLRKGGEKIGEKLK
KIGQKIKNFFQKLVP
QPEQ
RQRVEELSKFSKKGA
AARRRK
GXFGKAFXSVSNFAK
KHKTA
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5516

5517

5518

5519

5521

5522

5523

5524

5525

5526

5527

5528

5529

5530

5531

5532

5533

5534

GXFGPAFHSVSNFAK
KHKTA
AFPPPNVPGPRFPPP
NFPGPRFPPPNFPGP
RFPPPNFPGPRFPPPN
FPGPPFPPPIFPGPWF
PPPPPFRPPPFGPPRF
P
VDKGSYLPRPTPPRPI
YNRN
RRRPRPPYLPRPRPPP
FFPPRLPPRIPPGFPPR
FPPRFPG
RSVCRQIKICRRRGG
CYYKCTNRPY
RGGRLCYCRRRFCV
CVGR
AGRGKQGGKVRAK
AKTRSSRAGLQFPVG
RVHRLLRKGNY
TRSSRAGLQFPVGRV
HRLLRK
DTHFPICIFCCGCCH
RSKCGMCCKT
ICIFCCGCCHRSKCG
MCCKT
QVYKGGYTRPIPRPP
PFVRPLPGGPIGPYN
GCPVSCRGISFSQAR
SCCSRLGRCCHVGK
GYSG
QVYKGGYTRPVPRP
PPFVRPLPGGPIGPYN
GCPVSCRGISFSQAR
SCCSRLGRCCHVGK
GYSG
QVYKGGYTRPIPRPP
FVRPVPGGPIGPYNG
CPVSCRGISFSQARS
CCSRLGRCCHVGKG
YSG
DPTCSVLGDFKCNP
GRCCSKINYCGACY
QWRFGLTPAR
CPNNLCCSQWGWC
G
FALLGDFFRKSKEKIG
KEFKRIVQRIKDFLRN
LVPRTES
LLGDFFRKSKEKIGKE
FKRIVQRIKDFLRNLV
PRTES
LCNERPSQTWSGNC
GNTAAHCDKQCQD
WEKASHGACCHKRE
NHWKCFCYFNC

5535

5536

5537

5538

5539

5542

5543

5544

5545

5546

5547

5548

5549

5550

GLFGRLRDSLQRGG
QKILEKAERIWCKIKD
IFRG
GLRKRLRKFRNKIKE
KLKKIGQKIQGFVPK
LAPRTDY
SLQPGAPSFPMPGSQ
LPTSVSGNVEKQGR
NTIATIDAQHKTDRY
DVRGTWTKVVDGP
GRSKPNFRIGGSYRW
YGPGDGHGGGHGG
GHGGGHGNGQGGG
HGHGPGGGFGGGH
GGGHGGGGRGGGG
SGGGGSPGHGAGG
GYPGGHGGGHHGG
YQTHGY
NLCERASLTWTGNC
GNTGHCDTQCRNW
ESAKHGACHKRGN
WKCFCYFNC
DGVKLCDVPSGTWS
GHCGSSSKCSQQCC
KDREHFAYGGACHY
QFPSVKCFCKRQC
RGLRRLGRKIAHGVK
KYGPTVLRIIRIAG
GILDTIKSIASKVWNS
KTVQDLKRKGINWV
ANKLGVSPQAA
GRFKRFRKKFKKLFK
KLSPVIPLLHLG
GGLRSLGRKILRAWK
KYGPIIVPIIRIG
AGLFRRLRDSIRRGQ
QKILEKARRIGERIKD
IFRG
SLQGGAPNFPQPSQ
QNGGWQVSPDLGR
DDKGNTRGQIEIQN
KGKDHDFNAGWGK
VIRGPNKAKPTWHV
GGTYRR
QERGSIVIQGTKEGK
SRPSLDIDYKQRVYD
KNGMTGDAYGGLNI
RPGQPSRQHAGFEF
GKEYKNGFIKGQSEV
QRGPGGRLSPYFGIN
GGFRF
RFRPPIRRPPIRPPFYP
PFRPPIRPPIFPPIRPPF
RPPLGPFP

5551

5552

5553

6985

7770

7775

7776

7777

7778
7779

8161

8162
8163
8164
8192

8194

8195
8196

8197
8198

8255

8256

8257

R N

ANEXO |

RFRPPIRRPPIRPPFNP
PFRPPVRPPFRPPFRP
PFRPPIGPFP
RRIRPRPPRLPRPRPR
PLPFPRPGPRPIPRPLP
FPRPGPRPIPRPLPFP
RPGPRPIPRPL
RRLRPRRPRLPRPRPR
PRPRPRSLPLPRPQPR
RIPRPILLPWRPPRPIP
RPQPQPIPRWL
ATCDLLSGIGVQHSA
CALHCVFRGNRGGY
CTGKGICVCRN
GSKKPVPIIYCNRRT
GKCQRM
QLKTADLPAGRDET
TSFVLV
QGRVEVLYRGSWGT
vC
SGSLSTFFRLFNRSFT
QALGK
TFFRLFNRSFTQALG
KGGGKNLRIIRKGIHI
IKKY

TFFRLFNR
LKKISQRYQKFALPQ
Y
QELLLNPTHQYPVT
QPLAPVHNPISV
GLPQE

RPKHPIK

TSKYR
MAIPPKKNQDKTEIP
TINTIASGEPTSTPTT
EAVESTVATLEDSPE
VIESPPEINTVQVTST
AV
YQRRPAIAINNPYVP
RTYYANPAVVRPHA
QIPQRQYLPNSHPPT
VVRRPNLHPSF
IPAVFK
AASDISLLDAQSAPL
R

VLVLDTDYK
KTVYQHQKAMKPWI
QPKTKVIPYVRYL
LKTVYQHQKAMKP
WIQPKTKVIPYVRYL
ALPQYLKTVYQHQK
AMKPWIQPKTKVIPY
VRYL
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8258

8259

8260

8261
8262
8263
8264
8265
8266
8267
8268
8269
8270
8271

8272

8273
3039
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